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2. Bevezetés

2.1. Az angiotenzin Il metabolizmusanak jelentésége és szabalyozasa

A renin-angiotenzin-aldoszteron rendszer (RAAS) Iétfontossagh szereppel bir a
kardiovaszkularis rendszer, valamint a sO6- &s vizhaztartas egyensulyanak
szabalyozasaban. A RAAS tanulmanyozasanak kiemelkedd fontossagat, a fizioldgias és
patoldgias mukodés megértésén tal, a klinikai gyakorlatban gyakran alkalmazott
vérnyomascsokkentd szerek, az angiotenzin konvertal6é enzim gatlok (ACEI) ¢és az 1-es
tipust angiotenzin II receptor blokkolok (ARB) szamos kardiovaszkularis betegségben
észlelt morbiditast és mortalitast csokkent6 hatasa jelenti [1].

Ezen rendhagyo endokrin rendszer egyik f6 végrehajté hormonja az angiotenzin
I (Angll) [2], mely szamos fiziologias és patologias funkcioval rendelkezik. A
vérnyomdas és a plazmatérfogat szabalyozasa az értonus novelésén, a vese Na’
visszaszivasanak szabalyozasan, az aldoszteronszekrécio, valamint a szomjusag, a
szivizom-kontraktilitas, a szimpatikus idegrendszeri aktivitas, a vizfelvétel, és a
vazopresszin felszabadulas fokozasan keresztiil valosul meg [3]. Az Angll tovabbi
hosszl tava hatasokkal is rendelkezik mint az érfal-simaizmok, illetve a szivizomsejtek
hiperplaziaja, az extracellularis matrix elemek felszaporodasa, valamint az érfalsejtek
érzékenységének fokozasa vazokonstriktor anyagok irant [4]. Proinflammatorikus
anyagként a sejtnovekedés, a fibrozis, illetve a gyulladds mechanizmusanak
szabalyozasan keresztiil szamos patologias allapot 1étrejottében is részt vesz [5], pédaul
atherothrombozis, endotél-diszfunkcio, vaszkularis-médiahipertrofia, tovabba balkamra-
hipertrofia [6]. Az Angll kozvetve vagy kozvetleniil, de minden szerv funkcidjara
befolyassal bir, melyek koziil legfontosabbak a sziv- és érrendszer, a vese, valamint az
agy [7].

Az Angll rovid és hosszi tavi hatisait a sejtek jelatviteli folyamatainak
modositasan keresztiil valositja meg [8], az 1-es tipusu (AT1R) és a 2-es tipusu (AT2R)
angiotenzin 11 receptorok kozvetitésével. Mindkét receptor a G-fehérjéhez kapcsolt
receptorok (GFKR) szupercsaladjaba tartozik, szekvenciajuk 32-43%-os homologiat
mutat [9], azonban alapvetéen ellentétes funkciokkal rendelkeznek. Az Angll elébb

felsorolt hatasait az ATiR-on keresztiil fejti ki [10], mely szinte minden szervben
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kimutathat6. Az AT,R legnagyobb mennyiségben magzati szovetekben, mellékvese
medulldban és reproduktiv szervekben expresszalodik. Az AT;R kifejezddése a fejlodés
soran jelentds, mig felnott korban csak nagyon alacsony szinten mutathatdé ki a
szovetekben. Az AT,R proapoptotikus, antiproliferativ, antiinflamatorikus hatasokat
kozvetit, valamint vazodilataciot okoz, de klinikai szerepe még ma sem teljesen

tisztazott [11].

2.1.1. A klasszikus RAAS felépitése és miikodése

Az Angll képzddését és lebontasat a klasszikus RAAS részeként, egy
enzimatikus kaszkad miikodése szabalyozza (/. dbra) [12]. A RAAS aktivalodasa soran
elsé Iépésként a vese juxtaglomerularis sejtjeibél renin keriil felszabadulasra. A
juxtaglomerularis sejtek szekrécios granulumaiban tarolodé aktiv enzim az
extracellularis folyadék mennyiség csokkenésének hatasara szabadul fel, melyet a sejtek
kiilonb6z6 moddokon érzékelhetnek. A vese afferens arteriolaiban 1étrejovo
nyomascsOkkenés, a Pi-adrenerg receptoron Kkeresztiili szimpatikus idegrendszeri
aktivacio, illetve a macula densa sejtek altal észlelt alacsonyabb disztalis tubulularis
NaCl koncentracié vezethet reninfelszabadulashoz [13]. A reninszekrécid szabalyozasa
kulcsfontossagn a RAAS mikodésében, mivel ez az enzim Kkatalizalja a
sebességmeghatarozd 1épést az Angll képzddés folyamataban. Az els6sorban majban
termel6do, inaktiv plazmafehérje angiotenzinogén renin altali hasitasaval angiotenzin |
(Angl) keletkezik. Ezt kovetden az angiotenzin konvertaldé enzim (ACE) hidrolizélja a
dekapeptid Angl-et, 1étrehozva ezzel a biologiailag aktiv oktapeptid Angll-t [14]. Az
ACE membrankotott formaja els6sorban az endotélsejtek felszinén talalhato,
legnagyobb mennyiségben a tiid6 erekben [15], azonban epitélialis, idegi és gonadalis
eredetii sejteken is kimutathatd. Az ACE hasitja tovabba a vazodilatator bradikinint is.
A plazméban keringd Angll masodperces féléletidovel rendelkezik, az inaktivaciojat
végz0 peptidazoknak kdszonhetden. A keletkezd degradacids terméke tobbek kozott az
Anglll, az Ang(1-7) és az Ang(3-8) is [16].
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1. abra A Klasszikus renin-angiotenzin-aldoszterin rendszer felépitése és miikodése
A RAAS {6 végrehajtdja az angiotenzin II (Anng'g), mely az angiotenzinogénbdl renin

altal 1étrehozott angiotenzin I-bél (Angl*™

) keletkezik az angiotenzin konvertald enzim
(ACE) kozremiikodésével. Az Angll*® klinikailag jelentés hatdsait az 1-es tipust
angiotenzin Il receptoron (AT;R) keresztiil fejti ki. A 2-es tipusu angiotenzin II receptor

(AT2R) klinikai szerepe még kérdéses.

Az Angll hatasai kozé tartozik, hogy fokozza a mellékvesekéreg zona
glomerulosa sejtjeinek aldoszterontermelését. Az aldoszteron a sejtmagi receptorok
csaladjaba tartoz6 mineralokortikoid receptoron keresztiil hatva a vese disztalis
tubulusaiban és a kortikalis gyiijtécsatorna sejtekben, valamint a vastagbélben, a
nyalmirigyben, és a verejtékmirigyben fokozza a Na'- és vizvisszaszivast, illetve a K*
kivalasztast. Ezen mechanizmusoknak koszonhet6en az aldoszteron alapvetd szerepet

jatszik az extracellularis térfogat, a vérnyomads és a K™ haztartas szabalyozasiban [17].
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2.1.2 A RAAS ujabb elemei és funkcioi

A RAAS eddig részletezett klasszikus elemein és miikodésén kiviil szamos
ujabb tag keriilt felismerésre az elmult évtizedekben [12]. Kozéjik tartozik az
angiotenzin konvertaldé enzim 2 (ACE2) is, mely mind az Angl, mind pedig az Angll
hasitasara képes. Ezaltal csokkenti a keringd Angll szintjét és noveli a pozitiv
kardiovaszkularis hatasti degradacios termék, Ang(1-7) mennyiségét [18]. Az Ang(1-7)
nemrégen felderitett receptoran, a Mas receptoron keresztiil szamos, az Angll-ével
ellenkezd bioldgiai hatdssal rendelkezik, mint a vazodilaticio, a kardioprotekcid, a
fokozott Na* kivalasztas és a csokkent érrendszeri 4tépiilés [16]. Tovabba képes az
AT1R-hez is kotddni és potencialisan kardioprotektiv jelpalyat aktivalni [19].

Az Angll metabolizmusa soran aminopeptidaz A hatasara Anglll képzdédik. Az
Anglll is aldoszteron felszabadulast és érosszehtizodast valt ki, azonban igen rovid
féléletid6vel rendelkezik. Az Ang I11-bol aminopeptidaz N hatasara AnglV képzodik,
mely feltehetéen az inzulin regulalt aminopeptiddaz enzimhez mint receptorhoz kotédik,
melyen keresztiil szerepe lehet tanulasi és memoriafolyamatokban, a vese
AT R-hez is képes kotddni [21].

Az utobbi évek intenziv kutatasai ravilagitottak, hogy az Angll nem csak
plazmaban keringd hormonként fejti ki hatdsait, hanem szamos szdvetben helyileg
termelédve parakrin, autokrin és feltehetéen intrakrin funkciokkal is rendelkezik. A
»szoveti RAAS” éltal helyileg termelt Angll igen sokféle folyamat szabalyozasaban
vesz részt tobbek kozott az idegrendszerben, a szivben, a vesében, az érrendszerben, a
zsirszovetben, a reproduktiv szervekben, a borben és az emésztorendszerben is [22-24].
A szoveti RAAS feltehetéen hosszabb tava regulatora az egyes szervek helyi
homeosztazisanak, és a keringd RAAS-al egymast kiegészitve funkcionalnak. Az
ujabban felismert RAAS ligandok, receptorok és enzimek felfedezésével érthetébbé
valt, hogy a rendszer ellentétes hatasok kozvetitésével, mint példaul a novekedés
fokozasa, illetve gatlasa, hogyan jarulhat hozzd a szdveti szinti homeosztazis
fenntartasahoz [12]. A kovetkezdkben a RAAS egyik kulcselemét, a kutatasi témam 6

targyat képez6 AT;R-t szeretném bemutatni.
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2.2. Az 1-es tipusu angiotenzin Il receptor (AT;R)

2.2.1. Az ATR szerkezete

Az ATiR a GFKR-ek koz¢é tartozik, mely az emberi genom egyik legnépesebb és
legvaltozatosabb fehérjecsaladja [25]. K6zos jellemz6jiik, hogy hét transzmembran a
hélix doménnel rendelkeznek, ezért 7-transzmembran receptoroknak is nevezik dket. A
GFKR csalad tagjaihoz kotddd ligandok kozott taldlhatunk fehérjéket, peptideket
nukleotidokat, lipideket, ionokat, melyek kemoattraktansként, neurotranszmitterként
vagy hormonként is funkcionalhatnak, de ebbe a csalddba tartoznak a fény-, szag-,
illetve izérzékelésben részt vevo receptorok is [26]. A GFKR-ek egyik prototipusa az
AT1R, melynek felépitése ¢s miikodése évtizedek Ota a receptorkutatas egyik kozponti
témaja.

Az AT;R emlésokben egyetlen polipeptidlancbol all, melynek szekvenciaja
nagyfoku hasonlosagot mutat a kiilonboz6 emlds fajokban. A glikozilalt fehérje ~41
kDa tomegii és 359 aminosavat tartalmaz, kozottik GFKR-ekre jellemzd igen
konzervalt aminosavakat is (2. dbra, A) [27]. A GFKR-ek szerkezete a hét hidrofob
hélix miatt igen nehezen kristalyosithatd, azonban a kdézelmultban sikeriilt az AT;R
kristalyszerkezetét megalkotni ZD7155 [28], illetve olmesartan antagonistakhoz kotott
formaban (2. dbra, B) [29]. A kristalyszerkezet eredményei alatdmasztottak, hogy az
AT1R extracellularis N-terminalis régidval, hét transzmembran a-hélixel (TM1-7), ezek
kozott harom extracellularis hurokkal (ECL1-3) és harom intracellularis hurokkal
(ICL1-3), egy amfipatikus VIII. hélixel, illetve egy er6sen dezorientalt szerkezetli
intracellularis C-termindlis régidval rendelkezik. Extracelluléris felszinét két diszulfid-
kotés stabilizalja. Az N-terminalis régio és az ECL3 cisztein oldallancai kozotti kotés a
GFKR-ek 92%-ban megtalalhatd, mig az ECL2 és a TM3 cisztein oldallancai kozotti
kotés az ATiR egyedi sajatossaga [30]. A GFKR-ek aminosav-szekvenciajaban
talalhato konzervalt motivumok, példaul az aszparagin-prolin-X-X-tirozin (NPXXY) és
az aszparaginsav-arginin-tirozin (DRY), kitiintetett szerepet jatszanak a receptorok
mikodésében. Igaz ez az AT1R esetén is, ahol a TM3-ban taldlhaté DRY motivum,
valamint a TM7 doménban elhelyezkedd NPXXY szekvencia fontos résztvevdje a

receptor aktivacionak és jelatvitelnek [31, 32].

10



DOI:10.14753/SE.2017.2039

Extracelluléris tér

Membran

Intracellularis tér

Q- Konzervalt
aminosavak

Extracellularis tér

Membran

Intracellularis tér

2. abra Az AT1R struktiaraja

Az abra A részén a patkdny ATiR aminosavszekvencidja és masodlagos szerkezete
lathat6. Feltlintetésre keriiltek a konzervalt aminosavak, valamint a szerkezetet
stabilizalo diszulfid-kotések is. Forras: [9] alapjan moédositva. Az abra B panelén a
human AT;iR kristalystruktaraja lathatd, a zolddel jelzett ZD7155 antagonista kotott
formaban. A kék szinli transzmembran o -hélixek romai szamozassal keriiltek

feltiintetésre. Forras: [28] alapjan modositva.

A receptor C-terminalis vége szamos szerin- €s treoningazdag régiot tartalmaz,
melyek kiilonb6z6 kinazok altal foszforilalodhatnak mint a G-fehérje kapcsolt receptor
kinazok (GRK) és a protein kinaz C (PKC) [33, 34]. Ezen aminosavak foszforilacidja
sziikséges a szabalyozasban részt vevd B-arresztin-kotés éhez és az internalizaciohoz
[35, 36]. Az AT;R és a B-arresztin molekula kozotti interakcid 1étrejottében a receptor
C-terminalis farok régiojaban, valamint az ICL2-3-ban talalhat6 domének vesznek részt
[37].
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crer

azonban szamos biokémiai megkozelitésnek, célzott mutagenezissel végzett kutatasnak
¢és molekularis dinamikai modellezésnek koszonhetéen jelentés mennyiségli informaciod
all rendelkezésiinkre a receptor ligand kotésérdl és aktivacids mechanizmusardl [27,
31]. Ezek alapjan az AT1R Angll ko6t6 helyének kialakitasaban els6sorban a TM2-3-4-
5-6-7 hélixek, valamint az ECL2 hurok vesz részt [27]. Ligand kotédésekor az Angll és
az ATiR kozott szamos interakcio alakul ki. Kozottik ionos kotés is az Angll Pheb-q
karboxil-csoportja és az ATiR Lys199-as aminosava kozott, valamint az Angll Arg?
guanidin-csoportja és a receptorban 1évé Asp281 kozott [38, 39]. Tovabba az Angll
terminalis karboxil-csoportjanak interakcidja az AT1R TM7 doménjaban 1évé Phe293-al
és Asn294-el szintén szereppel bir a bekotédésben [40]. Mutagenezissel végzett
vizsgalatok az ECL2 hurok szerepének fontossagat emelik ki, melyben tobbek kozott az
Angll Val® és az AT{R Ile172 kozotti, valamint az Angll Asp® és az AT:R His183
csoportja kozotti interakciok is részt vesznek [38, 41]. Osszességében az Angll N-
termindlis régidja az AT1R extracellularis doménjaival keriil interakcioba, mig az Angll
C-terminalis régioja a TM domének altal képzett zsebbe illeszkedik be. Az Angll
kotodésének vizsgalatai alapjan ez a kotés két 1épésben jon 1étre. A modell szerint els6
1épésként az Angll C-terminalis végével (Tyr’-lle>-His®-Pro’-Phe®) az ECL2-héz
kotédik. Ezen 1épésben a Phe®-o karboxil-csoportja, valamint az ATiR Lys199-as és
His256-0s aminosavai kozotti és a Tyr*-Asnlll kozotti ion-ion kdlesonhatasok
alakulnak ki. Ezen kotodés felel6s a receptor részleges, bazalis aktivitasaért. Az els6
1épés hatasara az ECL-0k atrendez6dése/megnyilasa jon 1étre, mely eldsegiti az Angll
a Val*-Tyr* csoportok kozott és végiil a belesiillyedést a TM domének 4ltal kialakitott
ligandkoto zsebbe [42, 43].

2.2.2. Az ATR aktivitasa

Az AT;R aktiv konformacioja igen sokrétii és szerteagazé jelatviteli halozatot
hoz mikddésbe, melyet egymasra épiild és egymassal parhuzamosan futd utvonalak
rendszere alkot [8, 44]. A receptor aktivalodasa létrejohet peptid és nem-peptid ligandok

hatasara, mechanikai stressz kovetkeztében [45], illetve egyes betegségekben
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autoantitestek kotodésével is [46, 47]. A GFKR csalad tagjair6l ujabban leirtak, hogy
nem csak monomer formaban fordulnak elé a plazmamembranban, hanem magasabban
rendezett strukturakat is képezhetnek: dimereket, st oligomereket is [48]. Ez a
kapcsolodas 1étrejohet két azonos receptor kozott, ekkor homomerekrdl beszéliink,
illetve kiilonbozoé receptorok kozott is, ezeket nevezzikk heteromerekneknek [49]. Az
AT R-rél ismert, hogy képes dimerek alkotasara mind homomer formaban (homodimer)
[50, 51], mind pedig heteromer formaban (heterodimer). A homodimereket a
transzglutaminaz aktivitasa intracellularis Xllla faktor keresztkotheti, mely a receptor
fokozott miikodéséhez vezet [52], a homodimer tagjai tovabba befolyasolhatjak egymas
bradikinin B, receptor, a B,-adrenerg receptor, a Mas-receptor, a dopamin D;-D3-Ds és
endothelin B receptorok pedig a heterodimerek alkotasaban vehetnek részt [53-56]. A
heterodimer tagjai erdsithetik, illetve gyengithetik az ATiR jelatviteli folyamatait. Az

AT1R képes tovabba még komplexebb strukturak, oligomerek alkotasara is [57].

2.2.2.1 Az AT1R jelatviteli mechanizmusai

A GFKR csalad tagjaira altaldban jellemzd, hogy aktivaciot kovetden
heterotrimerikus guanin-nukleotid koté, azaz G-fehérjéket aktivalnak. Régota ismert
azonban, hogy a G-fehérjék miikodésétol fliggetlen jelpalyakat is képesek aktivalni [58].
Egy aktivalt GFKR altal elinditott jelatviteli tvonalak ezért hagyomanyosan két
csoportra oszthatok, klasszikus G-fehérje-fiiggd folyamatokra, illetve a G-fehérjék
mitkodésétdl fiiggetlen mechanizmusokra. Jelenlegi ismereteink alapjan a G-fehérje-
fiiggetlen szignalizacioban a B-arresztin molekula tolt be kozponti regulator szerepet,
ezért manapsag inkabb G-fehérje-fiiggd, illetve B-arresztin-medialt jelatviteli tvonalak
felosztas hasznalatos.

A heterotrimerikus G-fehérjék harom alegységbdl allnak, melyek az o, a p €s ay.
Az a-alegység guanozin-trifoszfat (GTP) és guanozin-difoszfat (GDP) kotésre képes,
valamint GTP-az aktivitassal rendelkezik. A B és y alegységek a plazmamembranhoz
kihorgonyozva, stabil kotésben mindvégig egyiitt maradnak, ezért Py-alegységrol
beszélhetlink. Az agonista kotddése aktiv konformécioban stabilizalja a receptort, a

receptor és G-fehérje kozotti interakcio hatasara pedig az a-alegység a GDP-t GTP-re
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cserélve aktivalodik [59]. A G-fehérjék hatasaik tobbségét az a-alegységen keresztiil
hozzak 1étre [60].

aktivalja, de bizonyos sejtekben kimutattak kapcsolatat a Gj,, és G113 csalad tagjaival is
[9]. Ligandkotédés hatdsara a Gg-fehérje o-alegysége a foszfolipaz C-p1 (PLCPI)
enzimet aktivalja, mely hasitja a membranalkoté lipid foszfatidilinozitol-4,5-
biszfoszfatot (PtdIns(4,5)P;). Két termék keletkezik: a diacilglicerin (DAG) és az
inozitol-1,4,5-triszfoszfat (Ins(1,4,5)P3) (3. dbra) [61]. A DAG a plazmamembranhoz
kotve marad és aktivalja a protein kindz C (PKC) enzimet. A szerin/treonin kinaz PKC
kiilonboz6 fehérjéket foszforilalva szerteagazo hatasokhoz vezet a sejtben (pl. heterolog
deszenzitizacio, az epidermalis novekedési faktor receptor (EGFR) transzaktivacioja,
extracellularis szignal-regulalt kinazl1/2 (ERK1/2) aktivacio) (3. dbra) [62-64]. A
masik hirvivé molekula, az Ins(1,4,5)P3 intracellularis Ca** jelet hoz 1étre Ins(1,4,5)Ps
receptorain keresztiil [65], melyek a sejtek endoplazmas retikulumaban, illetve izmok
esetén a szarkoplazmas retikulumban talalhatok. A felszabaduld Ca®" kalmodulinon,
illetve mas Ca® érzékeny fehérjéken keresztiil képes kiilonbozo —sejtfunkciok
szabalyozasara mint példaul a simaizomsejtek kontrakcioja [66], illetve a PKC [67], a
Ca?* dependens protein kinazok, mint a prolin-gazdag tirozin kinaz 2 (Pyk2), valamint a
foszfolipaz A2 aktivacidjahoz is vezethet [68].

Az ATiR miikodése soran egyetlen alegységbdl allo, ugynevezett Kis G-
fehérjéket is aktivalhat mint a Ras, a Rac, illetve a Rho [69]. Aktivalodasuk 1étrejohet
heterotrimerikus G-fehérje-fiiggo, illetve fiiggetlen modon is [70]. A Ras kis G-fehérje a
Ras/Raf/ mitogén aktivalt protein kinaz kindz (MEK) / extracelluléris szignal-regulalt
kindz1/2 (ERK1/2) mitogén aktivalt protein kindz (MAPK) kaszkadot is elinditja, mely
a sejtnovekedésben, tilélésben és proliferacioban fontos szereppel bird génexpresszios
valtozasokat hoz 1étre (3. dbra) [71]. Az ATiR a G153 heterotrimerikus fehérje csaladon
keresztiil fokozza a Rho kis G-fehérje miikodését, valamint aktivalja a foszfolipaz C, a
foszfolipaz D enzimeket, illetve a L-tipusa Ca**csatornakat [72-74]. A Rho/Rho kinaz
utvonal hozzajarul az AT;R medidlt VSMC-kontrakcidohoz [72]. Tovabba egyes
szovetekben mint példaul a patkany mellékvese, az AT;R Gj, fehérje kozvetitésével
gatolni képes az adenilat-ciklazt, ezéltal fesziiltségfiiggd Ca*"csatornak miikodését is

modosithatja [75, 76]. A G-fehérje komplexbdl levalo Py-alegységrol pedig ismert,
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hogy a foszfolipaz D enzimet [74], kiilonboz6 tirozin kinazokon keresztil a
foszfatidilinoztitol 3-kinaz y-t (PI3Ky), valamint a G-fehérje kapcsolt receptor kinaz 2-t
(GRK?2) is képes aktivalni.

EGFR
transzaktivaciod PDGFR

transzaktivacid
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f\ N\
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‘{ \ '

Angll AT;R  Angll AT;R

N-termindlis

ADAM-17
J] Pro HB-EGF

GPCR

Plazma-
membran

She ] Citoplazma
Ga, Grb2
Sos %
Ca?*PKCS,
ROS

Fehérjeszintézis,

VSMC migracio

i és hipertrofi
Fehérjeszintézis
; Fibrozis
ERK1/2 | Hipertrofia

®
Miozin 22— Miozin Aktin
[iozin Jo——=5[ Miosin |

Kalmodulin/ Troponin! '
I Vaszkularis/szivizom| NéV(?ked?? és
kontrakcid vaszkularis
atépiilés

3. abra Az AT{R Goqg és Gayyiz fehérjék altal medialt szignalizaciés tutvonalai,
illetve a receptor tirozin kinazok transzaktivacioja

Roviditések: daicilglicerin (DAG), EGF receptor (EGFR), extracelluléris szignal-
regulalt kindz1/2 (ERK1/2), inozitol-1,4,5-triszfoszfat (PtdIns(4,5)P,), mitogén aktivalt
protein kindz kinaz (MEK), miozin konnyii lanc kinaz (MLCK), miozin kénny{i lanc
foszfataz (MLCP), trombocita eredetl ndvekedési faktor receptor (PDGFR),
foszfatidilinozitol 3-kinaz (PI3K), foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfat (PIP;), protein
kindz C (PKC), foszfolipdzC-B (PLC-B), pro heparin koté epidermalis ndvekedési
faktor (proHB-EGF), prolin-gazdag tirozin kinaz2 (Pyk2), szarkoplazmas retikulum
(SR). Forras: [77] alapjan modositva

Az ATiR aktivacigjanak kovetkeztében szamos citoplazmatikus kinaz

aktivalodasa, valamint tirozin kindz aktivitisa novekedési faktor receptorok

15



DOI:10.14753/SE.2017.2039

transzaktivacidja is 1étrejohet [78-80]. Ezek segitségével torténhet a sejtnovekedés, a
sejtosztodas, a sejtvandorlas, az apoptozis, valamint a génatirddas folyamatainak
modositasa. A ndvekedési faktor receptorok koziil az ATi;R képes transzaktivalni az
EGFR-t, valamint a trombocita eredetli novekedési faktor receptort (PDGFR) is [81,
82]. Az EGFR transzaktivacio kiilonboz6 modokon johet 1étre, koztiik Ca”* jel, aktivalt
PKC, a reaktiv oxigén szarmazékok, illetve a citoszolikus tirozin kinazok (pl. Pyk2, c-
Src) kozremutkodésével is (3. dbra) [83-85]. Szamos sejttipusban az EGFR
transzaktivacid  génexpressziés  valtozdsokhoz vezet a  kordbban  emlitett
Ras/Raf/MEK/ERK1/2 tutvonalon keresztiil, valamint a foszfatidilinozitol 3-kinaz
(PI3K) altal elinditott mechanizmussal is [8]. Az Angll altal indukalt génexpresszids
valtozasok jelents részéért egyébként a kiilonb6z6 MAPK-ok altal medialt folyamatok
felel6sek, melyek tobbféle Gitvonal kozvetitésével is aktivalodhatnak [79].

Az Angll képes tovabba a reaktiv oxigén szarmazékok, mint a szuperoxid anion
(0% és a hidrogénperoxid (H,05), képz8dését is fokozni a szivizom, az érrendszer, az
agy, illetve a vese mesangialis sejtjeiben [86-88]. A reaktiv oxigén szarmazékok az
Angll fiziologids és patologias folyamataiban, mint példaul sejt proliferacio, hipertrofia,
apoptozis, kardiovaszkularis betegségek kialakuldsa €s progresszidja, egyarant fontos

szerepet jatszhatnak [89, 90].

