Uj mechanizmusok az angiotenzin II élettani hatasainak szabalyozasaban

Az AT1 angiotenzin receptor (AT1R) egy Gg-fehérjéhez kapcsolt receptor, melynek
angiotenzin 11-vel (Angll) t6rténd aktivaldsa sordn a sejtekben Ca**-jel jon létre. Az elmult
é¢vekben egyre tobb adat jelezte, hogy az ATIR aktivaloddsanak hatdsara egy Osszetett
jelatviteli folyamat indul el, melyben a Ca**-jel kialakuldsa mellett G-fehérjétsl fiiggetlen,
illetve a jelatviteli folyamat soran felszabaduld hirvivok altal kozvetitett folyamatok is
beindulnak. Korabbi vizsgalatainkban kimutattuk, hogy az AT1R serkentése 1-es tipusu
kannabinoid receptor (CB1R) aktivalédast hozhat 1étre, ha a két receptort azonos sejtekben
expresszaljuk. A két receptor a szervezetben gyakran egymas mellett taladlhaté sejteken
expresszalodik, ezért felmeriilt a kérdés, vajon a transzaktivacid létrejohet-e parakrin
mechanizmussal. A CB1R aktivacidjanak nyomon kovetésére Renilla luciferazhoz, illetve
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azt mutattak, hogy ATIR serkentése CBIR kdzvetitett Go fehérjeaktivaciot hozott 1étre CHO
sejtekben. AT1R aktivalasat kovetden a kornyez6 CBL1R-t expresszald sejtekben B-arresztin
lehetdségét mas Gq-fehérjét aktivald receptorok esetében is vizsgaltuk. Az M1, M3, M5
muszkarinerg acetil-kolin receptorok, a bradikinin B2 receptor és az al adrenerg receptor
aktivalasat kovetden is létrejott a Go-fehérjék CB1R-medidlt parakrin transzaktivacidja.
Kunos Gyorgy (USA) munkacsoportjaval egylittmiikodésben azt is kimutattuk, hogy az AT1R
aktivalasat kovetden a sejtekben novekszik az egyik legfontosabb endokannabinoid, a 2-
arachidonoilglicerin (2-AG) szintje (Turu és mtsai., J. Biol. Chem. 2009).

A tovabbiakban azt vizsgaltuk, hogy szerepet jatszik-e az endokannabinoid-
felszabadulas az Angll vazokonstriktor hatasanak szabalyozasaban. Kisérleteinkben patkany
gracilis arterioldkat izolaltunk és nyomas szervokontroll rendszerbe helyeztiink. Az ératmérd
valtozasait regisztraltuk Angll, szintén kalcium-felszabaditas utjan haté noradrenalin;
valamint CB1R agonista WIN55212 hatasara. CB1R-0k gatlasa (02050) fokozta az agonistak
vazokonstriktor hatasat, és gatolta a WINS55212 hatasara 1étrejové vazodilataciot. A CB1R-ok
gatlasdnak kontrakcié fokoz6 hatasa CB1R génhianyos egerek ereiben elmaradt. DAG-lipaz
gatlasa fokozta az Angll vazokonstriktor hatasat, ami alatdmasztja azt a hipotézisiinket, hogy
a CHO sejtekben leirt modellhez hasonldan érfal simaizomsejtekben az Angll jelatvitele soran
keletkez6 DAG-bol 2-AG képzddik, mely moduldlja az Angll vazokonstriktor hatasat.
Szintén Osszhangban van ezzel a kovetkeztetéssel, hogy nitrogén-monoxid (NO)-szintaz
gatlasa nem befolyasolta az Ang II 4altal kivaltott vazokonstrikciot és a WIN55212
vazodilatator hatasat ezekben az erekben. Takats Zoltan (Semmelweis Egyetem, I
Gyermekgyogyaszati Klinika) munkacsoportjaval egyiittmikodésben azt is kimutattuk, hogy
aorta vaszkularis simaizomsejtekben Angll hatasara ndvekszik a 2-AG szintje. E
megfigyeléseink alapjan megéllapithatd, hogy az Angll hatasara az érfal simaizomsejtjeiben
keletkez0 2-AG jelentdsen moduldlja (csokkenti) az Angll vazokonstriktor hatasat. E
mechanizmus ¢élettani jelentdsége abban allhat, hogy az értonus komplex szabalyozasi
rendszerében a lokalisan keletkezd endokannabinoidok vazodilatator védd hatasa allanddan
jelen van. Eredményeinket eldadasokon prezentaltuk (Szekeres és mtsai., Acta Physiol. Hung.
2010; Hunyady és mtsai. 2011), illetve k6zlésre benytjtottuk.

