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Az elvégzett munka ismertetése és az elért eredmények 6sszefoglalasa:

Kisérleteink kezdeti szakaszaban - az elézetes terveknek megfeleléen - biolumineszcencia
rezonancia energiaenergiatranszfer (BRET) modszer elvégzéséhez szikséges plazmidokat
allitottunk eld. Els6é lépésben az AT1 angiotenzinreceptorok C-termindlis részéhez sarga
fluoreszcens fehérjét (YFP), illetve cian fluoreszcens fehérjét (CFP) kapcsoltunk. E fuzids
fehérjéket endogén ATl-receptort nem tartalmazé, majomvese eredetli COS-7
tumorsejtekben, HEK 293-es human vesetumor-sejtekben és kinai horcség ovarium (CHO)
sejtekben expresszaltuk. Megdallapitottuk, hogy a munkacsoportunkban korabban mar
hasznalt AT1-receptor/zéld fluoreszcens fehérje (GFP) fuziés fehérjéhez hasonléan ezek a
receptorok is az eredeti AT1-receptoréhoz hasonlo ligandkoétési és jelatviteli tulajdonsagokkal
rendelkeznek. Fluoreszcens tulajdonsagai alapjdn a YFP-vel 0Osszekapcsolt receptor
konfokélis mikroszképpal €16 sejtekben is megfigyelhetd, és ott a GFP-vel jelzett receptorhoz
hasonldéan helyezkedik el. A sejtek angiotenzin ll-vel torténd serkentését kovetéen a receptor
a sejtmembranbdl intracellularis vezikulakba internalizalédik, melyek el6bb a sejt perifériajan
jelennek meg, majd kés6bb egy a sejtmag kozelében taldlhatd kompartmentben
halmozodnak fel. Szintén létrehoztunk olyan fehérjéket, melyekben a 32-arresztin molekuléat
piros fluoreszcens fehérjével (RFP), illetve renilla luciferazzal (RL) kapcsoltuk 6ssze. A 32-
arresztin/RFP molekula kontroll sejtekben homogén eloszlasben a citoplazmaban volt
megtalalhatd. AT1-receptort expresszaldé sejtek angiotenzin Il-vel torténd serkentését
kovetéen a [R2-arresztin/RFP molekula a sejtmembranhoz, illetve az AT1-receptort
tartalmazo intracellularis vezikuldkba transzlokalodott. Tehat az aktivalt receptor és a R2-
arresztin molekula k6zott kapcsolat alakult ki, mely konfokalis mikroszkoppal megfigyelhetd
volt. Ezt kdvetéen megvizsgéltuk e kapcsolat kialakulasanak kinetikdjat BRET moddszerrel.
Ennek soran a sejtekben ATl-receptor/YFP-t és [R2-arresztin/RL-t expresszaltunk.
Megéllapitottuk, hogy megfelel6 RL szubsztrat adasat kovetéen a kontroll sejtekben a két
molekula kdzott csak minimalis mértékl (a hattértdl érdemlegesen nem kilonb6z6) BRET jel
jon létre. Angiotenzin Il hatdsara dozis-flggé BRET valasz alakult ki. Ez az interakcié a
hormon adasat koévetéen néhany perc alatt kialakult, és tartésan (legalabb 90 percig)
folyamatosan fennallt. A Kkettes tipust (AT2) angiotenzinreceptor elsésorban a
plazmamembranon helyezkedik el, és irodalmi adatokbdl, valamint sajat korabbi adatainkbdl
ismert volt, hogy az AT1-receptortdl eltéréen angiotenzin 1l hatasdra nem aktival Gq
fehérjéket és nem internalizalodik. Létrehoztunk AT2-receptor/YFP fluoreszcens fehérjét is,
és konfokalis mikroszképpal végzett vizsgalatainkban azt taléltuk, hogy ez a receptor
angiotenzin 1l kezelést kovetéen nem kapcsolodik R-arresztinnel. Ezt kovetéen azt is
kimutattuk, hogy nem jon létre detektalhat6 BRET interakci6 AT2-receptor/YFP-t és 132-