2.2.2.2. f-arresztin medialt folyamatok

A G-fehérje-fiiggetlen jelatviteli mechanizmusok koziil a B-arresztinekrdl
rendelkeziink a legtobb informacioval. Négy tagja ismert a citoszolikus adapter
fehérjékbdl allo arresztin csaladnak. Koziiliik az arresztinl és arresztind csak a retinaban
expresszalodik, az arresztin2 (mas néven [-arresztinl) és az arresztin3 (azaz f-
arresztin2) pedig a retinan kiviil szinte minden sejtben megtalalhato [91-93]. A B-
arresztinek szamos funkcioi koziil elészor a Po-adrenerg receptor G-fehérjétol valo
szétkapcsolasdban, azaz deszenzitizaciojaban betdltott szerepét irtdk le. Innen ered az
elnevezés is. Késébb valt vilagossa, hogy multifunkcionalis adapter fehérjeként szerepet

jatszanak a legtobb GFKR deszenzitizacidjaban, jelatvitelében, internalizacidjaban,

crer
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A B-arresztinl és P-arresztin2 izoformak 78%-0s Szekvencia azonossagot
mutatnak, viszont csak egyes funkcioik ellatasaban képesek egymast helyettesiteni
receptor- , illetve sejttipus-fiiggd modon [97, 98]. Az ATR esetén a PB-arresztinl és -
arresztin2 génkiiitott egerekkel végzett kisérletek arra utalnak, hogy a két izoforma
hasonl6 mértékben, egymas funkcidjanak helyettesitésével képes a receptort a
membranban szekvesztralni, illetve az internalizaciot elinditani [99]. Mas kutatasok
viszont az ATR altali ERK1/2 aktivacioban, a két izoforma ellentétes hatasat mutattak
ki [100]. A B-arresztin molekulak, egyre tobb interakcids partnerére deriilt fényt az
utobbi évtizedben, melyek kdzremitkodésével a szignalizacioban is részt vesznek [101,
102]. Az AT;R altal elinditott B-arresztin-fliggd jelatviteli folyamatok tobbek kozott
izolalt szivizomsejtek kontraktilitasanak fokozodast [103], RhoA fiiggd citoszkeleton
atrendezd6dést és stressz-rost képzodést [104], antiapoptotikus hatasokat [105], valamint
ERK1/2 altali fehérjeszintézis-fokozodast eredményeznek [106]. Az ERK1/2 MAPK
kaszkad aktivalodasa mellett a B-arresztin molekula a c-Jun N-terminalis kinaz3
MAPK-t is képes aktivalni [107, 108].

Mint korabban mar emlitettem, AT1R esetén a MAPK-ok aktivalodasa 1étrejohet
G-fehérjék kozvetitésével, illetve toliik fiiggetleniil, tobbek kozott B-arresztin altal is
[109]. Ugyanazon jelatviteli utvonal G-fehérjétdl fiiggd, illetve fiiggetlen uton torténd
aktivacidja mindazonaltal nem feltétleniil eredményez azonos hatdsokat a sejt
miikodésében. Az Angll altal 1étrehozott G-fehérje-fiiggé gyors MAPK aktivalodas
soran az ERK1/2 a sejtmagba is athelyezédik és génexpresszios valtozasokat hoz 1étre.
Ezzel szemben a B-arresztin-fiiggé MAPK aktivalodas idében késleltetve jelenik meg,
¢és tartdsabban fennall [110]. Ennek soran az ERK1/2 nem jut be a sejtmagba, ezaltal
feltehetéen nem eredményez transzkripcids valtozasokat sem [35, 111]. Azonban képes
a citoplazmaban maradva foszforilalni az itt elhelyezkedd célfehérjéit, befolyasolva
ezaltal a fehérjeszintézist is [106, 112]. Christensen és munkatarsai sikeresen kimutattak
ugyan néhany gén expressziojanak valtozasat az AT;R B-arresztin-fiiggd jelpalyain
keresztiil, azonban ez a szdm messze elmarad az Angll ingerlés sordn tapasztalt tobb
szaz gént érintd expresszids valtozasokhoz képest [113]. Feltehetden a B-arresztin-fiiggd
jelatvitel kevéssé vezet kozvetlen génexpresszios valtozasokhoz, azonban jelentdsen

modulalja a G-fehérje-fiiggé genomialis hatasokat [114].
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A GFKR-ek agonista stimulusat kdvetéen a citoszolban talalhato p-arresztinek
kihelyez6dnek a plazmamembranhoz és konformacids valtozdson mennek keresztiil,
mely folyamatokhoz nem sziikséges feltétleniil a G-fehérjék aktivacioja [109]. A
receptor és PB-arresztin altal létrehozott komplex stabilitasat a B-arresztin molekula
agonista indukalta ubikvitinaciés mintazata [115], valamint a receptor C-terminalis
[116]. Az ATiR tartés, stabil komplexet képez a B-arresztin molekulaval, egyiitt
internalizalddnak az endocitotikus vezikulakba [98], mikdzben a komplex interakcidba
keriil a szabdlyozasban ¢és jelatvitelben részt vevd egyéb fehérjékkel. Az
internalizalodott receptor lassabb reciklizacid segitségével keriil vissza a
plazmamembranba vagy lizoszomakban degradalodik. Azok a receptorok melyek
hasonl6 modon allnak kapcsolatban a [-arresztinnel, a receptorok ,,B osztalyaba”
tartoznak, mint a neurotenzin 1, a vazopresszin V,, és a tireotropin felszabaditdo hormon
receptora is. A GFKR-ek ,,A osztalyaba” sorolt receptorok ezzel ellentétben, eltérd
foszforilacios mintazatot tartalmaznak citoplazmatikus doménjeiken, és csak atmeneti
B-arresztin2 ubikvitinaciét eredményeznek. Ennek kovetkeztében csak rovidebb
¢letideji receptor-p-arresztin komplex jon létre a plazmamembrannal. A B-arresztin
molekulaktol fliggetleniil internalizalédnak [98], és gyors reciklizacioval keriilnek
vissza a plazmamembranba. Ebbe a csoportba tartoznak az o;- és Po-adrenerg
receptorok, a p-opioid, az endothelin A ¢és a dopamin D; receptorok is. Szamos esetben
az internalizacié meginduldsat kdvetden, az endoszomékban is képzddnek masodlagos
hirvivok, folytatodik a szignalizacio [117]. Kiilondsen igaz ez a B-arresztin altal medialt
jelatviteli utvonalakra, melyek aktivalodasa egybeesik a receptor endocitdzisanak

kezdetével és stabil receptor-arresztin-kotés esetén orakig is fennallhat [94, 118].

2.3. Jelatvitel-szelektiv aktivacio

2.3.1. A GFKR-ek aktivalodasanak mechanizmusai

A dolgozat f6 témajat képezd jelatvitel-szelektiv aktivacido ismertetéséhez
sziikséges el6bb bevezetni a receptorok aktivalodasanak lehetséges modelljeit, melyek a
GFKR-ekre is érvényesek. A hagyomanyos elképzelés szerint a receptorok kétféle

konformacioval rendelkeznek, egy aktivval (R*) és egy inaktivval (R). Az agonista
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ligandok az R* szerkezetet stabilizalva miikddésbe hozzak a receptort, mig az
antagonistak az R konformaciot stabilizalva gatoljak a receptor jelatvitelét (4. dbra, A)
[119]. Azonban az elmult néhany évtized kutatisai eredményei alapjan ma mar a
kétallapotti modellnél Gsszetettebb rendszert feltételeziink. Kideriilt ugyanis, hogy egyes
receptorok ligand kotddése nélkiil is képesek aktiv konformdciot felvenni €s jelatviteli
utvonalakat aktivalni. A jelenséget bazélis aktivitdsnak nevezziik. Egyik elképzelés
szerint ligandkotés nélkiil a bazalis aktivitas mértékét az R és R* allapotban 1évé
receptorok aranya hatarozza meg [120]. A receptorok bazalis aktivitdsat mas elmélet
szerint a receptor részlegesen aktiv, koztes konformacidja (R’) hozza l1étre, mely az R ¢és
R* konformaciok kozott helyezkedik el. Feltehetden ligandkotés esetén is az R* allapot
ezen részlegesen aktiv R’ konformacion keresztiil alakul ki az R allapotbdl (4. abra, B)
[121]. A rendszer Osszetettségének koOszonhetden azonban még ma sem eldontott
kérdés, hogy milyen konformacidkat vehet fel egy receptor nyugalmi helyzetben,
illetve, hogy a kiilonb6z6 ligandok hogyan befolydsoljak a konforméciok kozotti

egyensulyt [122].
A
R agomsta R*
inaktiv antagomsta aktiv
konformacio konformacio
B
inverz
R acomsta R' agonista R*
inaktiv koztes aktiv
konformacio konformacio konformacio
" .
C R B-arresztin
agonista ' *% 2 Lehetséges
= R R"G- :
R, inverz G feher,le aktiv
onmmack 200nEE R#? konformaciok

4. abra G-fehérje kapcsolt receptorok alternativ receptoraktivacios elméletei

A, A hagyomanyos kétallapotti receptoraktivacios modell. B, A haromallapota
receptoraktivacios modell. C, Kibdvitett haromallapota modell.

Roviditések: inaktiv konformacié (R), aktiv konformacio (R*), koztes allapot (R’),

egyes agonista ligandok altal stabilizalt aktiv receptorkonformaciok (R”, R™, R").
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A receptorok megfelelé konformacidjanak kialakulasdban a ligandok
tulajdonsdgai meghataroz6 szereppel birnak. Egyik alapvetd ligandjellemz6 a
hatékonysag, vagyis a receptoron keresztiil a ligand altal maximalisan létrehozhato
valasz nagysaga. A ligand hatékonysaga megszabja, hogy mennyire képes az R és R*
kozotti egyensulyt eltolni. A teljes agonistdk az R* konformacidhoz kotddnek és azt
stabilizaljak. A részleges agonistdk mind az R, mind pedig az R* konformaciéhoz
kotédnek, ennek megfelelden a teljes agonistadkhoz képest kevéssé képesek az aktiv
allapot felé eltolni az egyensulyt. Az inverz agonistaknak nevezett ligandok az inaktiv R
allapotban 1évé receptorokhoz kotnek, eltolva ezzel az egyensulyt az inaktiv allapot
felé. Az inverz agonistak tehat képesek a bazalis aktivitas csokkentésére is (4. dbra, B).
A neutrdlis antagonista ligandok nem befolydsoljdk a bazalis aktivitast, azonban
kompetitiven meggatoljadk mas ligandok kotddését, igy R’ konformacidban stabilizaljak
a receptort [123]. A bazalis aktivitds és inverz agonizmus jelenségének leirdsa oOta
szamos antagonistarol kideriilt, hogy valojaban inverz agonistaként funkcionalnak,
tobbek kozott néhany ARB-r6l is. Ugyanis az AT3R is rendelkezik bazalis aktivitassal,
mely bar alacsony szintli (~5%), de funkcionalis jelent6séggel birhat [124].

Ez a két végallapottal (R és R*) jellemezhetd modell j6 magyardzatul szolgal a
GFKR-ek funkcionalis viselkedésének nagy részére, amikor egy receptor és egy
aktivalodo G-fehérjébdl allo rendszerben vizsgaljuk kiilonb6z6 ligandok hatékonysagat.
A GFKR-ekre azonban jellemzd, hogy a G-fehérje csalad tobb tagjat is képesek
lehetnek aktivalni, valamint parhuzamosan, G-fehérjétdl fliggetlen jelpalyadkat is
elindithatnak. Az elmult egy-két évtized intenziv kutatdsai fényt deritettek arra a
jelenségre, hogy egy receptor nem csak egy aktiv konformacidban létezhet, hanem
kiilonboz6 aktiv konformaciokat is felvehet [125]. Ezen informaciokat alapul véve egy
kibovitett elmélet szerint minden agonista egy egyedi konformacidban stabilizalja a
receptort, mely meghatarozza, hogy a kiilonb6z6 jelatviteli utvonalak koziil melyek és
milyen mértékben keriilnek aktivalédasra. A GFKR-ek esetén példaul, hogy melyik G-
fehérjék, kinazok, illetve arresztinek 1épnek miikodésbe (4. abra, C) [126]. Egy ligand
hatékonysaga tehat attol fiigg, hogy melyik jelatviteli folyamat aktivalodasanak
mértekét vizsgaljuk. Az egyes ligandok altal az eltérd receptor konformécio

stabilizalasdn keresztiil, a jelatviteli utvonalak szelektiv aktivalasat, illetve gatlasat,
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jelatvitel-szelektiv agonizmusnak (angolul biased agonism), vagy funkcionalis
szelektivitasnak nevezziik [127, 128].

2.3.2. A funkcionalis szelektivitas létrejottének mechanizmusa

A jelatvitel-szelektiv agonizmus kapcsan alapvetéen két fontos 1épést érdemes
megvizsgalni, mégpedig a receptorok lehetséges konformacids allapotait, illetve az
aktivalt receptor interakciojat a kiilonbozd szignalizacids partnerekkel. Az elmult
évtizedekben szamos moddszertani megkozelitéssel, koztiik fluoreszcens technikakkal,
sikeriilt kimutatni, hogy a ligandok egyedi konformacidokban képesek stabilizalni a
GFKR-eket [129, 130]. Intenziv vizsgalatok targyat képezik, hogy a receptorok és
ligandjaik mely szekvenciarészletei, illetve altaluk Ilétrehozott szerkezeti elemek
meghatarozok a receptor szerkezetének rogzitésében, és ezaltal a jelatvitel
szelektivitasban. Mint azt az AT;R szerkezetének bemutatasanal emlitettem, a GFKR-
ek igen nehezen kristalyosithaté strukturaval rendelkeznek, igy szerkezetiik hosszi ideg
csak kozvetve volt vizsgalhatd. Az utdbbi évtized fejlddésének koszonhetéen azonban
mara mar szamos GFKR kristalyszerkezetét sikeriilt megalkotni, melyek nagy
elorelépést jelentettek a receptorok szerkezet-hatas Osszefliggésének vizsgalataban.
Bioinformatikai médszerek, koztiik in silico homologian alapuldé modellezési technikak
segitségével, a rendelkezésre allo strukturak felhasznalasaval, tovabbi tavlatok nyiltak
meg a jelatvitel-szelektiv aktivacio megismerésében ¢és lehetséges 1 ligandok
fejlesztésében [131].

Az egyedi receptorkonformaciok feltételezik tovabba, hogy a receptor
egyes régioi mas-mas formaban rogziilnek a kiilonboz6 ligandok esetén. Mivel az
interakcios partnerek a GFKR-ek kiilonb6z6 doménjeihez kapcsolodnak varhato, hogy a
jelatvitel résztvevdinek kotddése is eltérd mértékben fog megvaltozni, mely befolyasolja
a jelpalyak aktivitasat. A szignalizacios partnermolekuldk az interakcioé soran maguk is
konformacids valtozason mehetnek keresztiil. Erre mutat példat a f-arresztin molekula.
Charest és munkatérsai az igen nagy felbontassal miikddd biolumineszcencia rezonancia
energia transzfer (BRET) technika segitségével vizsgaltadk meg a B-arresztin molekulan
beliili szerkezeti valtozasokat GFKR ligandok hatasara [132]. Az eredmények arra

utalnak, hogy a funkcionalisan szelektiv, valamint az endogén, altalaban teljes agonistak
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altal stabilizalt kiilonb6z6 receptorkonforméciok eltérd valtozasokhoz vezetnek a (-
arresztin molekula szerkezetében. Egyazon jelatvitelt (pl. B-arresztin-fiiggé jelpalyakat)
szelektiven aktivalo kiilonb6z6 ligandok hatasdra azonban nem feltétleniil azonos
strukturalis modosulasok mennek végbe a PB-arresztinben [133, 134]. Ezt a feltevést
tamasztja ald, hogy az azonos csoportba tartozo funkcionalisan szelektiv ligandok altal
kivaltott szignalizacid mas vizsgalatokban sem mutatott minden esetben teljes mértékii
egyezést. Az ugyanazon jelatvitel iranyaba elfogult ligandok tehat nem feltétleniil
helyettesithetk egymassal. Erdekes tovabba, hogy Rakesh és munkatarsai egér
szivizomsejtekben az ATi;R mechanikai stressz altali aktivalodasakor 1étrejovo -
arresztin konformacids valtozasok vizsgalatakor ugy talaltdk, hogy a mechanikai ingerre
tapasztalt szerkezeti modosulas a B-arresztin jelatvitelre szelektiv ligand stimulacidja
esetén 1étrejovo B-arresztin konformacios valtozasaival mutatott hasonlosagot [135].
Ezen eredmények arra utalnak, hogy az AT1R a membrannyujtas érzékelését G-fehérje
aktivacio nélkiil, B-arresztin-fiiggé modon kozvetitheti a szivizomsejtek felé.

A PB-arresztin molekuldk aktivalodasat azonban nem csak az aktiv
receptorkonformacio hatarozza meg, hanem a GRK-k altal létrehozott foszforilacios
mintdzat is. A GRK csalad tagjai a receptort foszforilalva eldsegitik deszenzitizaciojat,
vagyis szétkapcsolodasat a G-fehérjétdl, valamint a B-arresztin molekuldk kotdédését. Az
egyes ligandok altal stabilizalt eltér6 receptor konformaciok kiilonb6z6 GRK izoformak
aktivalodasahoz vezetnek, melyek eltérd foszforilaciés mintdzatot, ugynevezett ,,GRK-
vonalkddot” helyeznek el a receptor intracelluléris felszinén. Az egyedi foszforilacios
mintdzat, ezaltal receptortopologia €s toltéseloszlas pedig befolyasolhatja a kotédo B-
mozgasat is [136, 137]. Az ATiR foszforilaciojat, deszenzitizaciojat, illetve a GRK
csalad szerepét késdbb részletesebben is targyalom.

Osszefoglalva tehat jelenlegi elképzelésiink szerint a jelatvitel-szelektiv
agonizmus sordn nemcsak a receptor szerkezete stabilizdlodik egyedi aktiv
konformacioban az egyes ligandok esetén, de az eltér6 GRK-k altali foszforilacios
mintazat, illetve az eltérd B-arresztin konformécids valtozés is meghatdrozo a jelenség

1étrejottében [134].
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2.3.3. A GFKR-ek jelatvitel-szelektiv agonizmusanak jelentdsége

A GFKR-ek jelatvitel-szelektiv agonizmusa az irodalom forré pontjava valt az
elmult évtizedekben, hiszen ezen mechanizmus altal a receptorok miikodése sokkal
finomabban hangolhat6, mint korabban gondoltuk. Ennek kdovetkeztében egyre tobb
informacidval rendelkeziink a GFKR-ek komplex jelatviteli rendszereir6l és ezek
szelektiv  aktivacidjarol [138-140]. Mint emlitettem, a GFKR-ek jelatviteli
mechanizmusai alapvetéen két csoportba sorolhatok azaltal, hogy G-fehérje aktivalas
hatasara, vagy pedig attol fliggetleniil lépnek miikodésbe. Ennek megfeleléen
beszélhetiink a receptorcsalad jelatvitel-szelektiv ligandjai koziil is G-fehérje-fliggd
jelatvitel iranyaba elfogult, vagy pedig G-fehérjétdl fiiggetlen, azaz B-arresztin jelatvitel

iranyaba elfogult ligandokrol (5. dbra).

Agonista3
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5. abra A G-fehérje kapcsolt receptorok jelatvitel-szelektiv agonizmusa

Az Agonistal a klasszikus agonistat jelképezi, mely azonos mértékben segiti eld mind a
G-fehérje-fliggd, mind pedig a p-arresztin-medialt jelpalyak elindulasat. Az Agonista2,
a G-fehérje jelatvitelt szelektiven aktivalo ligandokra utal, melyek kotédése a receptort
G-fehérje kotést €s aktivaciot preferalé konformacioban stabilizalja. A p-arresztin
jelatvitel irdnyaba elfogult ligandok esetén a G-fehérje jelpalydk helyett a receptor

elsésorban B-arresztin-fiiggd mechanizmusokat indit el (Agonista3).
A parhuzamos jelpalyak eltérd, olykor ellentétes funkciokkal is rendelkezhetnek.

Esetenként a B-arresztin altal elinditott jelpalyak kedvez6 hatasokat kozvetitenek, mig a

G-fehérje-fiiggd folyamatok tulzott aktivalédasa potencidlisan kdros sejtvalaszokat,
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mellékhatasokat. Ezen jelenségre mutat példat a ,,béta-blokkolok™ kdzé sorolt carvedilol
is. A ,béta—blokkolok” nem specifikus [-adrenerg receptor (B-AR) gatloszerek,
Szivelégtelenség kezelésében is hasznalatosak, ahol a csoport egyes tagjai képesek a
tulélést javitani, koziilik is legkifejezettebben a carvedilol [142]. Késébbi kutatasok
kideritették, hogy a carvedilol nem egy klasszikus B-AR antagonista, hanem B-arresztin
jelatvitel-szelektiv  agonista.  G-fehérje-fliggetlen moéodon  képes az  EGFR
transzaktivaciojat, valamint ERK1/2 foszforilaciot kivaltani [143, 144]. A B-AR-okrol
ismert, hogy hosszu tavi Gs-fehérje aktivaciojuk kardiotoxikus [145], mig az altaluk
létrehozott EGFR transzaktivacié kardioprotektiv hatasu [146]. A G-fehérje-fiiggd
jelatvitel gatlasa, és parhuzamosan a kardioprotektiv B-arresztin jelatvitel aktivacioja
felel6s lehet a carvedilol szivelégtelenség kezelésében tapasztalt kedvezébb klinikai
hatésaiért.

Az  elmult  években  megkezdddott — célzottan  jelatvitel-szelektiv
ligandok/hatoéanyagok fejlesztése is. Alkalmazasuk célja a terapias hatékonysag
novelése a kivant hatasprofil eléréséhez sziikséges palyak szelektiv aktivaladsaval, a nem
kivanatos mellékhatasokat okozo palyak aktivalasa nélkil vagy gatlasaval. llyen
vegyiiletre példa a G-fehérje jelatvitelre szelektiv p-opioid receptor (u-OR) agonista
TRV130. A pu-OR esetén az analgetikus hatds Gj-fehérje-medialt folyamat, mig a
gasztrointesztinalis, a 1égzésdeprimalo, illetve a tolerancidhoz vezeté mellékhatasok f-
arresztin kozvetitésével jonnek létre [147]. Allatkisérletes modellekben a TRV130 a
teljes agonista morfinhoz hasonlé mértékii analgetikus hatast mutatott, kisebb foku
légzésdeprimald mellékhatassal [148]. A jelenleg is tartd klinikai vizsgalatok
megerdsitették, hogy a TRV130 a morfinnal jobb analgatikus hatassal és egészséges
onkéntesek esetén kevesebb mellékhatassal rendelkezik. Fézis 2 vizsgalat soran viszont
mar nem sikeriilt szignifikdnsan kisebb 1€gzésdeprimald hatast kimutatni, de a terdpias
hatékonysag igy is jobbnak bizonyult, mint morfin esetén [149, 150]. A vegyiilet
jelenleg is tovabbi vizsgalatok targyat képezi.

A jelatvitel-szelektiv ligandok feltérképezése és fejlesztése azonban nemcsak uj
lehetéségeket, de ujabb kihivasokat is rejt magaban. Egy vegyiilet funkcionalis
szelektivitasanak karakterizalasahoz ugyanis rendkiviil sokféle jelpalyara gyakorolt

hatasat kell megvizsgélni. Tovabba a hatds er0ssége nagyban fiigg a sejttipustol és az

24



DOI:10.14753/SE.2017.2039

alkalmazott megkozelitési modszertdl is. Olyan modszer esetén mely egy jelpalya
erdsités nélkiili korai 1épését (pl. B-arresztin-kotés ) vizsgalja [151], egy parcialis
agonista a teljes agonistahoz képest kisebb maximalis jelet mutat [152]. Egy erdsitést
kovetd 1épést vizsgalo megkozelitésben (pl. masodlagos hirvivoképzés mint az
Ins(1,4,5)P3 produkcid) viszont a teljes agonistaval megegyez6 maximalis valaszt
hozhat létre. Igy az egyik vizsgélati rendszerben teljes, mig a masikban részleges hatas
elérésével a ligand tévesen jelatvitel-szelektiv agonistanak lehet kategorizalva. Szamos
kiilonboz6 kvalitativ és kvantitativ megkdzelitési modszer 1étezik mar a jelatvitel-
szelektivitds meghatarozasara, azonban az irodalomban tovabbra sincs egységesen
elfogadott allaspont a témaban [153, 154]. Egyes szerzok a természetes ligandhoz mint
referenciahoz viszonyitva adjak meg a vizsgalt vegyiilet jelatvitel-szelektivitdsanak
mértéket. Az igy kapott ,bias faktor”, vagyis ,elfogultsagi faktor” a jelpalya
szelektivitas mértékének szamszerisitett értéke. Természetesen eldfordulhat, hogy a
természetes ligand sem teljesen ,.elfogulatlan” a kiilonboz6 jelpalydk iranyaba. Ezért
egy vizsgalt ligand funkciondlis szelektivitdsanak mértéke nem tekinthetd egy abszolut
tulajdonsagnak, hanem sokkal inkdbb az adott rendszerben, az adott viszonyitasi
ligandhoz képest kifejezett relativ értéknek [153, 155].

Fontos szempont tovabba, hogy a megfigyelhetd eltérd intracellularis jelatvitel
milyen mértékben vezet eltérd biologiai vélaszhoz. Szamos példa ismert mar az
irodalomban a G-fehérje-fiiggd, illetve a B-arresztin-medialt jelpalyak elkiilonithetd,
akar ellentétes szerepér6l in vivo fiziologias és patologias folyamatokban. Erre jelent
példat a szivizom-hipertofia, a szivelégtelenség kialakulasa, a VSMC-k hipertofigja
vagy hiperplaziaja, a kemotaxis és az immunvalasz létrejotte, a csontanyagcsere, a
tumornovekedés, a migracié vagy az anyagcsere-haztartas szabalyozasa is [94]. Ezen
folyamatokban is eldnyds lehet G-fehérje-fiiggd, vagy éppen G-fehérje-fiiggetlen
ligandok fejlesztése. Az eddigi hatasok, bioldgiai valaszok nagy tobbsége azonban
sejtes rendszereken, illetve allatokon végzett kisérletekbdl szarmazik. Tovabbi kihivast
jelent az igy latott hatasok terapias eredményekbe valo atiiltetése is [156]. A jelatvitel-
szelektiv agonizmus azonban nem csak farmakologiai szempontbol fontos jelenség,
hiszen egyre tobb adat utal arra, hogy léteznek endogén funkcionalisan szelektiv
ligandok is, melyek szintén szamos €lettani folyamatra hatassal birhatnak. Erre példa az

EP, prosztaglandin receptor [157], a kiilonb6z6 kemokin receptorok [158], vagy a u-OR
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endogén jelatvitel-szelektiv agonistai [159]. Az ATiR esetén pedig egy nemrég
megjelent kozlemény az Ang(1-7) molekularol mutatta ki, hogy képes a B-arresztin-
fliggd jelpalyakat szelektiven aktivalni [19]. Tovabbi endogén ligandok felfedezése
valdsziniileg mindinkabb megerdsiti majd azt az elképzelést, hogy a jelatvitel-szelektiv
agonizmus egy elterjedt és az evolucio soran konzervalt folyamat, melynek segitségével
egyazon receptoron keresztiil a kiilonb6z6 endogén ligandok eltéré jelatviteli

mintdzatokat képesek aktivalni és sokszinii bioldgiai valaszokat 1étrehozni.

