KIS G-FEHERJE AKTIVALODAS VIZSGALATA ANGITENZIN HATASMECHANIZMUSABAN

Az l-es tipusi angiotenzin receptor (AT;R) egy hét transzmembran doménnel
rendelkezd, G-fehérjéhez kapcsolt receptor, amely rendkiviil széles spektrumu jelatviteli
folyamatokat aktival angiotenzin II kotodését kovetéen. Az AT;R a heterotrimer G-
fehérjéken kiviil kis G-fehérjék (pl. Ras, Rho, Rac) aktivalasan keresztiil is szabalyoz
egyes sejtfunkcidkat, mint pl. a génexpresszidt, aktin citoszkeletont, vezikularis
transzportot és a mikrotubulus szervezddést. Ezen folyamatok pontosabb megértése
alapvetd a kardiovaszkularis remodelling, endothel diszfunkcio és egyéb patoldgias

torténések vizsgalataban.

A Palyazatban a végzett munkdink a mérésekhez hasznalni kivant molekularis
szondak eldallitasara, a BRET (biolumineszcencia rezonancia energiatranszfer), illetve a
FRET (fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer) mérés beallitdsara, valamint agonista
stimulus hatdséra torténd kis G-fehérje aktivalédas vizsgalatira Osszpontositottak.
Munkaink soran els6sorban BRET alapu kisérleti modszer kifejlesztésére
Osszpontositottunk, kiilonb6zé kis G-fehérjék aktivalodasdnak mérése céljabol
novekedési faktorok, citokinek, hormonok hatdsara ¢€l6 sejtekben. A tesztrendszerek
kifejlesztése sordn mindig figyelembe vettiik, hogy a mérési modszer HTS (High
Throughput System) alapon is miikddhessen, igy biztositva a megvizsgalhato vegyiiletek
nagy szamat késébbi orvosbioldgiai kutatasokban. A BRET vizsgélatok elvégzéséhez
specidlisan nagy érzékenységli Berthold gyartmanyt Mithras multilabel readert hasznaltunk,
96-lyuku plateket és ¢l6 adherens sejteket hasznalva. A flhzids és mutans fehérjék
létrehozasa, valamint a BRET mérések kivitelezése a Semmelweis Egyetem Elettani
Intézetében tortént (Prof. Hunyady Laszld labor). A kisérletekhez sziikséges DNS
szakaszokat human adrenokortikalis H295R sejtekbdl vagy EST klonokbdl nyertiik, a
konfokalis mikroszképos vizsgalatokhoz egy ZEISS LSM510 pasztazo 1ézer konfokalis
rendszert hasznaltunk. A FRET mérések kivitelezése Dr. Varnai Péter laborjaban

(Semmelweis Egyetem Elettani Intézet) tortént.



BRET alapu rendszer kifejlesztése kis G-fehérjek aktivalodas mérésére

Kis G-fehérje aktivalodas mérésére az irodalomban mar leirtak olyan szondakat,
melyek alkalmasak a kis G-fehérjék sejten beliili aktivalodasi allapotuk, illetve az ebben
bekovetkezd valtozasok meghatarozasara fluoreszcens mikroszkoppal FRET alapa
mérésekben, mikroszkopos felvételeken, kép-analizalo szoftverek segitségével. A BRET
modszeren alapuld mérések nagy elonye a FRET mérésekkel szemben a nagy érzékenség
¢s automatizalhatésag, ezért mi BRET alapon miikodd szondakat készitettlink. A mérési
modszer optimalizalasa érdekében tobbféle molekularis szondat készitettiink és a DNS
konstruktokat eukariota sejtben fehérje kifejez6dés létrehozédséara alkalmas plazmidokba
¢épitettiik be. A BRET mérés sordn egy sejtpermedbilis szubsztrat (coelenterazin h)
hatdsara a vizsgalt fehérjéhez kapcsolt renilla luciferaz (lumineszcens ‘energiadonor’)
fotonokat emittal, mely a két vizsgalt fehérje (igynevezett ,,intermolekuléris” szondak),
vagy ugyanazon fehérje kiilonb6zd részei (,intramolekularis” szondak) molekularis
szinti (< 100 A) kozelsége esetén energiatranszfert képes kivaltani, mely szintén a
vizsgalt fehérjéhez kapcsolt YFP (‘energiaakceptor’) fényemisszidjat hozza I1étre.
Szonddink els6 valtozataiban a kis G-fehérje aktivalodds méréséhez olyan
intramolekuléaris szondat terveztiink és készitettiink, mely egy polipeptidlancon beliil
tartalmazza az Osszes sziikséges komponenst.A Ras kis G-fehérje aktivalodas méréséhez
hasznalt (RasBRET) szonddban a YFP-hez kotottiik a Ras-t, mely egy flexibilis linkeren
keresztlil kapcsoldédik egy Ras-koté doménhez (RBD), ezen RBD-hez pedig C-
terminalisan helyezkedik el a renilla luciferdz és egy CAAX domén (plazmamembranba
targetal, a H-Ras fehérjébdl szarmazik). A RhoA kis G-fehérje aktivalodas méréséhez
hasznalt (RhoBRET) szonddban a YFP-hez kotottik a PKN RBD doménjét, mely egy
flexibilis linkeren keresztiil kapcsolédik a RhoA protein, ettdl pedig C-terminalisan
helyezkedik el a lumineszcens ‘donor’ és a CAAX domén. A Rac aktivalédas BRET
modszerrel torténd méréséhez hasznalt szonda (RacBRET) a PAK CRIB doménjét
hasznaltuk, mely egy flexibilis linkeren keresztiil kapcsolodik a Rac-hoz, ezen RBD-hez
pedig C-termindlisan helyezkedik el a lumineszcens ‘donor’ és egy CAAX domén. A
konstruktokat HEK293 (human embryonic kidney) epitél sejtekben expresszaltuk és
miikddésiiket epidermalis novekedési faktor (EGF), vagy angiotenzin II (Angll) stimulus