arresztin/RL-t expresszald kontroll, illetve angiotenzin Il-vel serkentett sejtekben. Mindezek
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alapjan megallapithatd, hogy az AT1 és AT2 receptorok eltérd jelatvitelik mellett jelents
eltéréseket mutatnak a R-arresztinekhez torténd kapcsolédas szempontjdbol is. E
kisérleteink eredményeit a FEBS Letters folyGiratban publikltuk [Turu, G.; Szidonya, L.;
Gaborik, Z.; Buday, L.; Spat, A.; Clark, A.J.L.; Hunyady, L.: Differential 3-arrestin binding of
AT, and AT, angiotensin receptors. FEBS Letters 580:41-45, (2006), IF: 3,37]. A palyazat
kezdeti szakaszaban a tudomanyterulet legUjabb eredményeirdl felkérésre irt 6sszefoglalo
kozleményeket is publikaltunk [Gaborik, Z.; Hunyady, L. Trends Endocrinol. Metab. 15:286-93,
(2004), IF: 9,06; Hunyady, L.; Turu, G.: Trends Endocrinol. Metab. 15:405-8, (2004), IF: 9,06;
Spat, A.; Hunyady, L.: Physiol. Rev. 84: 489-539, (2004), IF: 33,92].

Korabbi vizsgélataink soran megallapitottuk, hogy az internalizalt AT1-receptorok
Rab4, Rab5 és Rabll fehérjéket tartalmazd endoszomalis kompartmentekben jelennek
meg. E kompatmentek vizsgalata céljabdl létrehoztuk e fehérjék YFP-hez, illetve RL-hoz
kapcsolt fuzios fehérjéit. Konfokalis mikroszképpal megallapitottuk, hogy e fazids fehérjék a
sejtekben expresszalddnak, és sejten bellli elhelyezkedésiik nem tér el jelentésen az eredeti
Rab fehérjék intracellularis lokalizacigjatél, valamint az internalizalt AT1-receptorokkal val6
kolokalizaci6juk is megfigyelheté. Bar e kis G-fehérjék és az internalizalt AT1-receptorok
kozott ko-lokalizacié volt megfigyelhetd, BRET modszerrel nem tapasztaltunk detektalhatd
interakciot. Ez a megfigyelésiink arra utalt, hogy az endoszoméalis kompartmentekben az
AT1-receptorok nincsenek molekularis kdzelségben az adott vezikulara jellemzd kis G-
fehérjékkel. Ezért tovabbi vizsgélatainkban a receptorok heterotrimerikus G-fehérjékre
kifejtett hatdsdnak nyomon kovetésére alkalmas BRET modszert allitottunk be. Ennek
érdekében létrehoztunk YFP-hez, illetve RL-hoz kapcsolt G-fehérje alegységeket, és
megvizsgaltuk az AT1-receptor aktivdlasanak hataséat e G fehérje alegységek interakciojara.
A mérés soran azt hasznaltuk ki, hogy a G-fehérje alfa, illetve béta-gamma alegységek
kozott nyugalmi kérilmények kozott BRET modszerrel kimutathatd interakcido a sejtek
serkentésekor csokken, hiszen az aktivalt G-fehérje alegységek szétvalnak. Els6ként Renilla
luciferazhoz kapcsolt o, fehérje (o,-RL) és fokozott fluoreszcenciaju YFP-vel jeldlt B,
alegység (EYFP-B,) interakcigjat vizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy ha ezeket a fehérjéket
CHO sejtekben ko-expresszéljuk AT1-receptorral, akkor angiotenzin Il hatasat kovetéen
minimalis mértékl BRET interakcid valtozas mutathat6 csak ki angiotenzin Il hatdsara. Ezzel
szemben G;-fehérjéhez kapcsolt kannabinoid CB1-receptort expresszaldé CHO sejtekben
agonista (WIN55,212-2) hataséara jelentds BRET interakcido csokkenés mérhet6 ki. Ezek az
adatok arra utalnak, hogy az AT1-receptor kevésbé aktivalja a G,-fehérjét CHO sejtekben,
mint a CB1-receptor. Ezt kdvetéen azt tapasztaltuk, hogy ha az AT1 és a CB1 receptorokat
ko-expresszaljuk a sejtekben, akkor angiotenzin Il hatasara is Iétrejon a G-fehérje aktivacio.
Kimutattuk, hogy az ilyen korilmények kozott 1étrejové G-fehérje aktivalas gatolhatdé AT1 és

CB1 receptor gétlokkal, valamint diacilglicerin-lipaz géatléval, mely az egyik legfontosabb



endokannabinoid vegytulet, a 2-arachidonil-glicerol keletkezését gatolja. Ezek az adatok arra
utalnak, hogy angiotenzin |1l hatasara az ATl-receptort tartalmaz6 membran
mikrodoménekben talalhaté lipidekbdl endokannabinoidok keletkeznek, melyek CB1
receptorokat képesek aktivalni. Ezen eredményeinket a J. Biol. Chem. folydiratban
publikéltuk [Turu G; Simon A; Gyombolai P; Szidonya L; Bagdy G; Lenkei Z; Hunyady L: The
role of diacylgycerol lipase in constitutive and angiotensin AT1-receptor-stimulated
cannabinoid CB1 receptor activity. J Biol Chem 282: 7753-7757 (2007), IF: 5.81].