2.3.4. Az AT1R jelatvitel-szelektiv aktivacioja

A funkcionalis szelektivitas témakorében az ATiR az egyik legrégebb ota és
legintenzivebben vizsgalt GFKR. A kutatas f6 céljai AT1R esetén is a szelektiv jelpalya-
aktivacid mechanizmusanak megismerése, illetve az ezaltal létrehozott bioldgiai
valaszok karakterizalasa. A jelenség feltérképezéséhez kiilonbozé modszerek,
megkozelitési lehetdségek allnak rendelkezésiinkre, tobbek kozott funkcionalisan
szelektiv tulajdonsagokkal biré ligandok, illetve mutans receptorok is. Az irodalomban
szamos mutans AT;R ismert, melyekben a receptorfunkciét jelent6sen befolyasold
doménekben tortént aminosavcesere. Kozéjiik tartozik példaul a konstitutivan aktiv, Gg1
jelpalya iranyaba elfogult N111G-AT;R [160], valamint a P-arresztin jelatvitelt
szelektiven aktivald D74N-AT;R és a DRY/AAY mutans AT;R-ok is [161].
Kisérleteinkben a munkacsoportunk altal 1étrehozott DRY/AAY AT;R-t alkalmaztuk
[162], ezért ezt a mutanst ismertetném. A G-fehérjét nem aktivalo DRY/AAY mutans
AT;R-ben a GFKR-ek rendkiviil konzervalt aszparaginsav-arginin-tirozin (DRY)
motivumaban tortént aminosavcsere [109, 161, 163, 164]. A motivum a harmadik
transzmembran domén és a masodik intracellularis hurok hataran talalhato (2. dbra, A).
Ismert réla, hogy kitiintetett szerepet jatszik a receptorok aktivacidjaban és G-fehérje
kotésében, azonban az egyes GFKR-ekben betoltott szerepe nem teljesen egyezd [165].
A DRY/AAY ATR-ben a konzervalt domén Aspl25 és Argl26 aminosavait alaninnal
helyettesitették, melynek kovetkeztében G-fehérje kotésre képtelen mutans jott 1étre
[162]. A receptor B-arresztin2-kotésre, internalizaciora, valamint ERK1/2 aktivaciora

tovabbra is képes [109, 161], igy B-arresztin jelatvitelre szelektiv mutans receptorrol
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beszélhetiink, mely a vad tipusu AT1R-hez hasonldé mértéki sejtfelszini expresszidval,
valamint Angll iranti affinitassal rendelkezik [161].

Szintén mutans receptorokkal végzett vizsgalatokkal kimutattak, hogy az AT;R
esetén mas domének vesznek részt a MAPK kaszkad, valamint a Gg-fehérje-fliggd
jelatvitel aktivaciojaban [166]. Az egyes jelpalyak, mint a G-fehérje-fiiggo, illetve -
fiiggetlen utvonalak, nemcsak eltérd fehérjeszekvenciat igényelnek, de a receptor eltérd
konformacioban vald rogziilését is [37, 167]. Ismert tovabba, hogy vannak olyan
utvonalak, melyek aktivalédasa kiilonb6z6 receptorepitopok ¢és -konformaciok
kozvetitésével is 1étrejohet. Azonban a kiilonb6zé mddon aktivalt jelpalya végiil eltérd
biologiai valaszokhoz vezethet. Erre példa a kordbban részletezett MAPK kaszkad is,
mely az elinditd jelpalyatol fliggden eltérd lokalizacioji és hatdsu aktivalt effektor
molekulakat tartalmaz [168].

Az ATiR mellett szamos tanulmany vizsgalta az endogén ligand Angll
szerkezet-aktivitas Osszefliggését is [169], melynek koészonhetéen igen nagyszamu
Angll analog keriilt mar leirasra [170]. Ezen vizsgalatok alapjan az Angll molekula
aminosavszarmazékai eltérd mértékben befolydsoljdk a receptor ligandkotését,
jelpalyainak aktivacigjat, deszenzitizaciojat vagy internalizacidjat. Koziliik az aromas
Tyr4, His® és Phe® aminosavak az Angll kotodése soran az AT1R szdmos aminosavaval
keriilnek kontaktusba, és kitiintetett szereppel birnak a kotés kialakuldsaban, illetve a
Angll agonista aktivitasaban. Cseréje gyengiti az agonista aktivitdst és agonista-
antagonista atmenethez vezet. Az aromas Phe® glicinre vagy izoleucinra torténé cseréje
G-fehérje-aktivaciora képtelen, azonban B-arresztin-jelatvitelre képes Angll analogokat
eredményez [134]. Erre példa az [Sar',11e®]-Angll (SI-Angll) is, melyet évtizedekig
antagonistaként tartottdk szdmon az irodalomban. Késoébb kideriilt, hogy nem gatolja a
receptor minden funkcidjat, és egyes jelpalyakon parcialis agonistaként miikodik [172].
Legtjabb adatok szerint a Gg-jelpalyat egyaltalan nem, a P-arresztin-jelatvitelt
részlegesen aktivalva jelatvitel-szelektiv agonistaként mitkodik [134], valamint a nem
peptid antagonistaktol eltéréen képes a receptor internalizaciojat is elinditani [173]. Az

crer

az Angll analogok amino-peptiddzokkal szembeni stabilitasat, meghosszabbitva ezzel a

27



DOI:10.14753/SE.2017.2039

féléletidejiiket, valamint fokozza mind az agonista, mind pedig az antagonista analogok
hataserésségét is [172].

fehérje aktivaciora képtelen, B-arresztin-jelatvitelre szelektiv Angll analdégok jonnek
1étre mint pl. az [Sar',1le*,11e®]-Angll (S11-Angll) [109]. Az SII-Angll oktapeptid Angll
analog volt az egyik legelsoként Kifejlesztett jelatvitel-szelektiv ligand az irodalomban.
Bar az SII-Angll nagyon alacsony affinitassal rendelkezik az AT;R-hez [169], mégis
széles korben alkalmazzak a funkcionalis szelektivitas vizsgalatara. Az elfogult AT:R
ligandok koziil az SII-Angll-rol rendelkeziink a legtobb informacidval. Kifejlesztése és
alkalmazasa nagyban eldsegitette a teriilet fejlodését. Az SII-Angll altal aktivalt ATiR
Ggni-fehérje-kotésre képtelen, azonban egyes, ettdl fliggetleniil miikodd jelpalyakat
képes miikodésbe hozni. Jellemz6 ra, hogy B-arresztin kozvetitésével MAPK aktivaciot
hoz 1étre, mely citoplazmatikus fehérjék foszforilacidjat szabalyozza [109]. Fokozza a
fehérjetermelést a MAPK interakcios kinaz 1, eukariota iniciacios faktor-4E és ERK1/2
aktivaciojan keresztiil [106]. Az SlI-Angll funkcionalis hatasokkal is rendelkezik az
Angll fiziologids célsejtjein. Izolalt egér szivizomsejteken példaul pozitiv inotrdp és
luzitrop hatdssal bir. A folyamathoz GRK6 és B-arresztin2 sziikséges, mig a GRK2
izoforma ezzel ellentétesen hat [103]. Ez a jelenség is példa a GRK izoformak
specializalt, olykor ellentétes szerepére. Primer szivizomsejtek esetén is igaz, hogy az
SH-Angll B-arresztin kozvetitésével csak a citoplazmaban 1évé ERKI1/2-t, ennek
hatdsara pedig a p90 riboszoémalis S6 kindzt (p90RSK) aktivalja. Mivel elmarad a Gg/11-
fehérje-figgé ERK1/2 sejtmagba athelyez6dés, nem jon létre az EIk1 transzkripcios
de nem jon létre hipertrofia, mely Angll hatasara megfigyelhetd [174]. Az Angll masik
jelentds célsejtjeiben, a VSMC-kben az SlI-Angll szintén B-arresztin-fliggd modon
mitogén €s antiapoptotikus hatdsokat valt ki, valamint fokozza a migracidjukat. Ezen
mechanizmusokban a VSMC-k AT;R jelatvitelére igen jellemz6, EGFR transzaktivacio
jatszik szerepet. Az SlI-Angll altal kivaltott ERK1/2 aktivalodas és proliferacio is az
EGFR G-fehérje-fiiggetlen transzaktivacidjan keresztiil jon létre ezekben a sejtekben
[175]. Tovabba az ERK1/2-p90RSK, valamint a PI3K/Akt utvonalak szinkron a
proapoptotikus BAD nevii fehérje foszforilaciojahoz és lebontasahoz vezetnek Sli-

Angll hatasara. A folyamat magyarazataul szolgalhat az SlI-Angll antiapoptotikus és
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citoprotektiv hatasaira patkany simaizomsejteken [105]. Az SII-Angll a szintén Angll
célszerv mellékvesekéreg zona glomerulosa sejtek aldoszteronszintézisét is képes
fokozni B-arresztin-medialt utvonalon, az Angll altal indukalt Gg-fehérje-fliggd
aldoszterontermelésen talmenden [176]. A folyamat fokozott aldoszterontermeléshez
vezethet, mely karos kardialis atépiilést és szivelégtelenség-sulyosbodast okozhat. Ezt a
jelenséget mindenképpen fontos figyelembe venni [B-arresztin jelatvitelre szelektiv
ligandok fejlesztése és alkalmazasa soran [170].

Az egyes B-arresztin-szelektiv AT;R mutansokra és ligandokra jellemz0, hogy
nem teljesen azonos konformacios és jelatviteli valtozasokat hoznak 1étre. Mint ahogy
mar emlitettem, a G-fehérje-aktivacio hidnyan, és a B-arresztin aktivacidjan mint k6zos
jellemz6n tul ugyanis eltéré szerkezetben stabilizalhatjak mind a receptort mind pedig a
B-arresztint. A szamos egyéb parhuzamos utvonalat sem teljesen azonos mintazattal
inditjdk el, melynek kovetkezménye, hogy eltéré intracellularis célfehérjék
foszforilalédnak, illetve mas-mas gének expresszioja regulalodik. A jelatvitel ezen
szintjein mar nem feltétleniil lehet a kiilonboz6 P-arresztin jelatvitelre szelektiv

ligandokat egy homogén csoportba sorolni [177].

2.3.5. Elfogult AT;R ligandok mint uj terapias lehetéségek

Az ARB-k és az ACEI-k az elsé kozott alkalmazando gyogyszerek pl. magas
vérnyomads, szivizom-hipertrofia vagy kronikus szivelégtelenség kezelésben. Egyes
tanulmanyok arra utalnak, hogy 0sszevetve a nem szelektiven hato gyogyszerekkel az
AT1R Gogri-fehérje-fiiggd utvonalainak szelektiv gatlasa bizonyos esetekben tovabbi jo
hatassal lehet [178, 179]. Ezen célokat szem el6tt tartva néhany éve uj, jelatvitel-
szelektiv AT1R peptid agonistak keriiltek kifejlesztésre. A TRV120023 (Sar-Arg-Val-
Tyr-Lys-His-Pro-Ala-OH) és TRV120027 (Sar-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-D-Ala-OH)
ligandok sokkal nagyobb affinitassal kotédnek az ATiR-hoz, mint az SII-Angll, mely
fontos szempont a klinikai alkalmazhatosagban. Ezek a TRV peptidek G-fehérje
aktivalas nélkil, szelektiven inditjak el a B-arresztin-medialt jelatviteli Gtvonalakat.
Képesek az ERK1/2, a c-Jun, a Fokalis adhézios kinaz és a Src kinazok foszforilaciojat
valamint aktivaciojat, tovabba ezen utobbin keresztiil az endotélialis nitrogén monoxid

szintaz foszforilaciojat is kivaltani [180]. Ezenkiviil, az SlI-Angll-h6z hasonldan,
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fokozzak az izolalt egér szivizomsejtek kontraktilitasat és teljesitményét is [180, 181].
Patkanyokon, a klasszikus AT;R antagonistaktol eltéréen, a vérnyomas csokkentése
mellett nem okoznak ver6térfogat-csokkenést, nem rontjak a sziv pumpafunkciojat, sét
B-arresztin-fliggé modon képesek a sziv kontraktilitasat fokozni a miozin kénnyt lanc
foszforilaciojanak fokozasan keresztiil [182]. Osszességében, a vérnyomads
csokkentésével csokkentik a sziv utoterhelését és oxigénigényét, megkonnyitve ezzel a
sziv munkajat, tovabba fokozzak a sziv Kontraktilitasat [183]. Ezen hatasprofil
kifejezetten eldnyos lehet szivelégtelenség kezelésében, ahol egy idében sziikséges a
vérnyomas csokkentése és a sziv kontraktilitasanak fokozasa. Az ARB-k és ACEI-K,
melyek a magas vérnyomas, illetve a kronikus szivelégtelenség kezelés alap terapias
eszkozei, nem alkalmazhatok akut szivelégtelenség esetén. Ilyenkor ugyanis hatranyos
hatasuk, hogy csokkentik a sziv pumpamiikddését, és hosszan tartd vérnyomadsesést
okoznak. Ezért felmeriilt, hogy a [-arresztin jelatvitel-szelektiv ATiR ligandok
hatasosak lehetnek akut szivelégtelenség kezelésében. Az elektromos ingerléssel
kivaltott szivelégtelenség kutya modelljében a TRV120027 csokkentette a pulmonalis
kapillaris vérnyomast, mely a nehézlégzés stlyossagara enged kovetkeztetni, valamint
az artérias kozépnyomast és a teljes periférias érellenallast is. Fokozta tovabba a vese
elonyos tulajdonsagainak kdszonhetéen tovabbi human vizsgalatok targyat képezte mint
Ujabb terapias lehetség az akut szivelégtelenség kezelésében [185, 186]. Az egészséges
onkénteseken végzett fazis I és stabil pangasos szivelégtelenségben szenvedd betegeken
végzett fazis Ila vizsgalatokban is jol toleralhato, rovid féléletidejii farmakokinetikai
profilt mutatott. A vizsgalt személyek koziil az emelkedett reninszinttel rendelkezékben
hatasos vérnyomascsokkentének bizonyult, mig a normal plazma reninszinttel
rendelkezékben nem csokkentette az artérias kdzépnyomast [185, 187]. Ezt kovetden
fazis 1Ib randomizalt, dupla vak vizsgalatban vetették 6ssze hatékonysagat placeboval,
illetve hagyomanyos terapiaval akut szivelégtelen betegekben [188]. A vizsgalatokban
végilil nem sikeriilt szignifikdns kiilonbséget taldlni a kitlizott paraméterekben (pl.

nehézlégzés stulyossaga, szivelégtelenség progresszidja, mortalitas).
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2.4. A GFKR-ek deszenzitizacioja és internalizacidja, a valaszkészség szabalyozasa

A GFKR-ekre jellemz6, hogy aktivalodas utan a receptor foszforilalodik,
jelatviteli folyamatai mérséklodnek, majd egy lefiiz0dé membrandarab segitségével
eltavolodik a plazmamembrantdl és sejt belsejébe keriil, azaz internalizalodik. Ezen
folyamatok Gsszessége a receptor, és ezaltal a sejt érzékenységét és valaszkészségét is

meghatarozza.

2.4.1. A GFKR-ek deszenzitizacidja és a G-fehérje kapcsolt receptor kinazok

Az aktivalédott GFKR kiilonb6z0 kindzok 4altal foszforilalodik, melynek
hatasara jelatvitele csokken. A jelenséget deszenzitizacionak nevezziik, mely 1étrejohet
homolég, illetve heterolog moddon, attol fliggden, hogy mely kinazok foszforilaljak a
receptort. Homoldg deszenzitizdcid esetén a receptoraktivacid kovetkeztében
aktivalodott kinazok foszforildljdk a receptort, és vezetnek ugyanazon receptor
deszenzitizaciojahoz [189]. Heterolog deszenzitizaciorol akkor beszélhetiink, ha a
receptor aktivacid nélkiil foszforilalodik, mas aktivalodott receptorok altal miikodésbe
hozott kinazok hatasara. A homoldg deszenzitizacioban elsésorban a GRK-k vesznek
részt, mig a heterolog deszenzitizacidban a kiillonbozd jelpalyak altal aktivalt kinazok,
mint a protein kinaz C vagy a protein kindz A [190]. A GRK és a protein kinaz C,
illetve a protein kinaz A foszforilacids helyei a receptorokon tobbnyire csak részleges
atfedést mutatnak [189]. Ezen poziciokban 1évé aminosavak foszforilacidja meggatolja
a receptor tovabbi interakciojat a G-fehérjével, ledllitva ezzel a G-fehérje-fiiggd
jelatvitelt.

A GFKR-ek foszforilacidjaban és homolog deszenzitizacidjaban résztvevé GRK
csalad 7 tagbol all (GRKI1-GRK7). A tagok alapvetdéen hasonld amino-terminalis
régiobol, kézponti katalitikus doménbdl és kiilonbozd karboxil-terminalis doménekbdl
¢épiilnek fel. Ez utobbi domén alapjan harom csoportba sorolhatjuk a csalad tagjait. A
GRKI1 és GRK?7 alkotta alcsalddot retinalis opszin kinazoknak nevezik, mivel csak a
szemben fordulnak el6. A masodik csoport tagjait f-adrenerg receptor kindzoknak is
nevezik, mert eldszor a B-adrenerg receptor tanulmanyozasa soran irtak le 6ket. Kozéjiik
tartozik a GRK2 és a GRK3. A GRK2 ¢s a GRK3 pleksztrin homolégia domént (PH-

domén) tartalmaz, mely a PtdIns(4,5)P, molekulahoz képes kotédni. G-fehérje aktivacio
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hatasara a Py-alegység PtdIns(4,5)P,-n keresztiil elosegiti a GRK2 aktivalodasat és
plazmamembranhoz valé kotodését az aktivalt receptor kozelében, végiil pedig a
ligandkotott receptor foszforilaciojat. A GRK2 és GRK3 széles korben elterjedt a
kiilonboz6 sejttipusokban. A GRK4-hez hasonl6 alcsalad tagjai a GRK4, a GRKS és a
GRK6 melyek, ellentétben a tobbi alcsalad tagjaival, tartésan a plazmamembranhoz
kotddve helyezkednek el. A GRK4 és GRK6 transzlaciot kdvetéen palmitoilalodik, mig
a GRKS5 karboxil-terminalisan 1év6 pozitiv toltésii aminosavakkal kapcsolodik a
membranhoz. A GRK-k ezen csoportjanak aktivalodasdhoz nincs sziikség az aktivalt G-
fehérje Py-alegységére [191].

Mint korabban kifejtettem a kiilonboz6 GRK-k altali receptorfoszforilacié nem
egységes, sokkal inkabb egyedi és célzott folyamat. Az egyes ligandok altal 1étrehozott
eltérd receptorkonforméaciok mas és mas GRK-k aktivalodasdhoz vezetnek, melyek
eltéré foszforilaciés mintazatot helyeznek el a receptor intracellularis felszinén. Az
eltéré foszforilacios mintazatok pedig befolyasolhatjdk a receptor sorsat, illetve
jelatviteli mechanizmusait [136]. Ennek koszonhetéen a homolég GRK csalad tagjai
egyes esetekben azonos funkciokkal rendelkeznek, mas folyamatokban viszont
egymassal ellentétes hatasokat hoznak létre. Az AT,R foszforilacidjaban a GRK2, a
GRK3, a GRKS5, a GRKS6, valamint a PKC vesz részt [33]. A GRK2 vagy 3 altali
foszforilacié a B-arresztin altal medialt ERK1/2 jelatvitelt csokkenti, tovabba a GRK2-
nek kiemelkedd szerepe van a receptor foszforilacidjaban. Kim és munkatarsai COS7
sejtekben fejeztettek ki dominans negativ GRK2-t (GRK2K220M), melynek hatasara
40%-kal csokkent az AT;R foszforilacidja. Ezzel szemben a GRKS és GRK6 Aaltali
foszforilaci6 a  P-arresztin  altal medialt ERKI1/2  aktivacid 1étrejottéhez
nélkiilozhetetlennek bizonyult, habar az AT;R foszforilacigjaban és B-arresztin-kotés
ben csak kisebb mértékben tiint relevansnak [192]. Feltehetdéen tehat a GRK2/3 és
GRKS5/6 fehérjék a G-fehérje-fiiggd, valamint a B-arresztin-medialt Gtvonalak kozott
kapcsolo szerepet toltenek be az AT{R esetén.

A GRK-k azonban nemcsak a receptor foszforilaciojat végzik, hanem kimutattak
mar interakcidjukat a PI13K-al is, valamint klatrin kotohelyiikon keresztiil kozvetleniil a
klatrin molekulaval is [193, 194]. Ezek segitségével részt vesznek a receptormedialt

crer

hatasara helyezédik ki a citoplazmatikus [B-arresztin is a receptorhoz [196], mely
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elésegiti a receptor szétkapcsolodasat a G-fehérjétél [92, 197]. A B-arresztin molekula
talalhato [198, 199], melyek kozremiikodésével adapterfehérjeként részt vesz a

receptorok deszenzitizacidjat kovetd, klatrin-medialt endocitdzis elinditasaban is.

2.4.2. A GFKR-ek internalizacioja

Az internalizdci6, mas néven endocitdzis egy igen Osszetett, jOl szabalyozott
folyamat, melynek szamos parhuzamos tutvonalakbol allo tagja van. Az endocitdzis
fontos részét képezi a sejt és kornyezete kozotti informaciocserének, a plazmamembran
lipid- és fehérje-Osszetételének, valamint a sejtfelszinrdl elinduld jelatviteli folyamatok
szabalyozasanak [200]. Az endocitozis szamos parhuzamosan futé mechanizmuson
keresztiil 1étrejohet, melyeket legegyszeriibb csoportositas szerint klatrinmedialt
endocitézis (CME), illetve klatrintol fiiggetlen endocitozis (CIE) csoportokra
oszthatunk [201]. Az egyes tGtvonalak egymassal részben atfednek, azonos szereploket
is tartalmaznak, példaul a CME folyamataban eddig tobb mint 150 fehérje szerepét

vetették fel, azonban tobbségiik funkcidja még bizonytalan.

2.4.2.1. Klatrinmedidlt endocitozis

Az eddigi kutatasi eredmények alapjan a GFKR-ek elsésorban a CME-n
keresztiil internalizalédnak. Ez a legintenzivebben kutatott endocitdzis utvonal. A
folyamat soran el6szor bemélyedés alakul ki a plazmamembran egy PtdIns(4,5)P;
gazdag teriiletén, melynek citoplazmatikus oldalan kiilonb6z6 membran gorbiiletet
érzékeld fehérjék jelennek meg, koztik a FES-CIP4 homoldgia domént tartalmazo
fehérje (FCHO) is, melyek Kkiilonboz6 adapter proteinek kozremiikodésével (pl.
interszektinek) 1étrehozzak az tgynevezett iniciacios komplexet (6. dbra) [202]. A
szerepet jatszo fehérjék még vita targyat képezik, azonban hatdsukra a membran
PtdIns(4,5)P, molekulaihoz k&tddni képes AP-2 molekula is megjelenik. A kovetkezo
Iépésben az AP-2 adaptermolekula a klatrint is a gorbiilethez gyijti. A Kklatrin

haromagu, un. triszkelion protomereket alkot, melyek a polimerizacid soran penta- €s
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hexagonalis struktarakat épitenek fel. Haldszerlien korbeveszi a plazmamembran-
bemélyedést, melyet igy mar klatrinburkos godornek (clathrin-coated pit; CCP)
neveziink. Ezt koveti a szallitmany szortirozdsa, melynek sordn az internalizacidra
keriil6 receptorok a CCP-be iranyitddnak. A szallitmény adapter fehérjéken (pl. AP-2,
stonin, Numb) keresztiil k6tddik a klatrinhalohoz, ezaltal egyben stabilizalja is a CCP-t
[203]. A szallitmany iranyitasaban a fehérjék citoplazmatikus szakaszan talalhatd
kiilonféle iranyitd szekvencidk, valamint a fehérjék meghatarozott aminosavainak
foszforilacidja vagy ubikvitinacidja vesz részt. Ezeket a jelzéseket ismerik fel az

adapterfehérjék, és gylijtik ossze a szallitmanyt a CCP-kbe [204].
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Szallitmany-specifikus adapterek

6. abra A klatrinmedialt endocitozis 1épései és résztvevoi

Roviditések: adapter protein-2 (AP-2), adapter protein-180 (AP-180), Bin-Amfifizin-
Rvs domén tartalmu fehérje (BAR-fehérje), klatrinburkos godor (CCP), klatrinburkos
vezikula (CCV), FES-CIP4 homolégia domént tartalmazé fehérje (FCHO), hdsokk
fehérjével rokon fehérje 70 (HSC70), foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfat (PtdIns(4,5)P>),

Forras: [205] alapjan modositva.
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A CCP ezaltal tovabb novekedve ¢és érve, egyre inkdbb kiboltosul a
plazmamembranbol, mely jellegzetes képet mutat elektronmikroszkopos felvételeken. A
lefiiz6d6 vezikula plazmamembranbol torténd levalasztasa a dinamin kis G-fehérje altal
torténik. A dinamin GTP hasitasabol nyert energiaval képes elhasitani a klatrinburkos
vezikula (chlatrin-coated vesicle; CCV) nyaki részét, melynek kovetkeztében a CCV
teljesen elvalik a plazmamembrantol. A nyak forma kialakitasaban és a dinamin altali
hasitas elésegitésében Bin-Amfifizin-Rvs domén (BAR-domén) tartalmu fehérjék altal
alkotott polimerek vesznek részt [206]. A dinamin mitkkdésében kiemelkedésen fontos
a molekula PH-doménjanak plazmamembran PtdIns(4,5)P; molekulaihoz torténd
kotédése [207]. A lefiizodott CCV-rél ezt kdvetden azonnal megindul a klatrinburok
lebontasa, az ATP-az aktivitasa hdsokk fehérjével rokon fehérje 70 (HSC70) [208] és
kofaktora az auxilin kozremiikodésével. A levalasztott adapterfehérjék ezutan
visszakeriilnek a plazmamembranba, ahol Ujra felhasznalasra keriilnek, a burok nélkiili
vezikula pedig el0szor a korai endoszomakba iranyitdodik, ahonnan kiilonbozo

kompartmentekbe szallitodhat tovabb [209].

2.4.2.2. Klatrintdl fiiggetlen endocitozis

A CME-t6l eltéréen kevéssé tisztazott a CIE-ben szerepet jatszo utvonalak
miikddése, illetve jelentdsége. A klatrintdl fiiggetlen, azonban dinaminfiiggd utvonalak
kozé tartozik a kaveola fliggd endocitozis is, mely az egyik legjobban ismert CIE forma.
Ennek soran jellegzetes palack formaju bemélyedések alakulnak ki a membran
koleszterinben ¢és szfingolipidben gazdag régiodiban. Az itt elhelyezkedd, illetve ide
iranyitott receptorok internalizacioja az oligomerizalodo kaveolin és kavin molekulak
segitségével jon létre, melyek feltehetben a membranlipidek organizacidjanak
modositasaval hozzdk létre a jellegzetes membranformdkat. A kaveoldk szerepét az
endocitozis mellett kimutattak mar a sejtek jelatvitelében, a koleszterin- és lipid-
anyagcserében, valamint a membranfesziilés érzékelésében is [210].