hatasara vizsgaltuk. Ezen kisérleti felallasban a kis G-fehérje aktivalodas hatasara BRET-



jel novekedését varjuk, hiszen ezen intramolekularis szonddkban nyugalmi helyzetben
egymashoz viszonylag tavol van az akceptor a donortél (RBD nem kotédik a kis G-
fehérjéhez), de aktivalodas soran az RBD kotddik a kis G-fehérjéhez, igy a polipeptidlanc
két vége kozelebb keriil egymashoz, nagyobb energiatranszfer lesz (a BRET-jel nd). A
sejteket 24 oraval a vizsgalatok eldtt a szondakat tartalmazo6 plazmidokkal transzfektaltuk
96-lyuku, poli-L-lizinnel kezelt edényekben és az adherens sejteken végeztiik a BRET
mérést 6 Oras szérum-megvonast kovetden. Az expresszalni kivant plazmidokat a
HEK293 sejtek esetén Lipofectamine 2000 reagenssel (Invitrogen, USA), mig a H295R
sejtek esetén nukleotranszfektalassal (Amaxa, Németorszag) vittiik be a sejtekbe. A Ras
a bioszenzoraink hozzéavetdleges dinamikai tartomdnyat (kis G-fehérjék stabilan
expresszalodo GDP-kotott ’inaktiv’, vagy GTP-kotott ‘aktiv’ formadi), mivel az aktiv
formak expresszalasdval maximalis BRET jelet detektdlhatunk, mig a GDP-kotott
mutansok a mérheté BRET-jelet minimalisra csokkentik.

A RasBRET szonda viszonylag magas BRET-jelet ad mar nyugalmi allapotban
1év6 sejtekben is (mely pl. EGF kezelés hatasara emelkedik, 1d. késébb), mig a G12V
RasBET (‘aktiv’ forma) szonda expresszdlasa ezt a BRET-jelet még tovabb noveli,
illetve az S17N RasBRET (’inaktiv’ forma) expresszaldsa csokkenti (1. abra). A
RasBRET szonda mitkddésének validalasan tul ezen eredmény azt is mutatja hol van az a
dinamikai tartomany, ahol a kiilonb6z6 stimulusok hatasara bekovetkezd valtozasokat
mérhetiink.

A RasBRET mintdjara elkészitettik a RhoA aktivalodds mérésére hasznalni
kivant konstuktok elsé verzidjat (RhoBRET), mely szintén jol miikodé bioszenzorként
mukodik (I1d. késébb). Az elsoként elkészitett intramolekularis szonddk mellett, az
esetlegesen nagyobb dinamikai tartomédnyban, illetve specifikusabban mitkkddé szondak
kifejlesztése érdekében, a RasBRET intermolekularis verzidjat is elkészitettilk, mely
konstruktoknal a YFP-Ras ¢s a RBD-luciferaz kiilon polipeptidlancban talalhato, illetve
illetve RacBRET szonddk esetében is szdmos varidnst készitettiink jobban miik6dd

szondak kifejlesztése érdekében (intramolekularis verziok). A 2. abran néhany



intramolekularis tipusi RasBRET, illetve a RhoBRET szondakkal kapott BRET-jel

valtozas lathat6 ¢16 HEK293 sejtekben kiilonb6z6 stimulusok hatasara.
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1. abra. BRET-jelek kiilonboz6é RasBRET szondadk expresszalasakor. Az akceptort
nem tartalmazd RasbRET (AYFP-RasBRET) szonda ~ 0.85-0s értéket ad.