2006-ban az angiotenzin Il hatasmechanizmusaval kapcsolatos legujabb
eredményekrél 0Osszefoglalé kdzleményt jelentettink meg a Mol. Endocrinol. folyoiratban
[Hunyady L; Catt KJ: Pleiotropic AT1-receptor signaling pathways mediating physiological and
pathogenic actions of angiotensin Il Mol Endocrinol 20: 953-970 (2006), IF: 4.97]. A fentiek
mellett nemzetk6zi egyuttmikodésben modellt dolgoztunk ki az AT1-receptor
aktivalédasanak mechanizmusara vonatkozéan, mely modell mikodését kisérletesen is
ellendriztik. A modellt és az ehhez kapcsol6dé kisérletes eredményeket a Chem. Biol. Drug
Des. folydiratban publikaltuk [Nikiforovich GV; Zhang M; Yang Q; Jagadeesh G; Chen HC;
Hunyady L; Marshall GR; Catt KJ: Interactions between conserved residues in
transmembrane helices 2 and 7 during angiotensin AT1-receptor activation Chem Biol Drug
Des 68: 239-49 (2006)]. Miutdn ez a folyoirat 2006-ban nevet valtoztatott (korabbi neve J.
Pept. Res. volt), ezért ebben az évben még nem volt impakt faktora.

Az AT1-receptor mikoddését olyan sejtekben is vizsgélni kivantuk, melyek endogén
mabdon is expresszaljdk a receptort. E sejtek esetében problémat jelent az Aaltalunk
expresszalt és az endogén receptorok elkilonitése. E probléma megolddséra olyan AT1-
receptort hoztunk létre, mely nem kéti az AT1-receptor blokkoldé candesartant, de egyéb
mikodéseit tekintve megegyezik az eredeti receptorral. Szamos mutans AT1-receptor
vizsgalatat kovetéen azt talaltuk, hogy az S109Y mutaciét tartalmaz6 receptor felel meg
ezeknek a kovetelményeknek. Ez a receptor nem koét detektadlhatdé mértékben candesartant,
de expresszids szintje, internalizacios kinetikaja, inozitol-foszfat jel aktivalo képessége és
32-arresztin kotése megegyezik az eredeti receptoréval. E receptort C9 sejtekben
expresszalva igazoltuk, hogy ez a mutans receptor azonos jelatviteli tulajdonsagokkal
rendelkezik az endogén receptorral, és az S109Y mutaciét a G-fehérje aktivalasért felelés
régio (Aspl25 és Argl26) mutacidjaval kombinalva azt is kimutattuk, hogy C9 sejtekben
létrejohet angiotenzin Il hatasdra G-fehérje aktivalastdl fliggetlen MAP-kinaz aktivalodas.
Kisérleteink eredményeit a Biochem. Pharmacol. folyéiratban publikaltuk [Szidonya L; Stpeki K;
Karip E; Turu G; Varnai P; Clark AJL; Hunyady L: AT, receptor blocker-insensitive mutant AT
angiotensin receptors reveal the presence of G protein-independent signaling in C9 cells
Biochem Pharmacol 73: 1582-1592 (2007), IF 3.58].