A flottilin molekulak a kaveolaktol €s klatrintol fliggetlen membrandoménekben
oligomerizalodnak, valamint, a kaveolakhoz hasonléan, a membranlipidek
organizaciojanak segitségével hoznak létre endocitézisra keriilé vezikulakat.

Jelentdségiik egyelére még nem teljesen tisztazott, csakugy mint egy€b klatrin fliggetlen
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utvonalak fontossaga sem a GFKR-ek endocitdzisaban mint példaul a Cdc42 kis G-
fehérje  altal  regulalt  glikozil-foszfatidilinozitolhoz ~ horgonyzott  fehérjék
endocitozisanak utvonala, a RhoA fliggd interleukin-2 receptor B ttvonal, a cirkularis
membranfodrozddas, a makropinocitozis vagy az ADP-ribozilacids faktor 6 (Arf6) kis

G-fehérje-fliggd endocitozis szerepe sem (7. dbra) [200].
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7. abra Lehetséges endocitotikus itvonalak

Az abran kiilonboz6é endocitdtikus utvonalak keriiltek feltiintetésre klatrin-, illetve
dinamin fliggésiikknek megfeleléen. vagy a keresztiil a késéi endoszoméakba és a
iranyitodik tovabb. Roviditések: korai endoszoma (KE), lizoszoémakba (Liz),
makropinoszoma (MP), multivezikularis test (MVT), reciklizalé endoszoma (RE),

Forras: [211] alapjan modositva.

Lényeges megjegyezni, hogy a CME ¢és CIE utvonalai parhuzamosan miitkddnek,
egyes elemeik egymassal atfednek, tovabba egy adott receptor egy idében kiilonboz6
endocitotikus mechanizmussal is bekeriilhet a sejt belsejébe. Azonban a mas-mas
modokon elindult endocitotikus vezikuldk feltehetden ugyanazon intracellularis

vezikulo-tubularis rendszerben folytatodnak, melynek els6 elemei a korai endoszomak.
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2.4.3. Az internalizacio szerepe a GFKR-ek szabalyozasaban

Az internalizacié sordn a foszforilalt és deszenzitizalt receptor eltdvolodik a
plazmamembrantol és endoszomalis kompartmentek felé iranyitodik. Az endoszémak
savas kornyezetének hatdsara a receptorokrol levalik a ligand, és a receptort
citoplazmatikus foszfatdzok defoszforilaljak. A defoszforilacid segitségével a receptor
visszanyeri aktivalhatosagat, azaz reszenzitizalédik. A receptor ezt kdvetden vagy a
lizoszémakban degradalodik, vagy a reciklizaldé endoszomak segitségével visszakeriil a
plazmamembranba, ahol ujra képessé valik ligand kotésére (8. dbra). Az egyes GFKR-
ek valtoz6 mértékben ¢és ideig jelennek meg a kiilonbozoé intracelluléris
kompartmentekben, endoszomalis vezikulakban, mely karakterisztikus az adott
receptorra.

Kordbban az internalizdci6 f0 funkcidjanak a deszenzitiziciot, vagyis az
érzékenységesokkentést tartottak, azonban az Gjabb irodalmi adatok alapjan ugy tlinik,
hogy sokkal Osszetettebb szereppel rendelkezik a receptorok szabalyozasaban, a sejt
felszini receptorszam csokkentése mellett részét képezi a sejten beliili jelatvitelnek
valamint, a receptor reciklizacidjaval, a sejtérzékenység helyreallitasanak ¢és
szabalyozasanak is [95, 212]. A sejtfelszini receptorszam dinamikus egyensulyi
allapotat a sejtfelszinre keriild €s az onnan endocitozissal eltdvolodd receptorok
mennyisége kozotti arany biztositja [213]. Az endocitozis a sejtfelszini receptorszam
csokkentésével, majd a receptorok érzékenységének helyreallitasan a reszenzitizacio,
valamint a reciklizacio, id6beni és térbeni koordinalasan keresztiil képes a sejt
valaszkészségét szabalyozni az adott receptorra nézve. Tovabba egyre tobb adat sz6l
amellett, hogy az endocitdzis soran is folyhat szignalizacié az internalizalt receptorrol
[214], tobbek kozott P-arresztin-fiiggd jelatvitel is elindulhat az endoszémakban
elhelyezkedd receptorrol [109]. Legfrissebb adatok szerint pedig a ,,B osztalyaba”
tartoz0 GFKR-eknél a G-fehérje-aktivacid is eléfordulhat sokkal fenntartottabb
formaban, mint korabban gondoltuk [215].
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1  Aktivacio 2 Foszforilacio 3 CCP kialakulasa
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8. dbra A G-fehérje kapcsolt receptorok (GFKR) valaszkészségének szabalyozasa

Agonistakotdédés hatasara a GFKR-ek G-fehérjéken keresztiil szamos jelatviteli
utvonalat aktivalnak (1), majd ezt kdveton G-fehérje kapcsolt receptor kinazokok
(GRK) altal foszforilalodnak és megkdtik az arresztin molekulat. Arresztin kotodése a
receptorhoz a G-fehérje-fiiggd jelpalyak lecsendesedését valtja ki, vagyis a receptor
deszenzitizaciojat (2). A receptor ezt kdvetden a foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfatban
(PtdIns(4,5)P,) gazdag Klatrinburkos godrokbe (CCP) iranyitodik, ahonnan tobbek
kozott az adapter fehérje-2 (AP-2) kozremiikodésével elindul az internalizacio (3). Az
internalizalt receptor szortirozasra keriil, mikozben egyes receptorokrol tovabbra is
elindulnak jelatvitelt folyamatok (4). A receptor ezt kovetden vagy a lizoszOmakba
keriilve degradalodik (5a), vagy pedig reszenzitizaciot kovetden reciklizalo
kompartmentek segitségével visszakeriill a plazmamembranba (5b). Forras: [195]

alapjan moédositva.
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2.4.4. A Rab kis G-fehérje csalad szabalyozo szerepe a vezikularis transzportban

Az endocitotikus €és exocitotikus utvonalak sejtorganellumai jellegzetes térbeli
eloszlast mutatnak, és egy szerteagazé intracellularis vezikulo-tubularis rendszeren
molekulai kozé tartoznak kiilonbozo kis G-fehérje csaladok, mint a Rab, a Rho, illetve
az Arf is. Ezen molekulak mind a CME, mind pedig a CIE utvonalain is megtalalhatok.
A Rab kis G-fehérjék egy tobb mint 60 tagbol allé szupercsaladot képeznek, mely
kulcsfontossagli szerepet jatszik a vezikuldris transzportmechanizmusok iranyitasaban
[216]. A Rab fehérjék szabalyozasanak alapjat az aktiv GTP- és az inaktiv GDP-kotott
allapotok kozotti valtas lehetésége adja. A GTP- és GDP-kotott allapotok kozotti
ciklikus atmenet térben és idében képes szabalyozni a membrantranszport-folyamatokat
azaltal, hogy a Rab fehérjék mint id6ziték jatszanak szerepet [217]. A Rab fehérjék
miikodésére jellemzO, hogy egy endocitotikus vezikulaban egy id6ben eltérd
mennyiségben, de tobb kiillonb6z6 Rab fehérje is el6fordulhat, valamint, hogy egy adott
Rab fehérje egymast kovetd, egymasba atalakuld vezikulakban is jelen lehet (9. dbra)
[218].

Az egyik legtobbet vizsgalt Rab fehérje a Rab5, mely a korai/szortirozo
endoszomak képzddésében és funkciojaban jatszik szerepet. A Rab5 a korai endoszéma
antigénnel (EEA1) az elsddleges endocitotikus vezikulak és a korai endoszomak kozotti
fuziot szabdlyozza. A fuzid 1étrejottének elsd 1épéseiben fontos szerepet jatszik az
EEA1 foszfatidilinozitol-3-foszfat (PtdIns-3P) kotése is [219]. A Rab5 molekula
funkcigja azonban nem merill ki a fuzid létrehozasdban, hanem részt vesz az
endoszomak mozgatasaban is, a mikrotubulus motorfehérjdk endoszoméhoz valo
kapcsolasaval. Egyes feltételezések szerint a Rab5 fo funkcigja a kiilonbozo
fehérjekomponensek  Osszegytijtése  lehet, melyek  segitségével  specifikus
membrandoméneket hozhat 1étre az endoszomakban. A Rab5 a szortirozo
endoszomakban is eléfordulhat, azonban itt elsésorban a Rab4 molekula jatszik fontos
szerepet, mely az endocitotikus reciklizalo kompartmenttel is kapcsolatban all. Ugy
tlinik tehat, hogy a Rab4 szerepe a szortirozé endoszémakbdl a plazmamembranhoz
vald Kkorai reciklizacioban van. A Rab 11 az endocitotikus reciklizal6 kompartmentben,

valamint a transz-Golgi halézat membranjaban fordul el6 ¢és elsOsorban a
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crer

soran a Rab4 és Rabl1 egyiitt is el6fordulhatnak a reciklizald6 endoszomakon. A Rab7 a
vezikularis transzport kovetkezd szerepléinek, a késéi endoszomaknak, illetve a
lebontasban szerepet jatszo lizoszomaknak kulcsfontossagu szabalyozodja és egyben
markere [216]. A kés6i endoszomakbol a Golgi-apparatus iranyaba folyd transzportban
elsésorban a Rab9 fehérje szerepét tartjak fontosnak [220], az endoplazmas retikulum
(ER) és Golgi-apparatus kozotti vezikulaforgalmat a Rabl, mig az ellenkezé iranyq,
Golgibol az ER felé tarto transzportot feltechetéen a Rab2 fehérje szabalyozza [221].

K Flrmementran \
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R: nn Rabll
abll
R 1I)7
Remkhzalo E.
’ abll

R ]h7 R“b‘) @
GOI I

G

9. dbra Rab fehérjék a sejten beliili vezikularis transzportfolyamatokban
Az abran az egyes vezikulatipusokra legjellemzObb Rab kis G-fehérjék keriiltek
feltiintetésre. Roviditések: endoszéma (E.), endoplazmas retikulum (ER), Golgi-

apparatus (Golgi), transz-Golgi halozat (TGN).
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2.5. Membran foszfoinozitidek

2.5.1. A foszfoinozitidekrdl altalaban

A sejtmembranok felépitésében alapvetd fontossagu glicerofoszfolipidek kozé
tartoznak a foszfatidilinozitol foszforilalt szarmazékai a foszfoinozitidek (PPIn). Az
inozitol-gyliri 6t szabad hidroxil-csoportjabél haromnal lehetséges reverzibilis
foszforilacid (3’ 4° és 5 pozicidkban), ezaltal 6sszesen 7 kiillonb6zé PPIn johet 1étre

(10. dbra).
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10. dbra A foszfoinozitidek (PPIn) metabolizmusanak lehetséges utvonalai

A foszfatidilinozitol (PtdIns) myo-inozitolgyliri szénatomjainak megfeleld szamozas
alapjan, a 3-as, 4-es és 5-0s pozicidban taldlhaté hidroxilcsoportok foszforilalodhatnak.
Az abran a kulonbozd PPIn-ek, valamint az atalakulasukhoz vezetd foszforilacids
(fekete nyil), defoszforilacids (sziirke nyil), illetve hasitasi (szaggatott nyil) reakcidik
keriiltek feltiintetésre. Az atlathatosag kedvéért csak a foszforilacioért felelds
foszfatidilinozitol-foszfat-kinazokat (PIPK), illetve foszfatidilinozitol-kinazokat (PIK)
jeloltem. Roviditések: diacilglicerin (DAG), foszfolipaz C (PLC), foszfatcsoport (PO42),
inozitol-1,4,5-triszfoszfat (Ins(1,4,5)P3). Forras: [222] alapjan modositva.
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A PPIn-ek kozel 20 atalakulasi folyamatanak katalizalasa nagyszamu kinaz,
illetve foszfataz enzim kozremiikodésével valosul meg [223], egy adott 1épést tobbféle
enzim is katalizalhat. Az egyes membranokban elhelyezkedé enzimek miikodésének
szelektiv regulacioja lehetdséget teremt a kiilonb6zo PPIn szintek elkiiloniilt
szabalyozasara a sejtorganellumokban, vagy akar egy sejtalkotdé membran kiillonb6zo
szegmensein beliil is. Ezaltal a PPIn-ek elhelyezkedése a sejtben nem egyenletes, hanem
jellegzetes eloszlast mutat, melynek koszonhetéen egyben specifikus markerei is a

sejtalkotoknak, amelynek membranjaban feldusulnak (11. dbra).

ptalns@9F: PtdIns(3,4,5)p,

Plazmamembran
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endoszoéma

( /7

Korai endoszéma
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Golgi-halézat : 4] PtdIns(3,5)P,

Lizoszéma

11. dbra Foszfoinozitidek (PPIn) eloszlisa a sejtmembranokban

A plazmamembran f6 PPIn-je a foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfat (PtdIns(4,5)P2),
melybdl kiilonb6z6 ingerek hatasara foszfatidilinozitol-3,4,5-triszfoszfat
(PtdIns(3,4,5)P3) keletkezhet. A foszfatidilinozitol-4-foszfat (PtdIns4P) elssorban a
Golgi-halozatban, illetve a plazmamembranban taldlhat6. A korai endoszomak
foszfatidilinozitol-3-foszfatban (PtdIns3P), mig a késéi endoszomak elsGsorban
foszfatidilinozitol-3,5-biszfoszfatban (PtdIns(3,5)P,) gazdagok.

A fehérjék kiilonféle PPIn felismer6 és koté doménnel rendelkezhetnek, melyek
segitségével a megfeleld sejtalkotohoz iranyithatok, illetve aktivitdsuk befolydsolhato.

A PPIn-ek térben ¢és id6ben szigorian meghatarozott szintézise az egyes kinazok és
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foszfatazok altal megteremti a lehetéségét, hogy az elkiiloniilt lipidkészletek idében

akar eltér6 sejtfolyamatokban is szabalyozo szerepet tolthessenek be [224].

2.5.2. A PtdIns(4,5)P; képzodése és jelentosége

Az allati sejtekben legnagyobb mennyiségben eléfordulé PPIn a PtdIns(4,5)Pa,
mely elsdsorban a plazmamembranban talalhatd. Képzddése két utvonalon keresztiil is
létrejohet, foszfatidilinozitol-foszfat-kinazok (PIPK) kozremiikodésével (11. abra). Az
I-es tipusa PIPK (PIPKI) csoportba tartozé enzimek végzik a foszfatidilinozitol-4-
foszfat (PtdIns4P) 5-6s hidroxil-csoportjanak foszforilacidjat, mig a ll-es tipusba
tartozo PIPK-k (PIPKII) a foszfatidilinozitol-5-foszfat (PtdIins5P) molekula inozitol
gytrijének 4-es hidroxil-csoportjat foszforilaljak. Az eléallitashoz sziikséges PPIn-ek
azonban nem azonos mennyiségben vannak jelen a plazmamembranban. Mivel
jelentésen tobb a PtdIns4P molekula, mint a PtdIns5P, a PIPKI enzimek altali PtdIns4P
foszforilaciot tekintik meghatarozonak a plazmamembran PtdIns(4,5)P; szintézisében
[225] . A szubsztratként szolgaldo PtdIns4P molekula elsésorban a Golgi-apparatusban
fordul el6é, azonban mind a Ptdins4P-ot, mind pedig a képzddésében szerepet jatszo
foszfatidilinozitol-4-kinaz (P14K) jelenlétét is kimutattak mar a plazmamembranban. A
Pl4K enzimek katalizaljak a PtdIns molekula inozitol gyiiriijében 1év6 4-es hidroxil-
csoport foszforilaciojat. A Golgi-apparatusban 1év6 PtdIns4P szintéziséért elsésorban a
wortmannin (Wm) érzékeny lll-as csoportjaba tartozo PI4KB enzim a felelds, mig a
plazmamembranban keletkezé PtdIns4P-ot a Ill-as tipusu, azaz szintén wortmannin-
érzékeny, PI4KA szintetizalja [226]. Ahogy korabban mar emlitettem a Gg-fehérje
kapcsolt GFKR aktivacio soran a PLCP hasitja a PtdIns(4,5)P,-t a plazmamembranban,
ezaltal DAG és Ins(1,4,5)P3 képzddik. A Ptdins(4,5)P; bontast a lipid gyors reszintézise
koveti, melyben szintén a PI4KA szerepe tlinik meghatarozonak [227]. Ezt tamasztja
ala, hogy a PtdIns(4,5)P, szintézise és reszintézise soran a PIPKI enzimek rendkiviil
gyorsan foszforilaljak a keletkezett PtdInsdP molekuldkat, igy a folyamat
sebességmeghatarozo 1épése a PI4KA altali PtdIns4P képzés PtdIns-bol [228].

A plazmamembran PtdIns(4,5)P; molekulai szamos sejtélettani folyamat
szabalyozasaban jatszanak meghatarozd szerepet. Mind a GFKR-ek, mind pedig a

receptor tirozin kinazok jelatvitelében fontos szerepet jatszanak. Fentebb emlitettem,
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hogy a GFKR-ek esetén PtdIns(4,5)P, bontas soran a masodlagos hirvivd DAG és
Ins(1,4,5)P; keletkezik, igy kozremiikodik tobbek kozott a Ca®" jel 1étrejottében is [8].
A receptor tirozin kinazok aktivaciojanak hatasara PtdIns(4,5)P,-bol foszfatidilinozitol
3-kindzok (P13K) kozremiikodésével foszfatidilinozitol-3,4,5-triszfoszfat
(PtdIns(3,4,5)P3) képzodik. A PtdIns(3,4,5)Ps-ot specifikusan felismeré fehérjék
jelatviteli rendszerek széles spektrumat aktivaljak, befolyasolva ezzel tobbek kozott a
sejt novekedését, talélését, citoszkeleton atrendez6dését, valamint metabolizmusat
[229]. A PtdIns(4,5)P, hatassal bir tovabba szamos ioncsatorna és transzporterfehérje
miikodésére a plazmamembranban [230], valamint az aktinpolimerizaciora, a
fagocitozis, a kemotaxis, az exocitozis, illetve az endocitozis folyamataira is [224]. A
CME kapcsan mar érintettem, hogy szamos adapter fehérje rendelkezik PtdIns(4,5)P,
kot6 doménnel, mint példaul az AP-2, a dinamin, valamint a membran gorbiiletet
érzékel6 BAR-doménnel rendelkezd fehérjék is [224]. A lipidkotés segitségével
keriilnek k6z6s komplexbe az endocitdzis résztvevoi a plazmamembran PtdIns(4,5)P;
gazdag régidiba. Funkcidinak koszonhetéen a PtdIns(4,5)P, molekula kapcsolddasi

pontot jelent a receptor medialt jelatvitel, valamint az endocit6zis folyamata kozott.
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3. Célkitiizések

Mint lathattuk, szamos informacidval rendelkeziink mar a GFKR-ek és koztiik
az AT;R funkcionalis szelektiv aktivacidjanak mechanizmusarol ¢és jelatviteli
kovetkezményeir6l. Kevéssé ismert azonban a szelektiven aktivalt receptor tovabbi
sejten beliili sorsa, mely meghatarozd szereppel bir a receptorok és altaluk a sejtek
érzékenységében. Munkank célja ezért az AT3R, mint kiemelkedéen fontos
funkcionalisan szelektiv farmakologiai célpont, intracellularis sorsanak vizsgalata volt
jelatvitel-szelektiv ligandok hatasara.

A PhD-dolgozatomban bemutatasra keriil6 kisérletekben a kovetkez6 kérdésekre

kerestiik a valaszt:

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

* Milyen mechanizmus jatszik meghatidrozd szerepet az elfogult ligand altal
aktivalt AT;R korai endoszomakban valé megjelenésében?

» Tapasztalhato-e kiilonbség a jelatvitel-szelektiv modon aktivalt AT R-ek
sejten beliili hosszabb tdv sorsdban, Osszevetve az Angll stimulalt

receptorokkal?
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Felhasznalt anyagok

A sejttenyésztéshez hasznalt edényeket és a kisérletekhez hasznalt talcakat a
Greiner Bio-One cégtél (Kremsmiinster, Ausztria) vasaroltuk. A DMEM (Dulbecco
altal modositott Eagle médium), a fotalis borjuszérum (FBS), a penicillin/streptomycin,
az Opti-MEM®, valamint a Lipofectamine 2000™ anyagokat az Invitrogen™ Life
Technologies (Carlsbad, CA, USA) cégtdl rendeltiik. A colenterazin h-t az Invitrogen
Life Technologies (Carlsbad, CA, USA), illetve a Regis Technologies (Morton Grove,
IL) cégektdl vasaroltuk. A wortmannint a Calbiochemtél (SanDiego, CA, USA), az
A61603 vegyliletet és a PIK93 gatloszert a Sigma-Aldrichtél (St. Louis, MO, USA)
rendeltiik. Az Al vegyliletet Balla Tamas (NICHD, NIH, Bethesda, Maryland, USA)
bocsatotta rendelkezésiinkre [231]. A [Sart,lle®]-Angll-t (SI-Angll) és a [Sart,lle? 11e®]-
Angll-t (SII-Angll) a Bachem AG-t6l (Bubendorf, Svajc) vasaroltuk, a TRV120023 és
a TRV120027 peptideket a Proteogenix (Schiltigheim, Franciaorszag) cégnél
szintetizaltattuk, tobb mint 98%-o0s tisztasaggal. Minden mads, kiilon nem emlitett
vegyliletet és reagenst a Sigma-Aldrichtél (St. Louis, MO, USA) szereztiink be. Az 1.
tablazatban az altalunk alkalmazott AT;R ligandok aminosav-Gsszetétele, valamint

inhibicios konstansaik kertiltek feltiintetésre.

1. tablazat Az altalunk alkalmazott AT;R ligandok aminosav oOsszetétele és
inhibicios konstansai (K;)

Roviditések: Angiotenzinll (Angll), AngiotenzinlV (AnglV)

Név Aminosav dsszetétel Ki(nM)
Angll Asp-Arg-Val-Tyr-Val-His-Pro-Phe-OH 1,15
AnglVv Val-Tyr-Val-His-Pro-Phe-OH 1000<
[Sar,11e®]-AnglI Sar-Arg-Val-lle-Val-His-Pro-Phe-OH 7
[Sart 1le*,11e°]-Angll | Sar-Arg-Val-lle-Val-His-Pro-1le-OH 213
TRV120023 Sar-Arg-Val-Tyr-Lys-His-Pro-Ala-OH 10
TRV120027 Sar-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-D-Ala-OH 16
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4.2. DNS konstrukciok

A sarga fluoreszcens fehérjével (YFP) jelolt konstrukciok az eYFP-C1 vagy az
eYFP-N1 (Clontech, Mountain View, CA, USA) vektorvazba keriiltek beillesztésre. Az
eYFP-vel jelolt B-arresztin2-t (B-arresztin2-YFP), munkacsoportunk korabban készitette
el, hasonloan a vad tipusu és a DRY/AAY mutans AT;R-0k Renilla luciferazzal (Rluc)
jelolt valtozatait is (AT1R-Rluc és DRY/AAY AT;R-Rluc) [162, 232]. A DRY/AAY
ATiR-ben az Aspl25 és Argl26 aminosavakat alaninnal helyettesitettiik, mely
mutaciok G-fehérje kotésére képtelen AT{R-t eredményeztek.

Az AT:R vezikularis transzportjanak vizsgalataihoz kiilonb6z6 Rab kis G-
fehérjéket alkalmaztunk markerként. A BRET méréseink soran YFP-vel jelolt
konstrukciokat hasznaltunk (YFP-Rab5, YFP-Rab7 és YFP-Rabl1l). Elkészitésiikhoz a
munkacsoportunk altal mar korabban is hasznalt zold fluoeszcens fehérjét (eGFP)
tartalmazé konstrukcidokban kicseréltiik a fluoreszcens fehérjét kodolo szakaszt YFP-re
[233]. A PLCS1 enzim PtdIns(4,5)P2-ot koté pleksztrin homologia doménnel
rendelkezik (PH-domén). Ezen PH-domén YFP-vel jelolt valtozatat szintén
munkacsoportunk hozta létre korabban (PLCS1-PH-YFP), melynek segitségével a
plazmamembran PtdIns(4,5)P, molekulait kovettiik nyomon [234]. A Ptdins(4,5)P;
bontds vizsgalatai soran egy masik megkdzelitésben nem csak energiadonorként, de
energiaakceptorként is a PLC31-PH-domén szerepelt. Ez a konstrukcio a PLC31-PH-
szuper Renilla luciferaz (PLC61-PH-Sluc), melynek készitésénél az PLCo1-PH-YFP
plazmid eYFP-t kodolo régidja keriilt kicserélésre a szuper Renilla luciferaz (Sluc)
szekvenciajara [235]. A K220M dominans negativ mutans GRK2 (DN-GRK?2)
expresszios vektort Dr. S. S. G. Ferguson bocsatotta rendelkezésiinkre [236]. Az aia-

adrenerg receptort a Missouri S&T cDNA Resource Centertél vasaroltuk (Rolla, MO).

4.3. Sejtkultura és transzfekcio

Kisérleteinkhez kétféle sejtvonalat, human embrionalis vesesejteket (HEK 293),
valamint az eredeti sejtvonal SV40 virus T antigénjét is tartalmazé valtozatit (HEK
293T) hasznaltuk. A sejteket az American Type Culture Collection (Manassas, VA,

USA) cégtdl vasaroltuk. Amennyiben kiilon nem jel6lom, a HEK 293 sejtvonalat
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alkalmaztuk. A HEK 293 sejteket 100 IU/ml penicillint, 100 pug/ml streptomycint és 10
% hdinaktivalt FBS-t tartalmaz6 DMEM oldatban tartottuk fenn. A tenyésztés 37°C-on,
5% CO; és 95% levegd keverékét tartalmazod termosztatban tortént. A kisérletekhez a
sejteket 10 cm-es edényekben tenyésztettiik, majd a transzfekcio el6tt tripszinezéssel
felszedtiik, és Lipofectamine 2000 reagenssel, Opti-MEM® médiumban tranziensen
transzfektaltuk. A kisérletek soran 0,5 pl Lipofectamine 2000-et, 0,25 mg Rluc-ot
tartalmazo, valamint 0,0625-0,125 mg jeloletlen vagy YFP-t tartalmazé DNS
konstrukciot hasznaltunk lyukanként, 96 lyuku talca esetén. BRET méréshez a sejteket
poli-L-lizinnel (0,001%, 1 6ra) elékezelt 96-lyuku fehér talcan osztottuk szét 1x10°
sejt/lyuk stiriséggel. 6 oraval a transzfekcid utan a sejteken 1évé médiumot 10% FBS
tartalmi DMEM-re cseréltiik. Az intracellularis Ca®* méréshez a HEK 293 sejteket 10
cm-es edényekben tenyésztettiik és 24 oraval a mérés eldtt Lipofectamine 2000

reagenssel tranziensen transzfektaltuk a kiilonb6z6 DNS konstrukciokkal.