A kiilonbozé kis G-fehérjék aktivalodasanak vizsgalatara készitett szonddknak
(RasBRET, RhoBRET, RacBRET) a kiilonb6z6 intracellularis kompartmentekhez
targetalt verzioit is elkészitettiik. Ezen szondéak felhasznaldsaval vizsgaltuk kis G-fehérje
aktivalodast €16 sejtek kiilonboz6 intracellularis helyein ndvekedési faktorok és
hormonok hatdsara ¢l6 sejtekben. Az intracellularis kis G-fehérje aktivalodas
kimutatasara ¢és jellemzésére a kis G-fehérje aktivalodas méréséhez hasznalt (pl.
RasBRET) szonddk N-, vagy C-termindlis végéhez fuzionaltuk a kiillonb6zd targetalod
szekvencidkat. Ezen szekvenciak az expresszalodo szondat a megfeleld intracellularis
kompartmenthez iranyitjak. Kisérleteinkhez a citoplazmatikus (a) szondan kiviil az N,
illetve C-terminalis véghez kapcsoltuk a: (b) tandem palmitoilalas konszenzus szekvencia
(plazmamembran, nagy affinitas); (C) mirisztoiladlds ¢és palmitoildlds konszenzus
szekvencia (kisebb plazmamembran affinitas); (d) TGN (Golgi); (e) AKAP
(mitokondrium); (f) K-Ras CAAX, -tK (nem-lipid raft); (g) H-Ras hosszi CAAX, -tHL
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2. ébra. BRET-jelek valtozasa stimulus (50 ng/ml EGF vagy 100 nM Angll)
hatdsara HEK293 sejtekben. Az EGF-receptort a sejt endogénen tartalmazza, mig
az angiotenzin receptort (AT a-R) tranziensen transzfektaltuk HEK293 sejtekben.
Az EGF valszoknal kisebb Angll valaszok magyarazata lehet, hogy az AT o-R nem
talalhatd meg minden sejten, mivel a transzfekcids hatékonysag ~ 50%-os HEK293
sejtekben.



(inkabb plazmamembran); (h) H-Ras rovid CAAX, -tHS (plazma-, endomembranok); (i)
FYVE (endoszomak); (j) UBC6 (endoplazmatikus retikulum); (k) Sacl (endoplazmatikus
retikulum) irdnyit6 peptideket. Konfokalis mikroszkoppal ellendriztiik, hogy a kiilonb6zo
intracellularis, illetve plazmamembran kompartmentekbe irdnyitott szondék lokalizacidja

megfelelt az eldzetesen vartaknak (3. dbra).
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3. 4bra. Néhany BRET szonda lokalizacioja HEK293 sejtekben. Konfokalis
mikroszkopos felvételek (Zeiss LSM510).



Az intramolekuldris szondainkkal végzett BRET mérések alapjan a
plazmamembranra targetalt (fliggetlentl attol, hogy raftokba vagy nem raftokba) Ras- és
RhoBRET szondék agonista stimulusra BRET-jel emelkedést mutatnak. EGF receptor
kindz inhibitor alkalmazasaval kimutattuk, hogy az Angll hatdsara bekovetkez6 kis G-
fehérje aktivaloddas nem a hagyomanyos utvonalon torténd, un. EGF receptor
transzaktivacié eredménye a plazmamembranban (nem mutatjuk), mely az Angll ¢s EGF
stimulus okozta kis G-fehérje aktivalodas kinetikdjanak kiilonb6zoségébdl is sejthetd (1d.
2. abra, MP-RasBRET). A sejtek belsejébe targetalt szondak esetében a transz-Golgi-hoz
targetalt intramolekularis konstrukt mutatott kis G-fehérje aktivalodast, melynek mértéke
nem volt statisztikailag szignifikdns. Ezek utan elhataroztuk, hogy megprobalkozunk
szondaink intermolekularis verzidinak elkészitésével, mely konstruktoknal az adott kis G-
fehérje, illetve annak GTP-kotott ‘aktiv’ formajat felismerd specifikus domén kiilon
polipeptidlancban  taldlhat6. Ezen szonddk segitségével sikeriilt nemcsak a
plazmamembranon, de a sejten belil is szignifikans kis G-fehérje aktivalodast
kimutatnunk a transz-Golgi, endoplazmatikus retikulum, illetve mitokondriumok kiils
membranjan. Kiilonb6zé AT ;aR konstruktok koexpresszidjaval (vad tipusu; mutans,
mely nem képes internalizalddni; illetve mutans, mely heterotrimer G-fehérjét aktivalni
képtelen) meg tudjuk Aallapitani, hogy a kapott intracellularis aktivalodas a