A candesartan rezisztens AT1-receptor szintén lehet6séget adott a receptordimerizacio
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funkciondlis  jelentéségének vizsgalatara. Amint azt felkérésre irt Osszefoglald
kdzleménylnkben részletesen is Kkifejtettik, a G-fehérijéhez kapcsolt receptorok
dimerizécidjanak biofizikai és biokémiai modszerekkel torténd vizsgalata szamos nehézséget
rejt magaban, és a rendelkezésre all6 médszerek alapjan nem dontheté el egyértelmien, hogy
e receptorok a sejtmembranban szabalyos strukturaval rendelkezd dimereket, illetve
oligomereket alkotnak-e [Szidonya L; Cserz6é M; Hunyady L: Dimerization and oligomerization of
G-protein-coupled receptors: Debated structures with established and emerging functions. J
Endocrinol 196: 435-454 (2008), IF: 3.07]. Ezzel szemben szamos olyan funkcionalis adat
ismert, mely kilénb6zé receptorok esetében arra utal, hogy a receptorok kozétt kialakuld
kolcsonhatasoknak fontos funkcionalis koévetkezményei lehetnek. Sajat kisérleteinkben a
dimerizalt AT1 receptorok koélcsdnhatasanak funkcionalis kdvetkezményeit vizsgaltuk. Ennek
érdekében a sejtekben olyan AT1 receptorokat expresszaltunk, melyek nem képesek G-fehérjét
aktivalni (DRY/AAY), mig mas sejtekben candesartant nem Kkoté (S109Y) receptorokat
expresszaltunk. Amint varhaté volt a candesartan ezekben a sejtekben nem befolyasolta az
inozitol-foszfat valaszt, hiszen az egyik sejtben talalhaté receptor nem képes candesartant kotni
(S109Y), mig a mésik sejtben nem jott Iétre angiotenzin Il hatdséra inozitol-foszfat valasz
(DRY/AAY). Ha a két receptor ko-expresszaltuk, akkor az angiotenzin ll-re adott inozitol-foszfat
valaszt a candesartan szignifikAnsan csokkentette, ami arra utal, hogy az egyik molekula
(S109Y) éltal létrehozott inozitol-foszfat valaszt a masik molekuldhoz (DRY/AAY) kot6dd
candesartan képes gétolni. Ez az eredménylnk 6sszhangban van a G-fehérjehez kapcsolt
receptorok aktivalédasanak azon modelljével, mely szerint a receptorok dimerjei alkotnak
funkciondlis egységet, és kotddnek a hetertrimerikus G-fehérjékhez. Vizsgéalataink eredményeit
a Neurochem. Int. folydiratban publikéltuk [Karip E; Turu G; Supeki K; Szidonya L; Hunyady L:
Cross-inhibition of angiotensin AT, receptors supports the concept of receptor oligomerization.
Neurochem Int 51: 261-267 (2007), IF: 3.16].

A renin-angiotenzin rendszer a sé-vizhaztartasban és a keringésszabdalyozasban
jatszott fontos élettani szerepe mellett kérélettani és terapids szempontbdl is kiemelkedd
jelentdségli szabalyozo rendszer. Hipertoniaban és mas keringési betegségekben elterjedten
hasznalt gyogyszerek az angiotenzin |l képzddését gatld konvertald enzimbénitok. A
konvertald enzim bénitdsa azonban egyéb peptidek (pl. kininek) anyagcseréjét is
befolydsolja. Az ebbél addédd mellékhatasok kikiiszbbblése szempontjabdl 0 fejezetet
jelentett az AT1-receptor antagonistak (pl. losartan) megjelenése és elterjedése a terpias
gyakorlatban. Eredményeink felvetik annak lehet6ségét, hogy az AT1-receptor
aktivaciojanak gatlasanak kovetkezményeként mas receptorok mikodésében is alapvetd
véltozadsok johetnek létre. Mar eddig is ismert volt, hogy ilyen korilmények kozott a

szervezetben megemelkedd angiotenzin 1l szint aktivalhatia az AT2-receptorokat.



Eredményeink arra utalnak, hogy ez az aktivacio tartds kdvetkezményekkel jarhat, hiszen a
az AT2-receptorok nem képesek kotni a G-fehérjéghez kapcsolt receptorok
deszenzitizacidjdban alapveté szerepet jatszd B-arresztin fehérjéket. Ezen tdimenéen az
altalunk felismert mechanizmussal az AT1 receptorok gatlasa a kannabinoid receptorok
aktivitasat is csOkkentheti, és ezzel mellékhatasokat hozhat Iétre. Tovabbi fontos
megfigyelésiink ebbdl a szempontbdl, hogy a dimerizalt AT1-receptorok képesek egymas
mikodését befolyasolni. Ez kilondsen fontos lehet a heterodimerizalt receptorok esetében,
hiszen ezek egymds aktivitasat csokkenthetik, és azokban a szovetekben, ahol az AT1
receptor nagy mennyiségben van jelen, ott annak géatlasa a vele dimerizacids kapcsolatban
lévé egyeéb receptorok aktivitasat is cstkkentheti. Tekintettel arra, hogy a renin-angiotenzin
rendszer AT,-receptorokon keresztil Iétrehozott hatdsai fontos szerepet jatszanak szamos
koérfolyamat terdpiajaban, e mechanizmusok pontos megismerése fontos tampontot jelenthet

a terapias beavatkozasok tovabbfejlesztése szempontjabol.