4.4. Biolumineszcencia rezonancia energiatranszfer (BRET) mérések

4.4.1. A BRET technika miikodési elve

A BRET technika alapja a rezonancia energiatranszfer jelenség, melynek soran
az energiadonor ¢és -akceptor fehérjék kozott energiaatadas jon létre. A fluoreszcens
vagy biolumineszcens donor molekula gerjesztés hatasara, megfelelé kozelség esetén
(10 nm>), energidjanak egy részét rezonancia Utjan képes atadni az akceptor
molekulanak. A gerjesztett akceptor molekula ennek hatasara, sajat emisszios
spektruman fényt bocsat ki. Az energiatranszfer létrejottéhez sziikséges a donor
molekula emisszios és az akceptor molekula excitacios spektruménak atfedése, a partner
molekuldk megfeleld fizikai kozelsége és orientacidja. A modszer igen nagy eldnye,
hogy lehetdséget ad az ¢él6 sejtekben torténd fehérje-kolesonhatasok valds ideji
vizsgalatara. A rezonancia energiatranszfer méréseket elso leirasuk ota széles korben
alkalmazzak az irodalomban [237].

BRET méréseinkhez a vizsgalni kivant fehérjéket biolumineszcens
energiadonor, illetve fluoreszcens energiaakceptor molekulakkal jeldltik meg.
Kisérleteinkben az egyik vizsgalando fehérjéhez az energiadonor Renilla luciferazt

(Rluc), egyes esetekben szuper Renilla luciferazt (Sluc), mig a partnermolekulahoz az
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energiaakceptor sarga fluoreszcens fehérjét (YFP) kotottik (12. dbra). Az Rluc enzim
sejtpermeabilis szubsztratjat (colenterazin h) a sejtekhez adva, a hasitasi reakciobol
felszabadulé fény maximalis intenzitdsa 485 nm-es hullamhosszon detektalhato.
Amennyiben a YFP-vel jelzett fehérje megfelelé molekularis tavolsagon belil és
megfeleld orientacioban taldlhato, energiatranszfer jon létre. A sarga fluoreszcens
fehérje gerjesztédik és fényt bocesat ki 530 nm koriili fényintenzitas maximummal (12.
dbra). Az emisszios maximumokon, 485 ¢és 530 nm-es hullamhosszokon detektalt
fényintenzitasok hanyadosat, BRET-jelnek vagy BRET-hanyadosnak nevezziik: BRET
hanyados= ls30/l485. A molekularis kozelség 1étrejottét a hanyados emelkedése jelzi, mig

a tavolsag novekedésével a hanyados csokken [238].

[ B-arresztin2 ]

12. abra A Biolumineszcencia rezonancia energiatranszfer (BRET) miikodése

Amennyiben az energiadonor Renilla luciferazzal (Rluc) jelolt fehérje megfeleld
kozelségbe keriil az energiaakceptor sarga fluoreszcens fehérjével (YFP) jelolt
partnerfehérjétdl energiatranszfer jon l1étre, melynek hatasara az YFP 530 nm-en fényt
bocsat ki. A molekularis kozelség létrejottére az 530 nm-en, illetve a 485 nm-en

detektalt fényintenzitasok hanyadosanak, vagyis a BRET-jel novekedése utal.

49



DOI:10.14753/SE.2017.2039

4.4.1.1. A BRET meresek kivitelezése

A BRET mérések kivitelezése 24 oraval a transzfekcio utan fehér alji 96-lyuka
talcakon tortént. A sejteken 1évé 10% FBS tartalmi DMEM médiumot a kisérletek elott
modositott Krebs-Ringer oldatra (120 mM NacCl, 4,7 mM KCI, 1,8 mM CacCl,, 0,7mM
MgSQy4, 10 mM gliikoz és 10 mM Na-HEPES, pH 7,4) cseréltiik. A BRET méréseket a
Renilla luciferaz szubsztratjanak (colenterazin h, 5 uM) hozzaadasat kovetéen kezdtiik
meg. A méréseket Berthold Mithras LB 940 (Bad Wildbad, Németorszag), illetve
Varioskan Flash (Thermo Scientific, Waltham, MA) toébbcsatornds lemezolvasd
késziilékekkel végeztik 37 °C-on. A donor (Rluc)-, illetve akceptor (YFP)
intenzitasokat 480 és 530 nm-es hullamhosszi szlrdk segitségével detektaltuk. A
mintavételi id6é 0,25-0,5 masodperc volt. Kisérleteinket minden kondicid esetén
triplikatumokban végeztilk. A BRET-hanyadost az 530/485 nm hullamhosszokon mért
fényintenzitdsok hanyadosaként hataroztuk meg. A BRET-eredmények legalabb harom
fiiggetlen kisérlet atlagabol keriiltek meghatarozasra. Az abrazolt BRET-gorbék tugy
késziiltek, hogy elészor az ingerelt sejteken mért BRET-hanyadosokbdl kivontuk a nem
ingerelt, kontroll sejteken mért értékeket, majd ezen eredménybdl kivontuk az ingerlés
elétti értékek atlagat. Ezaltal a gérbéken az ingerlésre kapott BRET-jel valtozasokat a
csupan vivOanyagot kapott sejtek eredményeire normalizaltan, a stimulalast megel6z6
BRET-jelhez képesti kiillonbségként abrazoltuk. Az 1d6 fliggvényében abrazolt
eredményeket atlag + SEM formajaban tiintettiik fel.

4.5. Western blot kisérletek

Az ERK1/2 MAPK aktivitasanak mérésé¢hez 24 oraval a kisérlet elétt HEK 293
sejteket  transzfektaltunk Rluc, AT;R-Rluc vagy DRY/AAY AT;R-Rluc
konstrukciokkall 6 lyuku talcdkon. A kisérlet eldtt 4 oraval a sejteken 1évé 10% FBS
tartalmi DMEM oldatot 1 mg/ml BSA tartalmu szérummentes DMEM-re cseréltiik. A
sejteket 100 nM Angll-vel vagy 10 uM SII-Angll-vel kezeltiik 5 percig 37°C-on, majd
jégre helyezve a talcakat leallitottuk a kisérletet. A sejteket jéghideg 1x PBS-el
atmostuk és 100 pl protedz- és foszfatdz-gatlokat tartalmazé SDS mintapufferben

felkapartuk. A PBS oldat 6sszetétele: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM NayHPQ,,
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1,8 mM KH,PO,4. A mintakat rovid ideig szonikaltuk, 5 percig 100°C-on féztiik, majd
4°C-on 5 percig centrifugaltuk. A feliiluszokbodl egyenld mennyiségeket futtattunk meg
12%-o0s SDS poliakrilamid géleken. A fehérjéket polivinilidén-fluorid membranokra
blottoltuk at, majd 1 6rdn keresztiil szobahOmérsékleten blokkoltuk 5% zsirszegény
tejport és 0,05% Tween 20-at tartalmaz6 1x PBS oldatban (PBST). A membranokat 1
orara 1:1000 higitasban elsddleges antitesteket (egérben termeltetett a-foszfo-ERK1/2
¢és nyulban termeltetett a-total-ERK1/2, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
USA) és 5% zsirszegény tejport tartalmazo PBST oldatba helyeztiik. 3x10 perc mosast
kovetéen a membranokat 1 o6rdig 5% zsirszegény tejport tartalmazd PBST oldatban
oldott masodlagos antitestekkel inkubaltuk  (1:10000 aranyban higitva;
tormaperoxidazzal (HRP) konjugalt a-egér és a-nytl antitest, Cell Signaling, Danvers,
MA, USA)). 3x10 perc mosast kdvetden az antitesteket felerdsitett kemilumineszcencia
modszer segitségével, Immobilion Western HRP szubsztrat reagens (Millipore,
Billerica, MA, USA) hozzaadasaval tettiik lathatova Fuji Super RX filmeken. A

Western blot felvételeket beszkenneltiik és Image J szoftverrel analizaltuk.

4.6. Citoplazmatikus Ca”" mérés sejtszuszpenzién

A HEK 293 sejteket Lipofectamine 2000 reagens segitségével AT;R-Rluc
konstrukciokkal (6 pg DNS/10 cm-es edény) transzfektaltuk. 6 oOraval késébb a
médiumot 10% FBS tartalmia DMEM-re cseréltiik. 24 6raval a transzfekciot kovetden a
sejteket enyhe tripszinkezeléssel mobilizaltuk, centrifugaltuk, majd reszuszpendaltuk. A
sejtekhez Ca®* érzékeny fluoreszcens festéket, 2 uM Fura-2/AM-et (acetoxi-metilészter)
tartalmazd DMEM oldatot adtunk. Az oldat dsszetétele: 1,2 mM CaCl,, 3,6 mM KClI,
25 mM HEPES mely 1 mg/ml marha szérum albumint tartalmaz, 0,06% pluronsav és
200 uM szulfinpirazon. A sejtek Fura-2/AM festékkel valo toltése 45 percig,
szobahdmérsékleten  €s  sotétben  tortént. Az acetoxi-metilészter  altal
membranpermeabilissa valt festék ezalatt felvételre keriilt a sejtekbe, majd a
citoplazmatikus észterazok lehasitottak az AM-csoportokat, ezaltal a festék a sejtekben
halmozodott fel. A sejteket ezutan azonos Osszetételi médiummal atmostuk és
reszuszpendaltuk, mely azonban nem tartalmazott Fura-2/AM-et. A mérés elétt a

sejteket lecentrifugaltuk, majd felszuszpendaltuk 6ket 3 ml modositott Krebs-Ringer
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mérdoldatban (120 mM NaCl, 4,7 mM KCI, 1,2 mM CaCl,, 0,7 mM MgSO,, 10 mM
gluk6z, 10 mM Na-Hepes; pH 7,4). A Ca®* méréseket szobahémérsékleten végeztiik
PTI Deltascan spectrofluorometer (Photon Technology International, Princeton, NJ)
hasznéalataval. A Ca®*-ot kotétt, illetve nem kotott Fura-2 abszorpeids spektruma eltérd
380 nm-en, valamint 340 nm-en torténd excitaciot kovetden. A kisérleteket ezért 340,
illetve 380 nm-en torténd excitacioval, és 505 nm-en detektalt emisszidval végeztiik el.
Az emittalt fénysugarak intenzitdsanak hanyadosabol kovetkeztethetiink a minta

crer

elemeztiik.

4.7. Konfokalis mikroszkopia

A konfokalis mikroszkopos felvételek készitéséhez a laborunk altal korabban
létrehozott zold fluoreszcens fehérjével jelolt AT;R-t (AT1R-GFP) stabilan kifejez6
HEK 293 sejtvonalat hasznaltuk [233]. A sejteket poli-L-lizinnel (0,001%, 1 ora)
elékezelt iiveg fedélemezekre szélesztettik, 3x10° sejt/ 35 mm-es fedSlemez
stiriségben. A sejtosztast kovetéen 24 ordval receptorlokalizaciot és -eloszlast
vizsgaltunk Zeiss LSM 710 konfokdlis mikroszkép segitségével (Carl Zeiss,
Oberkochen, Németorszag), 63x-0s Plan Apochromat immerzids objektivvel, multitrack
modban. A GFP fluorofort 488 nm hulldmhosszi argon lézerrel gerjesztettiik. Az
optikai szeletvastagsag altalaban 1 pum volt. A konfokalis felvételek elemzését ZEN
(Carl Zeiss), illetve MetaMorph (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) szoftverek
segitségével végeztik el. Az ATiR-GFP internalizacidjanak kvantifikalasakor a
plazmamembrantol egyértelmiien elkiilonithetd AT;R-GFP tartalmt vezikuldk aranyat
abrazoltuk a maximalis internalizaci6, illetve az id6 fiiggvényében. Az internalizécid
maximumanak az egyes kisérletek adott kondicidiban egy idében mérhetd legmagasabb

vezikulaszamot tekintettik.

4.8. Adatok elemzése, statisztikai analizis

Az adatok elemzéséhez és az abrak készitéséhez a GraphPad Prism 4.03

(GraphPad Software Inc, San Diego, CA) valamint a Sigmaplot 10.0 programot
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hasznaltuk (Systat Software). A BRET dozis-hatas gorbék illesztését, valamint a
statisztikai analiziseket a GraphPad Prism 4.03 program segitségével végeztiik.
Statisztikai modszerként a Rab4, Rab5 Rab7, Rabl1 endoszomakban valdo megjelenés,
illetve a B-arresztin2-kotés vizsgalatakor egyszempontos varianciaanalizist (ANOVA)
¢s Tukey post hoc tesztet, mig a konfokalis felvételek kiértékeléséhez ¢s a DN-GRK2
hatékonysaganak megitéléséhez kétszempontos varianciaanalizist (ANOVA), majd
Bonferroni t-tesztet alkalmaztunk. A 0,05-nél kisebb p értéket tekintettiik

szignifikansnak.
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5. Eredmények

5.1. Az AT;R agonista indukalt endocitézisanak nyomon kovetése BRET
modszerrel

Az ATiR vezikuléaris vandorlasanak szabdlyozasdban a Rab4, Rab5, Rab7 és
Rabl1 fehérjék szerepe ismert az irodalomban [239, 240]. Munkacsoportunk konfokalis
mikroszkdpia segitségével korabban mar kimutatta, hogy a fluoreszcensen jelolt AT;R
Angll stimulus hatdsara Rab5 tartalmu korai endoszomdkba transzlokalddik, majd
rovidesen a Rab4 pozitiv vezikulakba, melyet a Rabl1 molekulakkal valo interakcio
kovet a sejtmag kozeli kompartmentekben, koriilbeliil 30 perccel a ligandkotést
kovetden [233]. Kisérletes munkank soran szintén az AT3iR sorsat szerettiik volna
nyomon kdvetni, azonban nem csak az endogén ligand Angll, hanem funkciondlisan

szelektiv aktivacio hatasara is BRET modszerrel.

5.1.1. Jelatvitel-szelektiv agonista és mutians AT;R miikodésének ellendrzése

A jelatvitel-szelektiv aktivaci6 hatasait két megkozelitéssel, mégpedig
funkcionalisan szelektiv mutans AT;R, valamint elfogult agonistak alkalmazasaval
kivantuk megvizsgalni. Kisérleteinkhez ezért a munkacsoportunk 4&ltal korabban
elkészitett DRY/AAY mutans AT;R-t (DRY/AAY AT:iR) hivtuk segitségiil. A
DRY/AAY AT;iR-ban a konzervativ Asp-Arg-Tyr (DRY) motivumban az Aspl125 és
Argl126 aminosavakat alaninnal helyettesitettiik [162], mely mutaciok G-fehérje kotésre
képtelen receptort eredményeztek. Alkalmazni kivantuk tovabba, a szintén G-fehérje-
fiiggetlen iranyban elfogult [Sar',lle*, 11e®]JAngll (SII-Angll) ligandot is, melyré] ismert,
hogy ATiR-hez valo koétddésekor Ggui-fehérje-fliggd tutvonalak nem indulnak el,
azonban a receptor [-arresztin2-kotése, valamint ERK1/2 aktivacioja tovabbra is
létrejon [109, 241].

Elsé kisérleteinkben ellendrizni szerettiik volna, hogy a BRET mérésekhez
sziikséges Renilla luciferaz (Rluc) jelolés nincs-e befolyassal a receptorok mitkodésére,
azaz, hogy az Rluc jelolt vad tipusu ATiR (AT;R-Rluc), valamint DRY/AAY ATiR
(DRY/AAY AT;R-Rluc) funkcionalis hatasai megegyeznek-e a jeldletlen receptorokrol
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korabban leirtakkal [110]. Ennek érdekében kontroll kisérleteket végeztiink, melyekben
az AT1R jelatvitelének két fontos elemét vizsgaltuk meg, citoplazmatikus Ca?* méréssel
a Gg-fehérje aktivaciojanak kovetkeztében 1étrejovo Ca®* jelet, valamint Western blot
modszerrel az ERK1/2 MAPK foszforilacidjanak, vagyis aktivaciojanak mértékét HEK
293 sejteken. A 13. dbran lathatd, hogy az AT;R-RIuc esetén, a jeldletlen receptornal
leirtakhoz hasonléan [9], Angll stimulus hatdsara a citoplazmaban a Ca®* szint
emelkedését detektaltuk. A jelatvitel-szelektiv agonista SII-AnglI altali ingerlés esetén,
nem alakult ki Ca** jel a jeldlt AT;R-on keresztiil, mely alatamasztja, hogy ezen ligand
hatdsara nem jon létre Gg-fehérje aktivacié (13. dbra, A). Az Rluc-al jel6lt, szintén
funkcionalisan szelektiv, DRY/AAY AT;R aktivacidja is a jeloletlen receptorrol
korabban leirtakkal megegyezden, nem hozott létre jelentds Gg-fehérje aktivaciot sem
Angll, sem pedig SlI-Angll hozzaadasanak hatasara (13. dbra, B) [161]. Az ERK1/2
aktivacidjanak vizsgalatakor mind az AT;R-Rluc, mind pedig a DRY/AAY AT;R-Rluc
esetén ERK1/2 foszforilacio volt megfigyelhet6 10 perces Angll, illetve SlI-Angll
kezelés hatasara. Eredményeink 0sszhangban allnak a jeloletlen receptorokkal szerzett
azon elézetes tapasztalatokkal, hogy SlI-Angll, illetve DRY/AAY AT;R alkalmazasa
esetén, jelatvitel-szelektiv aktivacid soran, kisebb mértékiit ERK1/2 aktivacio jon létre,
mint a vad tipusd ATiR Angll ingerlésekor (13. dbra, C) [109, 110]. Ezen kontroll
kisérletek alapjan tehat megallapitottuk, hogy az Rluc jelolt ATiR-ok, a jeldletlen
receptorokhoz hasonlé6 médon funkcionalnak, és alkalmasak tovabbi BRET kisérletek

végzeésére.
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13. abra Renilla-luciferazzal jelolt vad tipusu és DRY/AAY ATi1R-ok funkcionalis
vizsgalata

(A-C) AT;R-Rluc, DRY/AAY AT;R-Rluc vagy (C) Rluc plazmidokkal transzfektaltunk
HEK 293 sejteket 24 6raval a kisérletek elétt. (A, B) A citoplazmatikus Ca*" mérések
soran a sejteket 45 percig Fura-2/AM fluoreszcens festékkel toltottiik, majd 100 nM
Angll-vel (piros gorbék), 10 uM SII-Angll-vel (kék gorbék) vagy vivéanyaggal (fekete
gorbék) ingereltiik. A kisérleteket szobahdmérsékleten végeztik PTI Deltascan
spektrofluorometer hasznalataval. A 340/380 nm hullamhosszokon tortént excitaciot
kovetd fluoreszcens emisszio értékek hanyadosat dbrazoltuk. Az abran harom fliggetlen
kisérlet reprezentativ felvételei lathatok. (C) A foszforilalt ERK1/2 (p-ERK1/2) ¢és a
teljes ERK1/2 fehérjék mennyiségének kimutatasa Western blottal Rluc-ot, vad tipusa
ATiR-Rluc-ot, vagy DRY/AAY ATiR Rluc-ot kifejez6 HEK 293 sejtekben, 5 perces
Angll (100 nM), illetve SIH-AnglII (10 uM) kezelést kovetéen. A Western blot felvételek

3 fliggetlen kisérletet reprezentalnak.
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5.1.2. Az AT:R Rab5 tartalmu korai endoszémakban valé megjelenése

Az ellen6rz6 vizsgalatokat kovetden, az ATi;R korai endoszémakban vald
megjelenését vizsgaltuk meg BRET modszerrel. Kisérleteinkben Renilla luciferazzal
jelzett ATiR és a YFP-vel jelolt Rab5 fehérje kozotti energiatranszfer létrejottét
kovettilk nyomon. A mérés soran AT1R-Rluc és YFP-Rab5-tel transzfektalt HEK 293
sejtekhez 100 nM Angll-t adtunk (14. abra). A BRET hanyados emelkedése, vagyis a
molekularis kozelség létrejotte, a mar korabban ismertetett jelenségre, az AT;R Kkorai

endoszomakban valé megjelenésére utal [233].
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14. abra Az AT1R megjelenése a Rab$ tartalmu endoszomakban jelatvitel-szelektiv
aktivaciot kovetoen

HEK 293 sejteket transzfektaltunk 24 éraval a mérés elétt YFP-Rab5 (A-B) és ATiR-
Rluc (A-B) vagy DRY/AAY AT;iR-Rluc (A) plazmidokkal. (A) A jelzett iddpontban
100 nM Angll (piros gorbe) vagy vehikulum (szaggatott vonal) hozziadasaval
stimulaltuk a sejteket. (B) A sejtekhez 100 nM Angll (piros gorbe), 10 uM SII-Angll
(sotétkék gorbe), 100 nM SI-Angll (vildgoskék gorbe) vagy vivéanyagként hasznalt
médiumot adtunk a jelzett id6pontban. A BRET gorbék a stimulalt és a csak
vivoanyagot kapott kontroll sejteken mért értékek kiilonbségét mutatjak, az ingerlés
elotti értékekre normalizalva (szaggatott vonal). A BRET gorbék legalabb harom
fiiggetlen kisérlet eredményei. Atlag + SEM értékeket abrazoltunk. * p<0,05
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Ezt kovetéen megvizsgaltuk a jeltavitel szelektive DRY/AAY AT;R-Rluc
internalizacigjat is, mely 100 nM Angll hozzaadas hatisara szintén megjelent a YFP-
Rab5 tartalmu vezikuldkban, azonban a vad tipusu receptornal tapasztaltakhoz képest
szignifikansan korabban (14. dbra, A). A Kkapott internalizacios eltérést mas
megkozelitéssel is megvizsgaltuk, a sejteket a szintén G-fehérje-fiiggetlen iranyban
elfogult SlI-Angll-vel, valamint [Sar’,lle®]Angll-vel (SI-Angll) ingereltiik. Mind 10
uM SlI-Angll, mind pedig 100 nM SI-Angll hatasara az AT1R a DRY/AAY AT;R-nal
latottakhoz hasonloan, szignifikansan gyorsabban jelent meg a korai endoszomakban
(14. dbra, B). Az internalizacié kinetikajaban latott kiilonbségek kiértékeléséhez
egyszempontos varianciaanalizist (ANOVA), majd Tukey post hoc tesztet alkalmaztunk
a mérés 500. és 1000. masodperce kozott mért értékek atlagaira (az ingerlést kovetd 3.
¢s 12. perc kozotti értékek). A statisztikai eredmények alapjan szignifikdnsan
kiilonbozik mind a DRY/AAY mutans receptor internalizacidja dsszevetve a vad tipust
AT1R internalizacidjaval Angll stimulus hatasara (p<0,05 DRY/AAY vs. Vad tipus),
mind pedig a vad tipusi AT;R korai internalizacioja SI-Angll vagy pedig SlI-Angll
ingerlés esetén, dsszevetve az Angll ingerléssel (p<0,05 Angll vs. SI-Angll és Angll
vs. SIHI-Angll) .

A tapasztalt eltér6 korai internalizacio elemzéséhez az eddig alkalmazott
ligandokon tul, tovabbi jelatvitel-szelektiv Angll analogok hatasait is megvizsgaltuk az
ATiR internalizaciojara. Kovetkez6 kisérleteinkben az ujabban felfedezett, nagyobb
affinitasu, azonban szintén G-fehérje-fiiggetlen jelatviteli Gtvonalakat szelektiven
aktivalo TRV120023 (TRV3) és TRV120027 (TRV7) vegyiileteket alkalmaztuk [180].
A 15. dbra A panelén lathato, hogy az SlI-Angll-nél és SI-Angll-nél tapasztaltakhoz
hasonléan (14. dbra, B), 1 uM TRV3, illetve 1 uM TRV7 hozzaadasat kovetden is
szignifikansan gyorsabban jelent meg az AT;R a Rab5 jelzett korai endoszémakban,
mint AnglI stimulus esetén (p<0,05, Angll vs. TRV3 és Angll vs. TRV7, a 14. abrandl
leirt statisztikai megkozelitéssel).

Az eddig vizsgalt jelatvitel-szelektiv agonistak (SI-Angll, SII-Angll, TRV3 és
TRV7) eltér6 mértékben ugyan, de mind kisebb affinitassal kotédnek az ATiR-hoz,
mint az Angll. Megvizsgaltuk ezért, hogy a tapasztalt felgyorsult korai internalizacio
nem az eltéré affinitds kovetkeztében jon-e létre. Ehhez a szintén kisebb affinitassal

rendelkezd, parcialis agonista hexapeptid angiotenzin 1V-et (AnglV) alkalmaztuk, mely
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azonban mind G-fehérje aktivaciot, mind pedig B-arresztin2-kotést képes 1étrehozni, igy

nem elfogult AT;R ligandnak tekintheté [21]. A funkcionalisan szelektiv ligandoktol

eltéréen 10 uM AnglV az Angll-nél tapasztaltaktol szignifikansan nem eltérd (p>0,05,

Angll vs. AnglV, a I4. dbrandl alkalmazott statisztikai megkozelitéssel), lassabb

kinetikaju BRET interakciohoz vezetett AT1R-Rluc és YFP-Rab5 kozott (15. abra, B).
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15. abra AT1R-Rluc internalizaciéjanak vizsgalata kiilonb6zo agonistak hatasara

HEK 293 sejteket transzfektaltunk 24 o6raval a mérés el6tt YFP-Rab5 és AT;R-Rluc

plazmidokkal. A jelzett idopontokban 100 nM Angll (A-B, piros gorbe), 1 uM TRV3
(A-B, lila gorbe), 1 uM TRV7 (A, sziirke gorbe), 10 uM AnglV (B, sarga gorbe) vagy
vehikulum (A-B, szaggatott vonal) hozzaadasaval stimulaltuk a sejteket. A BRET

gorbék a stimulalt és a csak vivéanyagot kapott, kontroll sejteken mért értékek

kiilonbségét mutatjak, az ingerlés elbtti értékekre normalizélva. Legaldbb 6t fliggetlen

kisérlet atlaganak + SEM értékeit abrazoltuk. * p<0,05
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5.2. A jelatvitel szelektiven aktivalt AT;R eltéré internalizaciéjanak jellemzése

A kovetkezOkben konfokalis mikroszkdpidval is szerettilk volna megvizsgalni az
ATiR agonista indukalt internalizaciojat. Kisérleteinkhez a munkacsoportunk altal
korabban létrehozott zold fluoreszcens fehérjével jelolt ATiR-t (AT;R-GFP) stabilan
kifejez6 HEK 293 sejteket hasznaltuk [233]. A 16. dbra A panelének mikroszkopos
felvételein lathatd, hogy nyugalomban (0. perc) az AT;R-GFP homogénen helyezkedik
el a plazmamembranban. Agonista hozzdadasanak hatdsara a receptor eldszor kisebb
csoportokba rendezddik a sejtfelszinen, majd az internalizdcié eldrehaladtaval
megjelenik sejten beliili vezikulakban. Mind SlI-Angll, mind pedig TRV3 stimulus
hatasara azt tapasztaltuk, hogy 4 perc elteltével szignifikdnsan tobb AT;R talalhato
sejten beliili vezikulakban, mint Angll ingerlés esetén (16. dabra). Angll stimulust
kovetéen, az endocitozis kezdetén a receptorok hosszabb ideig maradnak
Osszecsoportosulva a plazmamembranban, mint funkcionalisan szelektiv aktivacio
esetén. A 16. abra B panelén az enyhén felgyorsult korai internalizaci6é szamszerisitése
lathatd. A plazmamembrantdl egyértelmiien elkiilonithetd AT;R-GFP tartalmua
vezikuldk ardnyét abrazoltuk a maximadlis internalizacid, illetve az id6 fliggvényében.
Az internalizdcié maximumanak az egyes kisérletek egyes kondicidiban egy idében
mérhetd legmagasabb vezikulaszamat tekintettiik. Kétszempontos variancianalizissel
(ANOVA) és Bonferroni post hoc teszttel elemeztiikk az eredményeket, ahol az egyik
szempont az alkalmazott ligand, a masik az id6 volt. A 4. percben kapott értékeknél
szignifikans kiilonbség adodott mind az SII-Angll, mind pedig TRV3 esetén az Angll-
vel Osszevetve (p<0,05 Angll vs. SlI-Angll és Angll vs. TRV3). Tovabba az
interakcid is szignifikdnsan kiilonbozonek adddott Angll ingerlés esetén dsszevetve a

masik két vizsgalt liganddal.
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16. dabra Agonista stimulacié hatasa az ATR-GFP eloszlasara HEK 293 sejtekben
konfokalis mikroszkopos felvételeken

(A) AT1R-GFP-t stabilan kifejez6 HEK 293 sejtekrdl késziilt reprezentativ konfokalis
mikroszkopos felvételek az AT1R sejten beliili eloszlasarol. A felvételek 100 nM Angll
(fels6 sor felvételei), 10 uM SII (k6zépsé sor felvételei) vagy 1 uM TRV3 (als6 sor
felvételei) hozzaadasa eldtt kozvetleniil (0. perc), illetve a hozzaadast kdvetéen 4 €s 9

perccel késziiltek. A GFP fluoreszcencia mérése Zeiss LSM 710 konfokalis
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mikroszkoppal tortént. Az abran 7 fliggetlen kisérlet reprezentativ felvételei lathatok.
(B) Az AT1R-GFP internalizaciojanak kvantifikalasa MetaMorph szoftver morfometriai
elemzésével késziilt. Az abran 7 fliggetlen kisérlet atlaga = SEM értékei lathatok.