plazmamembran eredetli, vagy az internalizalddott receptorok miikddése hatasara jon-e
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4. abra. BRET-jelek valtozésa stimulus (300 nM Angll) hatdsara HEK?293
sejtekben. DRY/AAY AT aR mutins megakadalyozza a heterotrimer G-fehérjén
keresztiili kis G-fehérje aktivaciot, mig a plazmamembranban ragadd6 mutans
receptor (deszenzitizacidra és internalizdciora nem képes un. farok-mutans) sokkal
nagyobb mértékii €s idoben elhtizodé aktivaciot eredményez.



A vad-, valamint az internalizdciora nem képes mutanssal kapott eredményeket
Osszevetve adataink arra utalnak, hogy a Golgin és endoplazmatikus retikulumon kapott
aktivalodas a plazmamembrannal all kapcsolatban, mig a mitokondriumok esetében az
internalizalt receptorok okozzak a kis G-fehérje aktivalodast (5.4bra).

A BRET mérésekkel kapott eredményeinket FRET mérésekkel is igazolni
kivantuk. Bar a BRET mérés sokkal érzékenyebb és pontosabb méréseket tesz lehetdvé,
am képalkot6 eljarassal (FRET imaging) is demonstralni kivantuk, hogy valoban térténik
kis G-fehérje aktivaci6 a mitokondriumok kiils6 membranjan. Ezen kisérletek
kivitelezéséhez a bioszenzorainkban a renilla luciferazt kédold génszakaszt CFP-re
cser¢ltiik. A FRET-es kisérletekben a HEK293 sejteket mindig ugy transzfektaltuk az
adott konstruktokkal, hogy a YFP-t tartalmazo részt targetaltuk membranokba, mig a
CFP-t tartalmazé konstrukt a citoplazmaba keriilt. Mind a plazmamembranra (MP-
RasFRET), mind a mitokondrioum kiils6 membranjara (AKAP-RasFRET) targetalt
szondakkal kimutattuk az adott membranban kis G-fehérje aktivaciot (a ,,movie” file-okat
nem mutatjuk), mely a BRET méréseinkkel megegyez6 kinetikaval rendelekezik.

Eredményeink szerint ezen bioszenszorok alkalmasak novekedési faktorok,
citokinek, hormonok szignalizacidjanak vizsgalatara, illetve kiilonb6z6 vegytiletek ezen
szignalizacios jelpalydkra torténd farmakologiai hatdsdnak tesztelésére ¢l6 sejtekben,
valamint a szonddk targetalasaval kiilonbozd intracellularis kompartmentekben
vizsgéalhatjuk kis G-fehérje jelpalydk mikodését és kiilonboz6 farmakonok hatésat
specifikus sejtkomparmentekben.

A 2008-as munkéank eredményeit bemutattuk egy nemzetkozi konferencidn (Annual
Meeting of the American Society for Cell Biology, 2009). A kis G-fehérje aktivalodas Ang
II hatdsmechanizmusanak vizsgélata soran kapott eredményeinket egy kéziratba foglalva
tervezzilk munkank publikdlasat nemzetkozi, endokrinoldgiai folyoiratban. Az OTKA

PF63893 palyazatot két darab elsdszerzos kozleményben tiintettiik fel.
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5. abra. BRET-jelek valtozasa stimulus (50 ng/ml EGF vagy 100 nM Angll)
hatasara HEK293 sejtekben. Plazmamembran raft-mikrodoménjébe (A., D., G.) a
transz-Golgiba (B., E., H.), illetve a mitokondrium kiilsé membranjéba targetalt
szondakkal kapott BRET valtozasok kiilonb6z6 AT receptort expresszald sejtekben
(A-C: vad tipusu; D-F: nem internalizalodo; G-I: G fehérje kotésre képtelen AT,
receptor koexpresszidja a szondak mellett).