* p<0,05

Ezutin arra voltunk kivancsiak, hogy milyen mechanizmussal vezethet a
jelatvitel-szelektiv aktivacid felgyorsult korai internalizaciohoz. Megvizsgaltuk a
lehetéségét, hogy az SlI-Angll altal aktivalt ATiR esetleg egy masik endocitotikus
utvonal hasznalataval keriil a sejt belsejébe, mint az Angll-vel ingerelt receptor. Els6
megkozelitésként szachardzzal kezeltik el6 a sejteket, mivel ismert volt az
irodalomban, hogy nagy dozisu szacharéz kezeléssel a klatrin medialt endocitozis
gatolhato [242]. Az altalunk alkalmazott magas koncentracioban (300 mM) a szachar6z
szinte teljesen meggatolta az AT1R és YFP-Rab5 kozotti interakciot mind Angll, mind
SH-Angll stimulalast kovetéen (17. dbra, B).

Megvizsgaltuk  tovabba a  klatrinfliggetlen, kaveolamedialt ttvonal
gatloszereként szamon tartott filipin hatasat is [243]. Ehhez ismét AnglI-vel, illetve SlI-
Angll-vel stimulaltunk ATiR-Rluc és YFP-Rab5 konsztraktokat kifejez6 HEK 293
sejteket. A 30 perces filipin (5 pg/ml) elékezelés azonban nem valtoztatta meg a
receptor Angll vagy Sll-Angll hatdsara l1étrejové korai endoszomékban vald
megjelenését (17. abra, C). Ebbol arra kovetkeztethetiink, hogy mindkét vizsgalt ligand
elsosorban klatrinmedialt endocitotikus utvonalon, és nem kiilonb6z6 internalizacios

mechanizmusokon keresztiil inditja el az aktivalt AT;R-t a sejt belseje felé.
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17. dbra Sl1-Angll és Angll altal aktivalt AT;R-0k endocitotikus ttvonalainak
vizsgalata BRET modszerrel

24 6raval a BRET mérés elott ATiR-Rluc és YFP-Rab5 konstrukcidkkal tranziensen
transzfektaltunk HEK 293 sejteket. 30 perces elokezelést alkalmaztunk (A)
vivéanyagként hasznalt médiummal, (B) a klatrinmedialt endocitozis gatloszereként 300
mM szukrézzal, vagy (C) a kaveolamedialt endocitozis gatlészereként 5 pg/ml
filipinnel. Az elékezelés utdn a sejteket vivoanyaggal (szaggatott vonal), 100 nM Angll-
vel (A-C, piros gorbe) vagy 10 uM SII-Angll-vel (A-C, kék gorbe) ingereltiik a jelzett
idépontban. A BRET gorbéken harom fiiggetlen kisérlet triplikdtumokban mért
eredményei lathatok. Atlag + SEM értékeket abrazoltunk.

A kovetkezOkben annak szerettiink volna utdnajarni, hogy szerepet jatszik-e az
eltér6 gyorsasdgu internalizacidban az AT;R -arresztin jelatvitelre szelektiv

aktivalodésa esetén elmaradd G-fehérje-aktivacio, és a kovetkezményes Ca* jel hianya.
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Ennek vizsgalatahoz a sejtpermedbilis Ca®* kelator BAPTA-AM-el alkalmazasaval
gatoltuk a receptor aktivacio kivaltotta Ca’* jelet BRET kisérleteinkben. A 18. dbra A
panelén lathato, hogy a Ca?* jel blokkolasa 30 perces BAPTA-AM el8kezeléssel nem
befolyasolta az AT;R-Rluc YFP-Rab5-¢l jelzett endoszémakban valdo megjelenését

Angll ingerlés esetén.
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18. dbra Intracellularis Ca’’ Kelacié6 hatisa az AT:;R Angll altal indukalt
internalizaciojara

(A) BRET kisérleteinkhez HEK 293 sejteket transzfektaltunk 24 6raval a mérés elott
YFP-Rab5 és AT1R-Rluc plazmidokkal. 30 percig el6kezeltiik a sejteket vivéanyaggal
(piros gorbe) vagy a Ca®* kelator BAPTA-AM-mel (10 pM, sziirke gorbe). Ezt
kovetden a jelzett idépontban vehikulummal (szaggatott vonal) vagy 100 nM Angll-vel
ingereltiik a sejteket. Harom fiiggetlen, triplikatumokban mért kisérlet eredményeit atlag
+ SEM formatumban abrazoltuk. (B) BAPTA-AM kezelés hatékonysaganak
bizonyitasara HEK 293 sejteket transzfektaltunk AT;R-Rluc konstrukcioval 24 oraval a
mérés elott. A kisérlet elétt a sejteket 45 percig Fura-2/AM fluoreszcens festékkel
toltottikk, kozben 30 percig vivoanyaggal (piros gorbe), vagy 10 uM BAPTA-AM-mel
(sziirke gorbe) kezeltiik eld. A jelzett idépontban 100 nM Angll-t adtunk a sejtekhez. A
340/380 nm hullamhosszokon tortént excitaciot kovetd fluoreszcens emisszid értékek
hanyadosat abrazoltuk. Az abran harom fiiggetlen kisérlet reprezentativ felvételei

lathatok.
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A BAPTA-AM hatékonysaganak ellenérzésére intracellularis Ca®* méréseket
végeztiink PTI Deltascan segitségével. Amint az a 18. dbra B panelén lathato, kontroll
esetben az Angll hatasara intracellularis Ca®* szint emelkedése detektalhato. A sejtek
BAPTA-AM eldkezelése azonban teljesen kivédte az Ang II hatdsara 1étrejovo Ca®*
jelet, jelezve ezzel a 30 perces BAPTA-AM (10 uM) elkezelés hatékonysagat.

5.3. A B-arresztin2-kotés szerepének vizsgalata az AT;R internalizaciojaban

Kovetkez6 kisérleteinkben a jelatvitel-szelektiv aktivacido kivaltotta eltérd
arresztin2 kozott 1étrejovo kotést is megvizsgaltuk. A B-arresztin molekulak ugyanis,
mint mar emlitettem, fontos szerepet toltenck be a GFKR-ek deszenzitizaciojaban és
endocitozisaban is. BRET méréseinkhez HEK 293 sejteket tranziensen transzfektaltunk
AT;R-Rluc-al és sarga fluoreszcens fehérjével jelolt B-arresztin2-vel (B-arresztin2-
YFP). 100 nM Angll hozzaadasanak hatasara jelent6és BRET hanyados emelkedést
kaptunk (19. dbra, A), mely a mar ismert jelenséget, a P-arresztin2 molekulak
kihelyez6dését tiikrozi az aktivalt AT1R-hez [232, 244]. Ezutan 6sszehasonlitottuk a G-
fehérje aktivaciora képtelen DRY/AAY mutans AT;R B-arresztin2-kotését a vad tipust
ATR-el, Angll ingerlés hatasara. A 19. dbra A panelén lathat6, hogy a DRY/AAY
ATiR szignifikdnsan kisebb mértékii (p<0,05, egyszempontos ANOVA analizis, ¢és
Tukey post hoc teszt a mérés 500. és 1000. masodperce kozott mért értékek atlagaira),
azonban a vad tipust receptor Angll altali aktivacidjanal tapasztaltakhoz hasonld
kinetikaji BRET interakciot mutatott. Kovetkez6 1épésként a jelatvitel-szelektiv ligand
SH-Angll hatasara 1étrejovo B-arresztin2-kotést vizsgaltuk meg. A 19. dbra B panelén
lathato BRET hanyados emelkedés jelzi, hogy sikeriilt reprodukélnunk az ATiR és B-
arresztin2 kozotti molekularis interakciot SII-Angll hatasara [161]. Az SlI-Angll-nél
tapasztaltakhoz hasonldan, a masik vizsgalt ligand, SI-Angll ingerlést kovetden is
kotodott a  B-arresztin2 az  aktivalt AT;R-hoz, melyet egy frissen megjelent
kozleményben is leirtak [245]. A [19. dbra B panelén az Angll ingerlésnél
tapasztaltakhoz képest szignifikansan kisebb mértékli (p<0,05, Angll vs. SI-Angll ¢és
Angll vs. SII-Angll a 19. abra A panelén alkalmazott statisztikai megkozelitéssel), €s

kevésbé fenntartott BRET-jel-emelkedés lathaté mindkét vizsgalt ligand esetén.
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19. dbra Az ATiR B-arresztin2-kotésének vizsgalata jelatvitel-szelektiv aktivacio
hatasara

Az abran a B-arresztin2-YFP (A-B), valamint a vad tipusa AT;R-Rluc (A-B) vagy a
DRY/AAY AT:iR-Rluc (A) molekuldk kozotti BRET mérési eredmények lathatok. (A)
A jelzett idépontban 100 nM Angll-vel (piros és sziirke gorbék) vagy vehikulummal
(szaggatott vonal) stimulaltuk a kiilonb6zé AT;R-okat kifejezd HEK293 sejteket. (B) A
sejtekhez 100 nM Angll (piros gorbe), 10 uM SII-Angll (so6tét kek gorbe), 100 nM SI-
Angll (vilagoskék gorbe), vagy vivéanyagként hasznalt médium (Szaggatott vonal) a
jelzett idépontban. A BRET gorbék a stimulalt és a vivéanyagot kapott, kontroll
sejteken mért értekek kiilonbségét mutatjadk az ingerlés eldtti értékekre normalizalva
(szaggatott vonal). A BRET gorbék harom fiiggetlen kisérlet eredményei. Atlag + SEM
értekeket abrazoltunk. * p<0,05.

Az SI-Angll és SII-Angll hatasara 1étrejovo kotodés mellett, a szintén G-fehérje-
fliggetlen jelatvitelre szelektiv TRV3 és TRV7 vegyiiletekkel torténd stimulacidval
létrejovo receptor-B-arresztin2 interakciot is megvizsgaltuk. Ezen elfogult ligandok is
képesek voltak a B-arresztin2 molekula kihelyezddését kivaltani az aktivalt receptorhoz,
azonban a kotés mértéke ezen ligandok esetén is szignifikansan kisebbnek bizonyult
(p<0,05, Angll vs. TRV3 és Angll vs. TRV7, a 19. abranal alkalmazott statisztikai

megkozelitéssel), mint Angll stimulacio esetén (20. dbra, A).
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20. abra Az AT R B-arresztin2-kotésének vizsgalata kiilonboz6, alacsony affinitasa
ligandok hatasara

AT;R-Rluc és B-arresztin2-YFP plazmidokat kifejez6 HEK 293 sejteken tortént BRET
mérések lathatok. A jelzett idépontban a sejtekhez 100 nM Angll (A-B, piros gorbe), 1
uM TRV3 (A, lila gorbe), 1uM TRV7 (A, sziirke gorbe), 10 uM AnglV (B, sarga
gorbe) vagy vivOanyag (szaggatott vonal) keriilt hozzdadasra. A BRET hanyados
emelkedése a fB-arresztin2 molekula ATiR-hez valo kotddésére utal. A gorbéken harom
fliggetlen kisérlet triplikdtumokban mért eredményei lathatok, atlag £+ SEM érték

formatumban. * p<0,05.

Megvizsgaltuk tovabba a jelatvitel-szelektiv ligandokhoz hasonloan alacsony
affinitassal rendelkez6, azonban nem elfogult AnglV ligand altal kivaltott ATiR-f-
arresztin2-kotést is (20. dbra, B). Erdekes modon azonban a BRET hanyados véltozasa
a funkcionalisan szelektiv ligandokéhoz hasonléan kisebb mértékiinek, és kevésbé
fenntartottnak bizonyult, mint AnglIl ingerlés esetén (p<0,05, Angll vs. AnglV, a 19.
abranal alkalmazott statisztikai megkozelitéssel).

Kisérleteinkben az irodalomban leirt, receptorkotési vizsgalatok alapjan
meghatarozott, ugynevezett telitd ligandkoncentraciokat alkalmaztunk. Annak
ellendrzése céljabol, hogy az altalunk alkalmazott dozisok valoban képesek maximalis
hatast kivaltani a vizsgalt BRET interakciokban, és a latott internalizdcidos és PB-
arresztin2-kotésbeli kiilonbségek nem csak az elégtelen/szubmaximalis dozisoknak

koszonhetok, dozishatas-gorbéket vettiink fel (21. dbra).
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21. abra A vizsgalt ligandok Kkiilonb6z6 BRET interakciokban felvett dézis-hatas
gorbéi

(A) Kiilonb6z6 ligandok 10 perces stimulusaval felvett dozis hatas gorbék az AT;R
korai endoszomakban torténd megjelenésére, AT1R-Rluc és YFP-Rab5 kozotti BRET
interakci6 detektalasaval HEK 293 sejtekben. (B) Dozis-hatas gorbék, melyek a f-
arresztin2-YFP AT;R-Rluc molekuldhoz vald kotdédését mutatja HEK 293 sejtekben
kiilonb6zd ligandokkal stimuldlt koriilmények kozott. A legalabb harom fiiggetlen

kisérletbdl szarmaz6 adatokat 4tlag + SEM forméban abrazoltuk.

Ezen kontroll kisérletek eredményeibdl lathatd, hogy az altalunk alkalmazott 10
perces 100 nM Angll ingerlés kozel maximalis Rab5-el detektalhato internalizaciot (21.
abra, A), valamint maximalis p-arresztin2-kotést képes létrehozni (21. dbra, B).
Hasonloképpen, a 10 uM AnglV is maximalishoz kozeli hatékonysagot mutatott mind a
Rab5-tel jelzett endoszomakban valdo megjelenést (21. dbra, A), mind pedig a B-
arresztin2-kotést vizsgald megkozelitéseinkben (21. dbra, B). A kisérleteinkben
hasznalt 10 uM SII-Angll, valamint 1 uM TRV3 és 1 uM TRV7 is maximalis mértékii
korai endoszomakban valdé megjelenést (21. dbra, A) és maximalis B-arresztin2

kotodést valtott ki az AT1R-hez (21. dbra, B).
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5.4. G-fehérje aktivacio okozta PtdIns(4,5)P, bontas nyomon kovetése BRET
modszerrel

A kovetkez6 1épésben kontroll kisérletekben megbizonyosodtunk a
funkcionalisan szelektiv ligandok G-fehérjét aktivalo képességének hianyarol. Az AT.R
Angll ingerlés hatasara Ggui-fehérjét aktival, mely PLC enzim 4&ltali PtdIns(4,5)P;
bontashoz vezet a plazmamembranban. A G-fehérje aktivaciojanak mértékét
kozvetetten, a plazmamembran PtdIns(4,5)P; szintjének valtozasai révén kovettiik
nyomon BRET modszerrel. A PLCS61 enzim PH doménjét hasznaltuk fel
kisérleteinkhez, mely a plazmamembran PtdIns(4,5)P, molekulaihoz képes kotddni
[234]. HEK 293 sejtekben AT;1R-Rluc és YFP-vel jelzett PLC61-PH domén (PLCS1-
PH-YFP) tartalma konstrukciokat fejeztettiink ki (22. dbra, A). Az Angll hatasara
létrejovoe kezdeti BRET-jel-csokkenés a receptor aktivaciojat kovetd PtdIns(4,5)P;
lebontast, ezaltal a PtdIns(4,5)P2-hoz kapcsolodé PLCo1-PH-YFP szenzor eltavolodasat
jelzi a plazmamembrantél. A hanyados ezt kovetden gyorsan emelkedik, ami a
PtdIns(4,5)P, reszintézisének kovetkezménye. Ekkor a PLCS1-PH-YFP molekulak
nagy része Ujra a plazmamembranhoz koét. Ezt a BRET-jel-emelkedést egy lasst -
csokkenés koveti, mely az ATiR-Rluc és PLC31-PH-YFP ismételt eltavolodasara utal,
mivel a receptor internalizalodik €s a sejt belsejébe keriil a plazmamembranrol, ahol a
PLCo1-PH domének jelentds része talalhato. Ettdl eltéréen az SI-Angll és az SlI-Angll
hozzéadasakor a BRET hanyados lassu csokkenését tapasztaltuk kezdeti gyors
disszocidcid nélkiil. Ez dsszhangban 4ll azzal, hogy sem az SI-Angll, sem az SlI-Angll
nem hoz létre G-fehérje aktivaciot, ezéltal az ATjiR aktivicid6 nem eredményez
PtdIns(4,5)P; szint csokkenést a plazmamembranban. Viszont a receptor mindkét ligand
altali aktivaciot kovetden internalizalodik, mely lassu BRET-jel-csokkenést eredmény

(22. dbra, A).
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22. dbra A plazmamembran PtdIns(4,5)P, bontiasanak vizsgalata Kiilonbozo
ligandok hatasara

24 6raval a mérés elétt (A) HEK 293 sejteket AT1R-Rluc és PLC31-PH-YFP, illetve (B-
C) HEK 293T sejteket ATiR, PLCS1-PH-Sluc és PLCo1-PH-YFP konstrukciokkal
transzfektaltunk. Az A és B panelen a BRET mérésekben a jelzett idopontban 100 nM
Angll (A-B), 10 uM SII-Angll (A), 100 nM SI-AnglI (A), 10 uM AnglV (B), 1 uM
TRV3 (B), 1 uM TRV7 (B) vagy vivéanyagként hasznalt médium (A és B, szaggatott
vonal) hozzaadésaval ingereltiik a sejteket. Az abra C részén az Angll és AnglV A4ltal
kivaltott PtdIns(4,5)P, deplécié mértékének BRET mérésben felvett dozis-hatas gorbéi
lathatok. Az 4abrak a stimulalt és a kontroll sejteken mért BRET hanyadosok
kiilonbségét mutatjak, az ingerlés eldtti értékekre normalizalva. Legalabb harom

fliggetlen kisérlet atlaganak = SEM értékeit abrazoltuk.

70



DOI:10.14753/SE.2017.2039

Az éaltalunk alkalmazott G-fehérje aktivaciot vizsgalo kisérleti felallasban az
internalizacid jelensége zavar6 koriilményként jelenik meg, mely bonyolitja a kapott
valtozas értékelését. Ezért a PtdIns(4,5)P; szint egyértelmiibb nyomon kovetéséhez, az
internalizaci6 figyelmen kiviil hagyasanak érdekében, a sejteket ezutan a PLCo1-PH
domén YFP-vel és szuper Renilla luciferazzal jelolt (PLC31-PH-YFP és PLCS1-PH-
Sluc) konstrukcioival transzfektaltuk (22. dbra, B). Nyugalomban mindkét
Ptdins(4,5)P, érzékeld6 szenzor a plazmamembranban talalhatdo, molekularis
kozelségben egymastol, ezért nagy BRET-jel detektalhaté. A 100 nM Angll hatasara
1étrejovo PtdIns(4,5)P, deplécio kovetkeztében a szenzorok a citoplazmaba keriilnek,
eltdvolodva a plazmamembrantél ¢és ezaltal egymastol. Ekkor BRET-hanyados-
csOkkenést tapasztalunk. Ezt kovetéen a PtdIns(4,5)P, reszintézisének hatasara a
szenzorok ismét megjelennek a plazmamembranban, igy BRET-jel-emelkedést
lathatunk (22. dbra, B). Mivel ezt kovetéen mindkét szenzor a plazmamembranhoz
kotve marad, nem figyelheté meg lasst BRET-jel-csokkenés az internalizacio hatasara.
Ezen ujabb BRET megkozelitésben vizsgaltuk meg az AnglV, a TRV3 és a TRV7
PtdIns(4,5)P, bontd képességét. 10 uM AnglV hozzaadasanak hatasara az Angll
ingerlésnél tapasztaltakhoz hasonloan, kezdeti BRET-hanyados-csokkenést, majd pedig
emelkedést kaptunk. A G-fehérje-aktivaciot elinditani képtelen TRV3 és TRV7
agonistak esetén viszont nem lathato BRET-jel-valtozas, nem jon létre PtdIns(4,5)P,
deplécio a plazmamembranban (22. abra, B). Ezen eredmények alapjan a vizsgalt -
arresztin-jelatvitelre szelektiv ligandok valoban nem képesek Gq fehérjéket aktivalni, és
PtdIns(4,5)P, bontast 1étrehozni a plazmamembranban.

A PtdIns(4,5)P, deplécié vizsgalatai soran alkalmazott dozisok elégséges
voltanak megitéléséhez Angll és AnglV esetén dozis-hatas gorbéket is felvettiink. A 22.
abra C panelén lathato, hogy az altalunk alkalmazott 100 nM Angll, valamint 10 pM
AnglV az altaluk elérheté maximalis PtdIns(4,5)P, depléciot hozta létre BRET

rendszerinkben
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5.5. Foszfatidilinozitol kinazok szerepe az AT;R agonista indukalt endocitézisaban

Kovetkez6 1épésben a plazmamembran PtdIns(4,5)P, szintjének szerepét
szerettiik volna tisztazni az AT1R korai internalizacidjaban, hiszen mint lathattuk a -
arresztin-jelatvitelre szelektiv aktivaciot kovetéen nem jon 1étre PtdIns(4,5)P, bontas a
plazmamembranban. A PtdIns(4,5)P, a plazmamembran belsé lipidrétegének
alkotoeleme, és kitlintetett szerepet jatszik mind kiilonb6zo jelatviteli folyamatokban,
mind pedig sejtfelszini receptorok, tobbek kozott GFKR-ek endocitozisanak
koordinalasaban [246]. Ezért felmeriilt a lehetség, hogy a jelatvitel-szelektiv aktivaciot
kovetd eltéré lokalis plazmamembran PtdIns(4,5)P; szint befolyassal lehet az ATiR
korai internalizacidjara.

Meéréseinkben kis és nagy dozist Wm eldkezeléseket alkalmaztunk, melyeket
kovetéen megvizsgaltuk az ATi;R Rab5 tartalmi korai endoszomakban vald
megjelenését Angll, TRV3, tovabba AnglV hatasara. A 23. abran lathato, hogy a Kis
dozisa (100 nM), csak a PI3K-okat gatld Wm eldkezelés nem volt hatassal az AT1R
agonista indukalta endocitozisara, egyik vizsgalt ligand esetén sem. Ezzel szemben, a
nagy dozisu (10 uM) Wm elbékezelés, mely a Pl14K-ok aktivitasat gatolja [224], nagy
mértékben csokkentette az AT;R-Rluc és YFP-Rab5 ko6zotti interakciot Angll és AnglV
hozzaadasat kovetden (23. dbra, A és C). A jelatvitel-szelektiv ligand TRV3
vizsgélatakor azonban nem tapasztalhato kiilonbség a BRET gorbék lefutdsaban sem az
alacsony, sem a magas dozisi Wm elékezelés esetén, sem a kontroll gorbéhez

viszonyitva (23. abra).
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23. abra \Wortmannin hatasa az AT;R agonista indukalt endocitézisara

HEK 293 sejteken végzett BRET mérési eredmények, 24 6raval az AT1R-Rluc és YFP-
Rab5 konstrukciokkal tortént transzfekcid utan. A mérés el6tt 10 perccel vivoanyagként
hasznalt médiummal (fekete gorbe), alacsony dozisu (100 nM) wortmanninal
(krémszinti gorbe), mely elsésorban a PI3K-at gatolja, vagy pedig nagy dozisa (10 uM)
wortmanninal (zold gorbe), mely a PI4K csaladot képes gatolni, kezeltiik el6 a sejteket.
A jelzett idépontokban vehikulumot (A-C, szaggatott vonal), 100 nM Angll-t (A,
mindhérom folytonos vonal), 1 uM TRV3-at (B, mindhdrom folytonos vonal) vagy 10
uM AnglV-et (C, mindharom folytonos vonal) adtunk a sejtekhez. Az abrakon harom
fiiggetlen kisérlet triplikdtumokban mért eredményei lathatok atlag + SEM érték

formatumban.
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A nagydézisi Wm hatékonysaga a kisebb dozisi Wm eldkezeléssel szemben a
Pl4K-ok szerepét valosziniisiti a PI3K helyett az internalizaco altalunk vizsgalt korali
szakaszaban. A PI4K-ok tovabbi részletesebb vizsgalatdhoz két, az egyes PIl4K
izoformakra specifikus gatloszert hivtunk segitségiil. A PIK-93 vegyiilet a Golgiban
1étrejové PtdIns4P képzodésért felelos PI4KB gatloszere, azonban sokkal kisebb
mértékben a PI4KA izoformat is képes gatolni [227]. Az Al vegyiilet ezzel szemben
sokkal hatékonyabban gatolja a plazmamembran PtdIns4P szintéziséért felelés PI4KA
enzimet, mint a PI4KB-t [231]. A 24. dbrdn lathatd, hogy a PI4KA-t gatld Al hatasara
Angll ¢és AnglV stimulust kovetéen, nem jon Ilétre az AT;R Rab5 jelzett
endoszomakban valéo megjelenése (24. dbra, A és C). Ettdl eltéréen a PI4KA gatlasa
Al vegyiilettel, nem befolyasolta a funkcionalisan szelektiv ligand TRV3 hatdséara
elindulé endocitézist (24. dbra, B). A szelektiv PI4KB gatloszer PIK93 nem valtoztatta
meg az ATiR-Rluc és YFP-Rab5 kozotti molekuldris interakciot egyetlen vizsgalt
ligand esetén sem BRET méréseinkben (24. dbra, A-C). Adataink szerint tehat a PI4KA
izoforma felelés az endocitozis szabalyozasaban részt vevd PtdIns(4,5)P, készlet

fenntartasaért a plazmamembranban, és nem a PI4KB.
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24. dabra A1 és PIK93 gatloszerek hatasa az AT 1R-Rluc és YFP-Rab5 kozotti BRET
interakciora.

(A-C) A kiilonboz6 agonistak altal aktivalt ATi;R korai internalizaciojat BRET
mérésben kovettiik nyomon HEK 293 sejteken, 24 éraval az AT1R-Rluc és YFP-Rab5
transzfekcié utdn. A mérés elott a sejteket 10 percig eldkezeltiik médiummal (A-C,
fekete gorbe), PIK4A specifikus gatloszerként 10 nM Al-el (A-C, vilagos z6ld gorbe)
vagy a PIK4B enzimeket scepifikusan gatlo PIK-93-al, 250 nM-os koncentracioban (A-
C, vilagos barna gorbe). A jelzett idépontokban vehikulumott (A-C, szaggatott vonal),
100 nM Angll-t (A, mindhdrom folytonos vonal), 1 uM TRV3-at (B, mindharom
folytonos vonal) vagy 10 uM AnglV-et (C, mindharom folytonos vonal) adtunk a
sejtekhez. Az abrakon négy fiiggetlen kisérlet triplikditumokban mért eredményei

lathatok atlag £ SEM érték formatumban.
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5.6. A plazmamembran PtdIns(4,5)P; deplécidjanak szerepe az ATR teljes
agonista és funkcionalisan szelektiv agonista indukalt internalizaciéjaban

A PtdIns(4,5)P; szintézis/reszintézis jelentOségének vizsgalata utan kovetkezd
1épésként, a PtdIns(4,5)P, bontas szerepét tanulmanyoztuk, az AT;R Rab5 tartalmu
vezikuldkban val6é megjelenésére. Ehhez a Gy-fehérje aktivaciot kovets, PLCB enzim
altal 1étrejovo plazmamembran PtdIns(4,5)P, bontast gatoltuk meg, dominans-negativ
G-fehérje kapcsolt receptor kinaz 2 (DN-GRK2) konstrukcio alkalmazasaval, mely a
GRK?2 enzim funkci6janak gatlasa mellett képes szignifikansan csokkenteni a receptor-
aktivéacio indukalta Gg-fehérje aktivitast is [247, 248].

A DN-GRK2 (GRK2-K220M mutans) Gg-fehérje- és ezaltal PtdIns(4,5)P.
deplécio gatloképességét a 22. dbra B és C panelénél ismertetett modon, a
plazmamembran PtdIns(4,5)P, szintjének PLC61-PH doménnel torténé nyomon
kovetésével ellendriztiik. A két PtdIns(4,5)P,-t kté PH domén marker egymastol valo
eltavolodasa, a BRET-jel csokkenése, a PtdIns(4,5)P, szint csokkenését jelzi a
plazmamembranban. A 25. dbran lathatd, hogy DN-GRK2-t kifejez6 HEK 293
sejtekben, szignifikansan csokkent a 100 nM Angll hatasara 1étrejové PtdIns(4,5)P;
depléci6 mértéke a kontroll, pcDNA3.1 konstrukcioval transzfektalt sejtekhez
viszonyitva. A 25. dbra B panelén a 6. percben mért BRET hanyadosok oszlopos
megjelenitése lathatd. Kétszempontos varianciaanalizissel (ANOVA) és Bonferroni post
hoc teszttel vizsgalva szignifikédns kiilonbség adddott a pcDNA3.1 és a DN-GRK2
konstrukciokkal transzfektalt sejtek Angll-re adott valaszai ko6zott, valamint az

interakcioban is.
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25. dbra DN-GRK2 hatasa az ATiR Angll altal Kkivaltotta PtdIns(4,5)P,
hidrolizisre

HEK 293 sejteket transzfektaltunk 24 oraval a BRET mérés el6tt minden kondicio
esetén AT1R, PLC31-PH-YFP és PLC61-PH-Sluc plazmidokkal, tovabbd pcDNA3.1
tires vektorral (A panel sziirke és sarga gorbe, B panel sarga és sziirke csikos oszlopok),
vagy GRK2-K220M dominédns-negativ  GRK2 mutanssal (A panel: fekete és piros
gorbék, B panel: fekete és piros 0szlopok), mely képes a Gq-fehérje aktivitasat gatolni.
Az A panelen a BRET mérések gorbéi latszanak, melynek soran a jelzett idépontban a
sejtekhez 100 nM Angll-t (piros és sarga gorbék) vagy pedig vivéanyagot (fekete és
sziirke gorbék) adtunk. A B panelen a BRET mérések 6. percében kapott értékek
oszlopdiagram formdajaban keriiltek feltiintesére. Az eredmények harom fiiggetlen

kisérlet, triplikatumokban mért eredményeinek atlag + SEM értékeit mutatjak. *p<0,05

A DN-GRK2 hatékonysaganak bizonyitasa utan megvizsgaltuk a DN-GRK2-vel
1étrehozott PtdIns(4,5)P, deplécio gatld hatasat az ATi;R-Rluc és YFP-Rab5 kozotti
interakcid 1étrejottére. A DN-GRK2 kifejeztetés hatasara az TRV3 ingerléshez hasonld
felgyorsult korai internalizaciot tapasztaltuk 100 nM Angll ingerlést kdoveten (26.
abra, sarga gorbe), 6sszevetve a pcDNA3.1 kontroll vektorral transzfektalt sejtek Angll
ingerlésével (26. abra, piros gorbe). DN-GRK2 expresszidja esetén azonos kinetikaju
BRET interakcio jott 1étre az AT1R és a Rab5 fehérje k6zott TRV3 hatasara (26. dbra,
kék szaggatott gorbe), mint a kontroll pcDNA3.1-el transzfektalt sejtek TRV3
ingerlésekor (26. abra, lila gorbe).
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26. dabra PtdIns(4,5)P, hidrolizis gatlasanak hatasa az AT;R és Rab5 kozotti
interakciora BRET mérésben

AT;R-Rluc és YFP-Rab5, valamint pcDNA3.1 (pcDNA3.1 jelzés esetén) vagy DN-
GRK2 plazmidokkal (DN-GRK2 jelzés esetén) transzfektaltunk HEK 293 sejteket. 24
6ra mulva, BRET mérés soran a sejteket vehikulummal (fekete és sziirke szaggatott
vonal), 100 nM Angll-vel (piros és sarga gorbék) vagy 1uM TRV3-al (lila és kék
gorbék) kezeltiik. A BRET-jel emelkedése az AT1R Rab5 tartalma vezikuldkban valo
megjelenésére utal. Az abrdkon harom fiiggetlen kisérlet triplikdtumokban meért

eredményei lathatok atlag + SEM érték formatumban.

Megvizsgaltuk tovabba az altalunk alkalmazott DN-GRK2 hatasat az AT:1R -
arresztin2-kotésére is. A DN-GRK2 mutans kifejeztetése HEK 293 sejtekben, az
internalizaciora kifejtett hatasatol eltéréen, nem valtoztatta meg az AT;R B-arresztin2
kozotti interakciot sem Angll, sem pedig TRV3 hatasara (27. dbra). Ez arra enged
kovetkeztetni, hogy az ATiR és a B-arresztin2 kozotti kapesolddast nem befolyasolja a
plazmamembran PtdIns(4,5)P; szintjének valtoztatisa. Tovabba a GRK2 funkcidjanak
gatlasa arra is utalhat, hogy a GRK2 mellett mas GRK izoformdk is, mint GRK3/5/6,
fontos szerepet jatszhatnak az AT1R foszforilaciojaban és kovetkezményes f-arresztin2-

kotésében [192].
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27. abra DN-GRK2 hatasa az ATR B-arresztin2-kotésére

BRET mérésben HEK 293 sejtekben AT;R-Rluc, B-arresztin2-YFP és a jelzéseknek
megfeleld esetekben pcDNA3.1-et vagy DN-GRK2-t fejeztettiink ki. A tranziens
transzfekciot kovetéen 24 oraval végeztiikk el a BRET méréseket. A jelzett idopontban
vehikulumot (fekete és sziirke szaggatott vonalak), 100 nM Angll-t (piros és sarga
gorbe) vagy 1 uM TRV3-at (lila és kék gorbék) adtunk a sejtekhez. A BRET-hanyados
emelkedése az ATi{R és P-arresztin2 kozotti interakcid létrejottét jelzi, mely nem
valtozott meg DN-GRK2 kifejeztetésekor a pcDNA3.1 transzfektalt kontroll esetekhez
képest. Az dbrakon harom fiiggetlen kisérlet triplikdtumokban mért eredményei lathatok
atlag £ SEM érték formatumban.

Ezt kovetben annak szerettiink volna utanajarni, hogy befolyassal lehet-e egy
masik Gg-fehérje kapcsolt receptor aktivalodasa kovetkeztében létrejové PtdIns(4,5)P;
bontas az ATR internalizacidjara. Ehhez a HEK 293 sejteket az AT1R-Rluc és YFP-
Rab5 konstrukciok mellett aza-adrenerg receptorral (o1a-AR) is transzfektaltuk, mely
szintén képes Gq-fehérjét aktivalni. A kisérlet soran a mérés kezdetét kdvetden S perccel
1 uM A61603 (A61) agonistaval ingereltiik az o;a-AR-t [249], majd tovabbi 5 perc
elteltével 100 nM Angll-vel vagy 1 uM TRV3-al stimulaltuk az AT;R-eket. A 28.
abran lathato, hogy az eldzetes aia-AR aktivacio hatasara lasabban jelent meg az ATiR

a Rab5 tartalmu korai endoszoémékban mind Angll, mind pedig TRV3 stimulus esetén.
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28. dbra Az 0,-AR aktivalodas kovetkeztében létrejovoe PtdIns(4,5)P, deplécio
hatasa az AT1R internalizacidjara

24 o6raval a BRET mérés kezdete elbtt a sejteket AT;R-Rluc, YFP-Rab5 és aia-AR
konstrukciokkal transzfektaltuk. A kisérlet soran a jelzett iddpontban 1 yM A61603
(A61) a1a-AR agonistat (sarga és zold gorbék), majd pedig az AT1R stimulalasahoz 1
uM TRV3-at (lila és zold gorbek), Angll-t (piros és sarga gorbék), vagy pedig
vivOanyagot adtunk (szaggattott vonal) a sejtekhez. Az abrakon harom fiiggetlen
kisérlet triplikatumokban mért eredményei lathatok atlag = SEM érték formatumban.

5.7. Az AT1R sejten beliili tovabbi sorsanak nyomon kovetése Rab kis G-fehérjék
segitségével

A tovabbiakban az ATiR jelatvitel-szelektiv aktivaciojanak hatasait szerettiik
volna megvizsgalni a receptor hosszabb tava Sejten beliili eloszlasara. A Rab5 jelzett
endoszomakban vald gyorsult megjelenés ugyanis felvetette a lehet6ségét, hogy az

ATR jelatvitel-szelektiv aktivacidja esetleg eltérd kés6i receptorsorshoz is vezethet.
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Azért, hogy ezt a elképzelést megvizsgalhassuk, elemeztiik a receptor interakcidjat mas
Rab fehérjékkel is, melyeket az internalizalt receptorok endocitotikus/reciklizacios
utvonalainak markereiként tartanak szamon [216]. Munkacsoportunk korabbi
tanulmanyaban konfokalis mikroszkopia segitségével mar kimutatta, hogy az ATiR
internalizaciojat kovetden megjelenik nem csak a Rab5 tartalmu korai endoszomakban,
de a Rab4 tartalma korai, majd pedig a Rabll tartalmi késéi reciklizald
endoszomakban is [233].

Tovabbi BRET-es kisérleteinkhez a munkacsoportunk altal korabban hasznalt
GFP-vel jelzett Rab4, Rab7 és Rabl11 konstrukciokban a GFP fehérjét YFP-re cseréltiik.
Ezt kovetden elséként az AT;R-Rluc és a YFP-vel jelolt Rab4 kozotti interakciot
vizsgaltuk meg. A 29. dabrdan a BRET-hanyados emelkedése lathaté Angll
hozzéadasanak hatasara, mely jelzi, hogy sikeriilt BRET modszerrel reprodukéalnunk az
AT31R Rab4 tartalmt endoszoémakban valdé megjelenését. Az AT1R G-fehérje-fiiggetlen
jelatvitelre szelektiv aktivacidjakor (SII-Angll, TRV3 és TRV7 ligandok) a Rab5-nél
latottakhoz hasonléan (14. és 15. dbra), Rab4 esetén is gyorsabb internalizacios
tendencia figyelheté meg (29. dbra), mely TRV3 és TRV7 esetén szignifikansnak
adoédott (p>0,05 Angll vs. SII-Angll, p<0,05 Angll vs. TRV3 ¢és Angll vs TRV7,
egyszempontos ANOVA analizis €és Tukey post hoc teszt a mérés 500. és 1000.
masodperce kozotti értékek atlagaira). A nem elfogult ligand AnglV alkalmazasakor
pedig az Angll-nél tapasztaltaktol szignifikansan nem eltérd interakcid volt detektalhatod
Rab4 vizsgalatakor éppen ugy, mint korabban Rab5 esetén (p>0,05, Angll vs AnglV, az

elobb ismertett modon szamitva).
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29. dbra Az ATiR és Rab4 fehérje kozotti interakci6 nyomon kovetése agonista

ingerlés

hatasara

AT;R-Rluc és YFP-Rab4 fehérjéket kifejez6 HEK 293 sejteket, 24 oraval a

tranziens transzfekcio utan a jelzett idépontban: vehikulummal (A-C szaggatott vonal),
100 nM Angll-vel (A-C, piros gorbe), 10 uM SII-Angll-vel (A, kék gorbe), 1 uM
TRV3-al (B-C, lila gorbe), 1 uM TRV7-el (B, sziirke gorbe) vagy 10 uM AnglV-el (C,
sarga gorbe) ingereltink. A BRET-hanyados emelkedése az AT;R Rab4 tartalma

endoszomakban vald megjelenésére utal. n=3 Az adatokat atlag + SEM formatumban

abrazoltuk. ns= nem szignifikéans, * p<0,05.
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Kovetkezd 1épésként annak szerettiink volna utdnajarni, hogy tapasztalhat6-e
kiilonbség az ATi;R Rab7 tartalma kés6i endoszomakban, illetve lizoszémakban valo
megjelenésében is az altalunk alkalmazott elfogult, illetve elfogulatlan ligandok
hatasara. Méréseinkben a BRET-hanyados emelkedését, azaz molekularis kozelség
1étrejottét detektaltuk az AT1R-Rluc és YFP-Rab7 kozott nemesak Angll hanem a tobbi
vizsgalt ligand (SII-Angll, TRV3, TRV7 és AnglV) alkalmazasa esetén is (30. abra, A-

Q).
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30. abra Az AT;R Rab7 tartalmu késo6i endoszémakban val6 megjelenése

ATiR-Rluc és YFP-Rab7 fehérjéket kifejez6 HEK 293 sejteket 24 oraval a tranziens
transzfekcié utan, a jelzett idopontban ingereltiik: vehikulummal (A-C, szaggatott
vonal), 100 nM Angll-vel (A-C, piros gorbe), 10 uM SII-Angll-vel (A, kék gorbe), 1
uM TRV3-al (B-C, lila gorbe), 1 uM TRV 7-el (B, sziirke gorbe) vagy 10 uM AnglV-el
(C, sarga gorbe). Az abrakon harom fliggetlen kisérlet triplikatumokban mért

eredményei lathatok atlag £ SEM érték formatumban. * p<0,05.
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A Rab5-nél tapasztaltakhoz hasonloan (14. és 15. dbra), jelatvitel-szelektiv
aktivaciot kovetden, azaz SII-Angll, TRV3 és TRV7 hatasara gyorsabban jelent meg az
ATiR a Rab7 tartalmi endoszomakban, mint Angll vagy AnglV alkalmazasakor.
Tovabba megfigyelhetd, hogy az Angll-tdl eltérden, az Gsszes tobbi altalunk vizsgalt
ligand esetén (SII-Angll, TRV3, TRV7 és AnglV), az interakcio szignifikansan Kisebb
mértékiinek bizonyult, mint Angll alkalmazasakor (30. dbra, A-C, p<0,05 Angll vs SlI-
Angll, Angll vs TRV3, Angll vs TRV7, Angll vs AnglV, egyszempontos ANOVA
analizis és Tukey post hoc teszt a mérés 2000. és 4000. mésodperce kozotti értékek

atlagaira, vagyis az ingerlést kovetd 28. és 62. perc kozotti értékekre).

Hasonl6 kisérleteket végeztiink a transz-Golgi halozat, illetve a késéi reciklizalo
endoszomak markereként szamon tartott Rab11 kis G-fehérjével is. AT;R-Rluc és YFP-
Rabl1 transzfektalt sejteken végzett méréseinkben 100 nM Angll hozzaadasat kovetden
elészor egy BRET-hanyados-csokkenést tapasztaltunk, melyet koriilbeliil 15 perccel
késobb egy BRET-jel-emelkedés kovetett (31. dbra, A-C). Az alacsony affinitasa
ligandok alkalmazasa esetén (SII-Angll, TRV3, TRV7 és AngIV), az ingerlést kdvetden
elmaradt a BRET-hanyados kezdeti csokkenése, fokozatos BRET-jel-emelkedést
tapasztaltunk az ingerlést kovetd elsé 10 perc elteltével, mely az Angll-nél
tapasztaltakhoz képest szignifikansan nagyobb mértékiinek adodott (31. dbra, A-C,
p<0,05 Angll vs SlI-Angll, Angll vs TRV3, Angll vs TRV7, Angll vs AnglV,
egyszempontos ANOVA analizis ¢és Tukey post hoc teszt a mérés 1000. és 3000.
masodperce kozotti értékek atlagaira, vagyis az ingerlést kovetd 12. és 45. perc kozotti

értékekre).
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31. dbra AT1R megjelenése a Rabll tartalmu endoszomakban

BRET kisérleteinkben AT;R-Rluc és YFP-Rabll konstrukciokkal tranziensen
transzfektaltunk HEK 293 sejteket 24 oraval a mérés eldtt. A jelzett idépontban a
sejteket vivéanyaggal (A-C, szaggatott vonal), 100 nM Angll-vel (A-C, piros gorbe), 10
uM SII-Angll-vel (A, kék gorbe), 1 uM TRV3-al (B-C, lila gorbe), 1 uM TRV7-el (B,
sziirke gorbe) vagy 10 uM AlV-el (C, sarga gorbe) ingereltiik. A BRET-hanyados-
valtozasok az ATiR és a Rabll fehérje kozotti molekularis tdvolsdg novekedésére,
illetve csokkenésére utalnak. Az abrakon harom fiiggetlen kisérlet triplikatumokban

mért eredményei lathatok atlag £ SEM érték formatumban. * p<0,05.

Végiil arra voltunk kivancsiak, hogy milyen szerepet jatszik a G-fehérje
aktivaciot koveté Ca®* jel, az ATiR sejten beliili tovabbi sorsanak szabalyozasaban.
Méréseinkben a 18. dbrandl ismertetett Ca* kelator, BAPTA-AM elokezelést
alkalmaztuk. A 32. dbrdn lathatd, hogy a 30 perces BAPTA-AM elékezelés a Rab5-nél
tapasztaltakhoz hasonloan (18. dbra, A), nem valtoztatta meg az AT1R kapcsolatat sem

a Rab4, sem a Rab7, sem pedig a Rab11 fehérjékkel Angll ingerlést kovetden.
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32. abra BAPTA-AM el6kezeléssel végzett Ca?* kelacié hatasanak vizsgalata az
AT;R Rab4, Rab7 és Rab11 tartalmi vezikulakban valé megjelenésére

HEK 293 sejteket tranziensen transzfektaltunk 24 éraval a mérés elétt AT;R-Rluc (A-C)
¢s YFP-Rab4 (A), YFP-Rab7 (B) vagy YFP-Rab11l (C) plazmidokkal. A BRET mérés
soran vivoanyaggal (A-C, piros gorbek) vagy pedig 10 uM BAPTA-AM Ca”" kelatorral
(A-C, sziirke gorbek) kezeltiik el6 a sejteket 30 percig, majd a mérés inditasat kovetden
a jelzett idépontban 100 nM Angll-vel (A-C, piros és sziirke gorbék) vagy médiummal
(A-C, szaggatott vonal) ingereltiik a sejteket. Az abran feltlintetett BRET-hanyados-
kiilonbségek értékét mind a BAPTA-AM eldkezelt, mind pedig az el6kezelést nem
kapott mintdk esetén Uigy kaptuk, hogy az Angll stimulalt adatokbol kivontuk a mérés
soran csak vivoanyaggal ingerelt sejteken mért értékeket. Az abrakon harom fiiggetlen

kisérlet triplikatumokban mért eredményei lathatok atlag + SEM érték formatumban.
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6. Megbeszélés

Kisérleteinkben a B-arresztin-jelatvitelre szelektiv DRY/AAY mutans AT;R-t,
valamint ugyancsak B-arresztin-jelatvitel iranyaban elfogult ligandokat (SI-Angll, SlI-
Angll, TRV120023, TRV120027) alkalmaztunk. Ezen receptormutians és elfogult
ligandok altali aktivacid esetén G-fehérje iranya aktivacié nem jon létre, azonban G-
fehérjétdl fiiggetlen mechanizmusok (pl. B-arresztin funkcidi) megtartottak [109, 162,
180], mely felveti a lehetdségét, hogy a receptor sorsa eltérd lehet ilyen tipusa ingerlés
esetén. Az irodalmi adatok tiikrében ugyanis kétség sem férhet a P-arresztin
jelentdségéhez szamos GFKR, koztik az AT1R, Klatrinmedialt endocitézisaban [195].
Azonban léteznek B-arresztint6l fiiggetlen endocitotikus utvonalak is, akar egyazon
receptor esetén is [201, 250]. Az internalizacio jelensége kiilonbozé sejtes rendszerekkel
¢és receptorokkal végzett kisérletek alapjan a jelatviteltél (pl. G-fehérje-aktivacio)
fiiggetlentil is létrejohet [169, 251], azonban a jelatviteli Gtvonalak mitkkodése modulalo
szereppel birhat a receptor endocitozisaban [252].

Kisérleteinkben eldszor a jelatvitel-szelektiv aktivacio hatasat vizsgéaltuk meg az
ATiR Rab5 fehérje tartalmti korai endoszomakban valdé megjelenésére. A korabbi
konfokalis mikroszkopos eredményeknek megfeleléen [233, 240], BRET
kisérleteinkben is néhany perccel az Angll stimulust kdvetden, megjelent az AT1R a
korai endoszomalis kompartmentekben. A jelatvitel-szelektiv aktivacio hatasat eldszor a
DRY/AAY AT;R G-fehérje aktivaciora képtelen, azonban internalizaciora képes
mutans receptor [162], Rab5 jelzett endoszomakban valdé megjelenésével elemeztiik. Az
internalizacio kinetikaja a mutans receptor esetén szignifikansan gyorsabbnak bizonyult,
mint a vad tipust AT1R alkalmazasakor. Ezen eredményeket kiillonb6zd, szintén B-
arresztin-jelatvitelre szelektiv ligandok hatasaival vetettiik 6ssze. Az SI-Angll és az SII-
Angll elfogult ligandok esetén is molekularis kdzelség alakult ki az AT;1R és a Rab5 kis
G-fehérje kozott, azonban szintén az Angll altal tapasztalhatonal gyorsabb kinetikaval.
Az SI-Angll és az SII-Angll esetén is mar ismert volt az irodalomban, hogy képes a
receptor internalizaciojat kivaltani [169, 173], azonban korabbi kutatasok nem
vizsgaltak a receptor internalizcio kinetikdjat az Angll stimulushoz viszonyitva. A
felgyorsult korai internalizdci6 mechanizmusanak részletesebb elemzéséhez ujabb
jelatvitel-szelektiv ligandokat, a TRV120023-at (TRV3) és a TRV120027-et (TRV7) is

kiprobaltunk. Ezen agonistak is képesek a receptor internalizacidjanak elinditasara

87



DOI:10.14753/SE.2017.2039

[180], mely kisérleteinkben szintén gyorsabbnak bizonyult, mint az Angll alkalmazasa
esetén. EbbOl arra kovetkeztethetiink, hogy a receptor internalizacié ezen korai 1épése
hamarabb jon létre funkcionalisan szelektiv aktivacié soran, mint a vad tipusu receptor
Angll stimulusa esetén.

Ezt kovetéen annak szerettiink volna utana jarni, hogy mi lehet a tapasztalt
felgyorsult internalizaci6é oka. Mivel felmeriilt a jelenség magyarazataként a jelatvitel-
szelektiv ligandok Angll-nél alacsonyabb affinitasa (/. tablazat, KiAngll: 1,15 nM;
KiSI-Angll: 7 nM; K;SII-Angll: 213 nM [134]; KiTRV3: 10 nM; K;TRV7: 16 nM [180,
181]), megvizsgaltuk az elfogulatlan, azonban szintén alacsonyabb affinitassal
rendelkezé AnglV altal 1étrehozott internalizaciot is (/. tabldzat, KiAnglV: >1000 nM
[21]). AnglV hatasara azonban az Angll-ével egyez6 modon kissé lassabb, és nem az
elfogult ligandokéra emlékezteté kinetikat kaptunk. A gyorsabb megjelenés tehat
feltehetéen nem az affinitasbeli kiilonbségekbdl adodik.

A tovabbiakban a funkcionalisan szelektiv ligandok altal kivaltott endocitdzis
mechanizmusat térképeztik fel az Angll ingerlésnél tapasztaltak tiikrében. Ehhez
eldszor 1s megvizsgaltuk kiilonbozd endocitotikus utvonalak szerepét az elfogult, illetve
elfogulatlan ligandok internalizacidjaban. Az AT;iR alacsonyabb Angll koncentracio
(pl. 0,2 nM ) elsdsorban klatrin medialt endocitozissal keriil a sejt belsejébe , azonban
nagyobb koncentracioknal (pl. 30 nM) megfigyelhetd p-arresztin-fiiggetlen
internalizacié is [250, 253]. Kisérleteinkben azonban mind Angll, mind pedig a
jelatvitel-szelektiv ligand SI1-AngllI altal 1étrehozott AT1R internalizacié azonos mddon
reagalt az endocitotikus utvonalak gatlasara. Ezek alapjan feltételezhetjiik, hogy mind
jelatvitel-szelektiv aktivaciot (SII-Angll), mind pedig az elfogulatlan agonista (Angll)
simulust kovetéen elsésorban klatrinmedialt endocitozissal keriil az AT;R a sejt
belsejébe.

Mivel az altalunk vizsgalt jelatvitel-szelektiv agonistak nem képesek a G-
fehérje-fliggd jelpalyak elinditasara, Gg-aktivacié hianyaban ca®* jel sem jon létre. A
Ca?" jon szamos sejtfunkciot képes befolyasolni, koztiik a citoszkeleton atrendezédését
€s az intracellularis vezikulak fuziojat is [254, 255]. Megvizsgaltuk ezért a
receptoraktivaciot kovetod Ca** jel szerepét az AT1R Rab5 tartalmi endoszémakban valo
megjelenésére. Kisérleteinkben a Ca?* kelator BAPTA-AM elSkezelés nem valtoztatta

meg az Angll internalizacios kinetikajat. Ez arra enged arra kovetkeztetni, hogy nem a
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Ca®* jel hianya felelés az eltérd internalizacidért a B-arresztin-jelatvitelre szelektiv
aktivacid esetén.

Ezt kovetden felmertilt a receptor aktivaciot kovet6 igen korai 1épés, az AT1R B-
arresztin2-kotésének szerepe az eltér6 internalizacioban elfogult jelatvitel esetén. Az
irodalomban ismert, hogy nem csak az Angll, de mind az SI-Angll, mind pedig az SlI-
Angll hatasara a receptorhoz B-arresztin kotddik [134]. Ennek megfeleléen emelkedd
BRET-hanyadost tapasztaltunk mind Angll, mind pedig a két elfogult ligand
alkalmazasa esetén az AT;R-Rluc és B-arresztin2-YFP ko6zott. Azonban a hanyados
emelkedése SI-Angll és SlI-Angll esetén is kisebb mértékinek ¢és kevésbé
fenntartottnak bizonyult, mint Angll altali ingerléskor. Ez arra utalhat, hogy ezen
jelatvitel-szelektiv ligandok 4altali aktivacié esetén a receptorhoz kisebb mértékben
kotédik a P-arresztin2 molekula. A B-arresztin2-kotés 1étrejottéhez és stabilitasahoz
sziikséges a receptor megfeleld konformacidban valo stabilizalasa, illetve a C-terminalis
régid kitilintetett szerin és treonin aminosavainak foszforilacigja [256, 257]. Mind SI-
Angll, mind pedig SII-AnglI esetén ismert, hogy kisebb affinitassal kotédnek az AT1R-
hez [134], valamint, hogy alkalmazasukkor az Angll stimulushoz képest csokkent a
receptor 0sszfoszforilacioja [169]. Mindkét mechanizmus szerepet jatszhat a gyengébb
interakcid létrejottében, mivel a kisebb affinitassal koto ligandok eltéré konformacioban
stabilizaljak a receptort, mely megvaltozott GRK-kotédést, és igy receptor-
foszforilaciés mintazatot eredményezhet [134, 192]. Tovabbi lehetséges magyarazatot
jelent az a megfigyelés, mely szerint az AT1R G-fehérje aktivacioja fokozza a receptor
[B-arresztin-kotését, tobbek kozott a Py-alegység altal szabalyozott GRK2/3 altali
foszforilacio kozvetitésével, igy G-fehérje aktivacid hianya csokkent B-arresztin-kotést
eredményezhet [161].

A kérdés megvalaszolasahoz az wjabb ATiR ligandok B-arresztin-kotésének
vizsgalatat is elvégeztiik. Az SlI-Angll-vel megegyezéen, TRV3 és TRV7 hatasara is
sikeriilt kimutatnunk az ATiR B-arresztin-kotését [180, 181], mely a tobbi jelatvitel-
szelektiv ligandnal tapasztaltakhoz hasonldan, kisebb mértékiinek adodott, mint Angll
stimulus esetén. Ezenkiviil a DRY/AAY jelatvitel-szelektiv mutans receptor esetén is
1étrejott a PB-arresztin-kotés az altalunk alkalmazott BRET rendszerben, a korabban
leirtaknak megfeleléen [161], mely a funkcionalisan szelektiv ligandokhoz hasonldan,

csokkentebb mértékiinek adddott. Ezek alapjan a G-fehérje aktivacio hianya, majd pedig
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a csokkent B-arresztin-kotés lehetne felelds az eltérd internalizacidért. A B-arresztin-
kotés meghatarozo szerepét a felgyorsult korai internalizaciéban viszont cafolja az
AnglV altali ingerléssel kapott B-arresztin-kotési eredmények, ugyanis a nem elfogult
agonista AnglV a jelatvitel-szelektiv ligandokhoz hasonléan gyengébb erésségli f3-
arresztin-kotést mutatott. Azonban korabban lathattuk, hogy az AnglV korai
internalizacids hatdsai az Angll-ével egyeznek meg. Az AnglV-el kapott eredmények
inkabb a ligandok affinitasanak szerepét vetik fel a receptor B-arresztin-kotésének
erosségében. Megfigyelhetd ugyanis, hogy az altalunk vizsgalt jelatvitel-szelektiv
ligandok, valamint a mutans receptor P-arresztin-kotése korrelal a ligandok ATiR,
illetve a DRY/AAY AT:iR Angll affinitaisaval. A DRY/AAY AT;R a vad tipusu
receptoréhoz nagyon hasonlé affinitassal rendelkezik az Angll irant [161], és PB-
arresztin-kotésének erdssége is a legkozelebb all a vad tipustt AT1R Angll altal kivaltott
B-arresztin-kotéséhez. Az SlI-Angll a TRV vegyiileteknél egy nagysagrenddel kisebb
affinitasu ligand, és B-arresztin-kotése is elmarad a TRV vegyiileteknél tapasztaltaktol.
A ligandaffinitas szerepének tisztazasahoz a [-arresztin-kotés erdsségében azonban
tovabbi kisérletek sziikségesek. Feltehetden tehat tobb mechanizmus (pl. ligandaffinitas,
G-fehérje aktivacio) is szerepet jatszhat a B-arresztin-kotésének erdsségében, azonban a
B-arresztin-receptor interakcio mértéke nem tehetd felelossé a felgyorsult korai
internalizacioért.

Bar a jelatvitel-szelektiv ligandok kisebb affinitassal kotédnek az AT;R-hoz,
azonban dézis-hatas gorbéink alapjan az altalunk alkalmazott dézisokban mar minden
vizsgalt ligand létrehozza maximalis biologiai valaszat. A tapasztalt internalizacios
kiilonbség ennek kovetkeztében nem a Kisebb affinitasu ligandok tal alacsony
koncentracioinak koszonheto.

Mivel az Angll és AnglV-t6l eltéréen sem a [-arresztin jelatvitel-szelektiv
ligandok, sem pedig a DRY/AAY ATiR nem képes Gg-fehérjét aktivalni, ezaltal
PtdIns(4,5)P, bontast létrehozni [256], Szerettiink volna utanajarni, hogy az eltéré
plazmamembran PtdIns(4,5)P, szint Osszefiiggésbe hozhato-e, az altalunk vizsgalt
internalizacios jelenséggel. A sejtorganellum-membranok foszfoinozitidjeirdl ismert,
hogy szamos sejtfunkcié szabalyozasanak kulcsmolekulai, tobbek kozott a vezikularis-
transzport-folyamatok regulalasanak is [224]. A plazmamembran foszfoinozitidjei,

kozilik is elsésorban a PtdIns(4,5)P, alapvetd szerepe a CME folyamataban széles
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korben elfogadott az irodalomban. Mint a bevezetésben emlitettem, szamos
endocitozisban szerepet jatszo fehérje rendelkezik PtdIns(4,5)P; k6t6 doménnel [258].
Korabbi, elsdsorban transzferrin-receptoron végzett kutatasok igazoltak a PtdIns(4,5)P;
szint csokkentésének gatlo hatasat a klatrinburkos vezikulak kialakulasara, valamint a
receptormedialt endocitozisra [259, 260]. Ujabb eredmények pedig kimutattak, hogy a
PtdIns(4,5)P, szint csokkentésének gatld hatasa az endocitozisra a GFKR-ek esetén is
megfigyelheté [246]. Méréseink soran a plazmamembran PtdIns(4,5)P; szintjének
fenntartasaban kulcsfontossagi PI4KA enzim gatlasa nagy dozisa wortmanninnal (10
uM) vagy a specifikus Al gatloszerrel (10 nM) megakadalyozta az Angll, illetve az
AnglV hatéasara 1étrejové endocitozist. Ez 6sszhangban all korabbi irodalmi adatokkal,
melyek szerint a plazmamembran PtdIns(4,5)P,-készletének szintézisében és
reszintézisében a PI4KA enzimek kiemelkedd szerepet jatszanak [231]. Jelen
elképzelésiink szerint a PI4KA gatlas kovetkeztében az Angll, illetve az AnglV
ingerlésre 1étrejové PtdIns(4,5)P, bontast nem kovette teljesen a plazmamembran
PtdIns4P, majd ebbdl PtdIns(4,5)P, reszintézise. A PtdIns(4,5)P, molekula lokalis
hianya pedig gatolta a receptor endocitdzisat. A G-fehérjét nem aktivalo TRV3 esetén
azonban PI4KA enzim gatlasakor nem figyelhetdé meg valtozas az endocitdzisban.
Ebben az esetben ugyanis nem jon létre Gy-fehérje altali plazmamembran PtdIns(4,5)P,
deplécio, igy a PtdIns4dP majd PtdIns(4,5)P, reszintézis sem sziikséges az endocitdzis
biztositasdhoz. Ezt az elképzelést timasztja ala a Gq-fehérje, DN-GRK2 4ltali gatlasakor
kapott eredményiink is. A Gq-fehérje és ezaltal a PtdIns(4,5)P, deplécio gatlasa ugyanis,
felgyorsult korai internalizaciohoz vezetett Angll stimulus esetén, melynek kinetikaja a
funkcionalisan szelektiv ligandoknal tapasztaltakhoz hasonl6. Az Angll altal létrehozott
B-arresztin-kotésben azonban nem talaltunk eltérést DN-GRK2-vel torténd Gq-fehérje
gatlasa esetén. Ez 0sszhangban all a korabbi eredményeinkkel, hogy a p-arresztin-kotés
mértéke nem meghataroz6 a gyorsult korai internalizacidban. Hasonlé eredményre
jutottak Toth és tarsai is egy masik Korabbi kézleményében, 6k sem talaltak eltérést
PtdIns(4,5)P, deplécio indukcido esetén az Angll altal kivaltott P-arresztin2-kotés
mértékében és kinetikajaban [246]. Ezek alapjan tovabbra is feltételezhetjiik, hogy a
gyorsult korai internalizacié az elmaradé PtdIns(4,5)P, depléci6 kovetkeztében jon létre

G-fehérjét nem aktivalo elfogult ligandok esetén.

91



DOI:10.14753/SE.2017.2039

Elézetes irodalmi adatok, illetve munkacsoportunk korabbi eredményei tovabba
arra is utaltak, hogy egy Gg-fehérje kapcsolt receptor aktivacidja altal létrejott
PtdIns(4,5)P, bontas gatld hatast fejthet ki egy masik GFKR internalizaciojara is [261].
Megvizsgaltuk ezt az elképzelést funkcionalisan szelektiv AT;R ligand alkalmazaséaval
IS, aua-AR és ATiR egyidejl transzfekcidja segitségével. Az elézetes a1a-AR aktivalas
hatasara, feltehetden a PtdIns(4,5)P, szint csokkenés kovetkeztében, gatlas volt
megfigyelheté az AT1R korai endoszomakban valdo megjelenésében mind elfogulatlan,
mind pedig elfogult AT1R ligand kés6bbi hozzaadasat kovetéen. Az internalizacid ilyen
modu gatlasa kovetkeztében megsziint a korabban latott kinetikai kiilonbség az Angll,
illetve a TRV3 ligand hatasai kozott, feltehetéen mivel ebben az esetben nemcsak a
TRV3, hanem mar az Angll sem tudott PtdIns(4,5)P, depléciot 1étrehozni.

A megvaltozott Rab5 tartalmu korai endoszoémaban valo megjelenés felvetette a
lehetdségét, hogy jelatvitel-szelektiv ligand altali aktivacio esetén esetleg a vezikularis
transzport folyamatok késébbi Iépéseiben is eltérések fordulhatnak eld. Kovetkezo
kisérleteinkben ezen hipotézisnek jartunk utdna. Szdmos tanulmany vizsgalta mar a
kiilonb6z6 Rab kis G-fehérjék, koztiikk a Rab4, Rab5, Rab7 és Rabl11 szerepét az AT;R
sejten beliili vezikularis-transzport-folyamataiban [217, 233, 240, 262]. Munkankban
kiterjesztettiik az eddig ismert adatokat, mivel nem kizardlag a vad tipusi ATiR és
Angll stimulusat vizsgaltuk, hanem jelatvitel-szelektiv agonistakat is alkalmaztunk.
Korabbi tanulmanyok, illetve sajat munkak értelmezése soran fontos kiemelni, hogy egy
adott sejten beliili vezikula nem csak egy, hanem szamos Rab izoformat is tartalmazhat,
valamint egy vezikulatipusban tobbféle Rab fehérje is jelen lehet egyszerre. Példaul
léteznek csak Rab5-6t, Rab4-et és Rab5-6t, valamint Rab4-et és Rabl1-et egyszerre
tartalmazod endoszamak, mig példaul a Rab7 a késéi endoszomakban ¢és a
lizoszomakban is egyarant el6fordulhat [218, 263].

Elszor az AT,{R Rab4 tartalmu, els6sorban korai reciklizalo vezikulakban valo
megjelenését elemeztiik, melynek sordn nagyon hasonld kinetikat, és funkcionalisan
szelektiv ligandok esetén kissé gyorsabb internalizaciot tapasztaltunk, hasonléan mint a
Rab5 bioszenzorral végzett méréseinkben. Ez arra utal, hogy jelen kisérleti
koriilmények kozott a Rab4 elsésorban Rab4/5 pozitiv endoszomakban lokalizalodik.
Megvizsgaltuk tovabba az ATiR Rab7 fehérjével torténd interakciot is, mely fontos

szabalyoz6 szerepet jatszik a GFKR-ek sejten beliili jelfeldolgozasaban, mivel a korai
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endoszomakbol a késoéi endoszomakba, illetve a lizoszomalis kompartmentekbe vezeti a
receptorokat. Ugy tiinik, hogy a funkcionélisan szelektiven indukalt receptorok (SlI-
Angll, TRV3, illetve TRV7 altal) nem preferaljak olyan mértékben az asszociaciot a
Rab7 kompartmentekkel, mint az Angll stimulacié esetén. A nem elfogult ligand
ANnglV ingerlésekor a receptor szintén kevésbé jelent meg a lizoszoémalis lebontas
utvonalan, mint Angll hatasara, viszont az Angll-vel egyidében. A Rab7 tartalmu
vezikulakban valé megjelenés, ezaltal a degradaciora keriilés mértéke, jo korrelaciot
mutat a ligandok altal indukalt receptor B-arresztin-kotésének erdsségével. Lehetséges
magyarazat, hogy az elfogult ligandok, valamint az AnglV altal kivaltott gyengébb -
arresztin-receptor interakcié hatasara, a receptor kevésbé kotelezddik el a lizoszomalis
lebontas iranyaba. Ezt a feltevést tamasztja ala az az irodalmi megfigyelés, hogy az ,,A
osztalyba” sorolhatd GFKR, melyekre gyengébb [-arresztin-kotés és gyorsabb
ledisszociacié jellemzd, elsdsorban a reciklizacié Utvonalan jelennek meg. Ezzel
ellentétben a B-arresztint stabilan koto receptorok (,,B osztaly”), gyakrabban keriilnek a
lizoszémalis lebontas utjara [98]. Az egyik, illetve a masik osztalyba sorolhatd
receptorok C-terminalis régidinak felcserélésével a receptorok foszforilacidjanak, P-
arresztin-kotésének és internalizaciojanak jellemzo6i teljesen felcserélddnek, a
receptorok a masik osztalyba sorolédnak [264]. Feltételezhetjiik tehat, hogy jelatvitel-
szelektiv aktivacio soran az eltéré receptorkonformacio, foszforilacio és B-arresztin-
kotés kovetkeztében valtozik meg a receptor eloszlasa a Rab7 tartalmu vezikuldkban.
Megvizsgaltuk tovabba az AT{R Rabl1 fehérjével jelzett perinukleraris, illetve
késo6i reciklizald endoszomakban vald eloszlasat is. Korabban mind konfokalis [233],
mind pedig FRET mikroszkdppal kimutatasra keriilt [265], hogy a Rab4 és Rabl1
fehérjék egyiitt koordinaljdk az AT;R reciklizacidjat; a korai reciklizacid sordan a
receptor elsésorban a Rab4-hez kapcsolddik, mig késdi fazisu reciklizacio esetén foként
a Rabll-hez. Ez 6sszhangban all az altalunk kapott eredményekkel, melyek szerint az
AT;R és a Rabl1 kapcsolodasa a stimulust kovetdi kés6bbi esemény. Erdekes modon a
Rabl1-el torténd asszociacid nagyon eltér az Angll-nél tapasztaltaktol, mind jelatvitel-
szelektiv (SII-Angll, TRV3, TRV7), mind pedig AnglV altali stimulus esetén. A
kapcsolodas ezen ligandok hatidsara az ingerlést kovetden kordbban kezdddik és
nagyobb mértékii. Megfigyelhetd tovabba, hogy Angll ingerlést kovetden eldszor a
BRET-hanyados csokkenése kovetkezik be, melyet kb. 15 perc elteltével kdvet a
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molekularis kozelség 1étrejotte. Ismert, hogy a Rab11 molekula fontos szerepet jatszik a
reciklizalé endocitotikus kompartmentek és a bioszintetikus reciklizaldé vezikulak
iranyitasaban [266], valamint az exocit6zis mechanizmusanak regulacidjaban is [267].
A jelenség magyarazataul szolgalhat, hogy a rendszeriinkben nagy mennyiségben
kifejezett AT;R-0k egy része mar nyugalomban is a Rabll tartalmi vezikuldkban
talalhatdo. Angll ingerlés hatdsdra pedig Aatkeriilnek egy masik vezikularis
kompartmentbe, mely csokkenti a BRET-hanyados mértékét. Ezen externalizacios
jelenség pontos mechanizmusa, azonban még kérdéses.

Mivel a B-arresztin az AT;R-hez tartésan kotve marad az endocitdzist soran
[232], lehetséges, hogy nem csak a lizoszomakban valé megjelenés, de az AT1R késo6i
reciklizacidjanak mértéke is fligg az aktivalt receptor B-arresztin iranti affinitasatol. Mar
korabban felmeriilt az irodalomban, hogy a receptor és B-arresztin kozotti interakcio
stabilitisa meghatarozé jelentdségli lehet a receptor reciklizacid/reszenzitizacio
mértékében, a B-arresztinnel tartésabban kotddd receptor ugyanis sokkal lassabban
reciklizalodik [264]. Mindazonaltal a B-arresztin és AT1R szétvalasa 6onmagaban nem
elegendd a receptor defoszforilacidjanak elinditasahoz [268]. A B-arresztin molekula
szerepét a Rabl1 jelzett kés6i endoszomakban valo reciklizacioban megerdsiti, hogy a
B-arresztinl és a B-arresztin2 molekula is bazalis interakciot mutat a Gaf-1 fehérjével, a
Rabl1 csaladdal reagald fehérjecsoport tagjaval, mely a vezikularis transzport
folyamatok egyik allvanyfehérjéje [269]. A P-arresztin2 molekula ATiR stimulust
kovetéen is interakcioban marad a Gaf-1 fehérjével [101], ezaltal feltehetden
hozzakapcsolja a receptort a Rabll altal medidlt, plazmamembran felé iranyulo
vezikula transzporthoz. Ez a jelenség is megerdsiti a B-arresztin2 molekula, ezaltal a -
arresztin2-kotés erdsségének szerepét az AT1R reciklizaciojaban. A megvaltozott sejten
beliili vandorlds lehetséges okaként megvizsgaltuk a Ca®*-jel szerepét, azonban
BAPTA-AM eldkezelés nem valtoztatta meg a receptor sejten beliili mozgasdnak
mintdzatat.

Végiil fontos figyelembe venni, hogy az ATiR esetén is képes mind a Rab4, a
Rab5, a Rab7 és a Rabll kis G-fehérje a receptor karboxil-terminalis végén 1évo
kotéhelyhez kotddni, valamint a kotOhelyért egymassal versengeni [239]. Ennek
fényében nem tudjuk kizdrni annak a lehetdségét, hogy az altalunk detektalt BRET-

hanyados-véltozasok nem az ATiR-ok és Rab fehérjék kozotti direkt kapcsolodas
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eredményei-e. Lehetséges tehat, hogy a jelatvitel-szelektiven aktivalt receptor
konformaciok kozvetleniil képesek befolyasolni a receptor kiilonbozd intracellularis
Erre utalhat a kozelmultban felismerést jelenség, hogy a GFKR-ek képesek a Rab
asszocialt regulator fehérjék mikodését befolyasolni, melyek befolyassal birnak a Rab
fehérjék elhelyezkedésére és mitkodésére [270].

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy munkankban megvizsgaltuk a jeltavitel-
szelektiv aktivacié hatdsat az ATiR endocitozisara. Kiilonb6zé Rab kis G-fehérjék
YFP-vel jelolt konstrukcioit, mint a vezikularis transzport rendszer markereit
alkalmazva kimutattuk, hogy az ATiR Kkorai, illetve kés6i sejten beliili sorsa is
kiilonbozik B-arresztin-jelatvitelre szelektiv aktivaciot kovetden, mely meghatarozo
jelentdségli lehet a sejtfelszini receptorszam, valamint a receptor valaszkészségének
szabalyozasaban. Ezen eredmények tjabb farmakoterapias lehet6ségeket vetnek fel a
GFKR-ek finomabb szabalyozasaban funkcionalisan szelektiv ligandok alkalmazasaval,
melyekrél immar feltételezhetjiik, hogy nemcsak a receptorrdl elinduld jelatviteli
palyakat képesek egyedi mintazat alapjan aktivalni, de a receptor valaszkészségét,

sejtfelszini megjelenését is képesek befolyasolni.
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7. Kovetkeztetések

Kisérleteinkben a jelatvitel-szelektiv aktivacid hatdsat vizsgdltuk az ATiR
endocitozisanak korai, illetve késobbi folyamataira BRET-modszerrel €16 sejteken.
Eredményeink alapjan a kovetkez6 kovetkeztetések vonhatok le:

Az ATiR korabban jelenik meg a Rab5 tartalmu korai endoszoémakban [-
arresztin-jelatvitelre szelektiv aktivaciot kovetden, mint Angll stimulus hatasara.

A megvaltozott korai internalizacié nem kiilonb6zé endocitotikus ttvonalakon
keresztiil jon 1étre, valamint sem az eltéré B-arresztin-kotés erdsség, sem pedig a Ca** jel
hidnya nem jatszik szerepet a folyamatban. A G-fehérje aktivacidja kovetkeztében
1étrejovo PtdIns(4,5)P, bontas, majd pedig reszintézis viszont meghatarozo az Angll
altal kivaltott lassabb internalizacidban. Ezaltal feltételezhetjiik, hogy a G-fehérje
aktivacio ¢és PtdIns(4,5)P, deplécio hianya teheté feleléssé a gyorsabb korai
internalizacidért, B-arresztin-jelatvitelre elfogult ligandok esetén.

Tovabba az AT{R Rab4, Rab7, illetve Rabl1l tartalmi endoszomdakban vald
megjelenése is eltérd funkcionalisan szelektiv aktivaciot kdvetden. A receptor korabban
jelenik meg ezen fehérjékkel jelzett kompartmentekben elfogult ligand altali aktivacio
esetén, mint a nem szelektiv Angll vagy pedig AnglV alkalmazasakor. A receptor késéi
intracellularis sorsat nem befolyasolja a Ca* jel hidnya, azonban a B-arresztin-kotés
erossége jol korrelal a folyamattal. A gyengébb [-arresztin-kotéssel rendelkezd
ligandok hatasara gyengébb interakcido mutathat6 ki az ATiR és a Rab7 fehérje kozott,
mely a késoi endoszomak, illetve a lizoszomak markere, viszont fokozottabban jelenik
meg az AT1R a késo6i reciklizaldo endoszomakban, melyet a Rab11-el 1étrejévo nagyobb

mérteki interakcio jelez.
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8. Osszefoglalas

Kisérletes munkam soran az irodalomban elsOként vizsgaltuk meg a jelatvitel-
szelektiv aktivacidé hatasat egy GFKR endocitozisara. Eredményeink alapjan a vad
tipust és a DRY/AAY mutans AT1R-0k, valamint az Angll, illetve a jelatvitel-szelektiv
agonistak altal stimulalt receptorok sejten beliili kompartmentek kozotti eloszlasa
kiilonb6z6. B-arresztin-jelatvitelre elfogult ligandok hatasara felgyorsul az AT;R Rab5
tartalmu korai endoszomakban valoé megjelenése. Adataink arra utalnak, hogy nem az
eltérd internalizacios Gtvonalak vagy mésodlagos hirvivé termékek (pl. Ca®* jel), hanem
a PtdIns(4,5)P, bontasa és reszintézise felelds az ATiR korai endocitozisanak eltérd
mértékéért és kinetikdjaért Angll, illetve jelatvitel-szelektiv aktivaciot kovetden.
Tovabba az ATiR késdi vezikularis transzportja is kiilonb6z6 funkcionalisan szelektiv
aktivacio esetén, minthogy a receptor kevésbé jelenik meg a lizoszémalis lebontast jelzo
Rab7 tartalmi vezikuldkban, viszont Kifejezettebb interakciét mutat a késoi
reciklizacidban szerepet jatszo Rab11 molekuldkkal. Feltehetéen az AT1R sejten beliili
késobbi sorsanak legfontosabb meghatarozoja a stimulalt receptorhoz vald f-arresztin
kotédés modja és erdssége.

A szovetek ¢és sejtek hormon-érzékenységét meghatdrozo sejtfelszini
receptorsiiriség dinamikusan valtozo allapot, mely az externalizacids (a receptorokat a
sejten beliili kompartmentekbdl a plazmamembran felé szallitdé folyamatok) és
internalizaciés utvonalak (melyek endocitozissal eltavolitjdk a receptorokat a
plazmamembranbol) kozotti egyensuly altal szabalyozott. Nagyon igéretes, hogy a
receptor externalizacid és internalizacid kozotti finom egyensuly jelatvitel-szelektiv
agonistakkal befolyasolhatd, mely lehetéséget jelenthet a jelatvitel-szelektiv ligandok
klinikai alkalmazasara kiilonbozd betegségekben, ahol a sejtek érzékenységének

modositasa terapias célként szerepelhet.
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9. Summary

We investigated and analysed the effect of biased agonism on the endocytosis of
a GPCR in our experimental work. Our results suggest that the wild type and the biased
DRY/AAY mutant AT;Rs and also the Angll or biased agonist stimulated receptors
differ in their sorting between intracellular compartments. An accelerated colocalisation
was detected between the Rab5 containing early endosomes and the AT;Rs activated by
[-arrestin biased agonists. We found that neither fundamentally different internalization
routes, nor second messengers like the calcium signal but rather the transient depletion
of the plasma membrane PtdIns(4,5)P, pool is responsible for the reduced rate of AngllI-
induced AT;R endocytosis compared with the biased agonist-induced responses.
Furthermore, we managed to demonstrate a different late vesicular trafficking of AT;R
during functional selective activation, such as the biased activated receptor showed a
weaker interaction with Rab7 proteins, markers of the late endosomes and lysosomes, as
well as a pronounced appearance in the late recycling endosomes, which contain Rab11
protein. We found that the later fate of the AT;R within the cells mostly depends on the
course of the B-arrestin binding to the stimulated receptor.

The hormonal responsiveness of tissues and cells depends on the number of cell
surface receptors which is determinated by a dynamic balance between externalization
(delivery mechanisms which transport the receptors from the intracellular compartments
to the plasma membrane) and internalization pathways (endocytosis mechanisms which
remove the receptor from the plasma membrane) of the receptors. It is very promising
that the delicate balance between receptor resensitization/externalization and
desensitization/internalization can be modified by biased agonists, which raises the
possibility of applying biased ligands in diseases where intracellular receptor processing

should be changed.
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