Szintén megvizsgaltuk, hogy szerepe van-e az Angll hatasara keletkezo
endokannabinoidoknak a mellékvesekéreg glomerulosa sejtek mitkkodésének szabalyozasaban.
Ismeretes, hogy magas K*-koncentracioval glomerulosa sejtekben fesziiltségfiiggé Ca®'-
csatornakon keresztiil kalcium bearamlést valt ki, és ez a valasz Angll kezeléssel gatolhato.



Megvizsgaltuk vajon a CB1R antagonista AM251 befolyasolja-e az Angll-nek ezt a hatasat
hatasat. Kisérleteinkben patkany mellékvesébdl preparalt glomerulosa sejteken az
extracellularis K*-koncentracié 18 mM-ra emelésével kalcium jelet valtottunk ki, amit Fura2
segitségével detektaltunk DeltaScan fluoreszcens spektrofotométerrel. A kivaltott kalcium
jelet Angll adasa 20 s alatt kontroll szintre csokkentette. CBIR antagonista AM251 (10 uM),
illetve DAG-lipaz gatlo THL (1 uM) el6kezelés nem befolyasolta ezt a gatlast. CBIR
agonista 2-AG (26 pM) és WINS5,212-2 (1 uM) kezelés sem befolyasolta a K* altal
létrehozott Ca’*-jelet. Eredményeink arra utalnak, hogy a K* altal 1étrehozott Ca**-jel Angll
hatasara 1étrejovo gatlasa glomerulosa sejtekben nem kannabinoid receptorokon keresztiil jon
1étre.

Két modellben vizsgéaltuk az endokannabinoid-felszabadulads szerepét az Angll
centralis hatdsainak létrehozdsadban. Gyires Klara (Semmelweis Egyetem, Farmakologiai és
Farmakoterdpids Intézet) munkacsoportjdval egyilittmiikodésben azt taldltuk, hogy
intracerebroventrikularisan adott Angll (12,5-200 ng) szignifikdnsan gatolta az alkohol-
indukalt gyomorfekély-képzddést. Az Angll gyomorvédd hatdsat ATIR gatld (candesartan),
CBIR gatlo (SR141716A) és DAG-lipaz gatlo (tetrahidrolipstatin) gatolta, ami arra utal, hogy
ezt a folyamatot is az Angll hatasara felszabaduldo 2-AG kozvetiti. CB1R-KO egérben az
Angll gyomorvédd hatdsa csokkent volt, ami megerdsiti az endokannabinoidok szerepét
ebben a folyamatban. E kisérletek eredményeit eléadason ismertettiik (Zadori és mtsai, 2011),
illetve az adatok kozlemény formajaban torténd benyujtasa el6készités alatt all. Bagdy
Gyorgy (Semmelweis Egyetem, GYTK, Gyodgyszerhatastani Intézet) munkacsoportjaval
egyiittmikodésben azt is kimutattuk, hogy a nucleus paraventricularis-ba adott Ang I
periférids vérnyomdsemeld hatasat CBIR gatlo (AM251) kivédi. Eredményeink arra utalnak,
hogy az ATIR aktivalodas hatasara kialakuld endokannabinoid képzodés ebben a
folyamatban is szerepet jatszik (Gyombolai és mtsai., Mol. Cell. Endocrinol. 2012).

Az Angll mellékvesekéreg sejtekre gyakorolt génszintli hatdsainak megismerésére
human adrenokortikalis sejtvonalon (H295R) az Ang II-indukalta gének expresszidjat génchip
(HG U133 plus 2.0 Affymetrix mikrochip) analizissel vizsgaltuk Buday Laszloval
(Semmelweis Egyetem) ¢és Adrian J. L. Clark (London) munkacsoportjaval
egylttmikodésben. 2 6ra Ang II kezelés mintegy 150 gén expressziojanak legalabb kétszeres
novekedését eredményezte. Ezen gének kozott szdmos transzkripcids faktor, onkogén, néhany
citokin és novekedési faktor is szerepel, melyek aktivacioja szerepet jatszhat az Ang II
novekedést, sejtproliferaciot aktivalo és gyulladaskeltd hatdsdban is. Az egyik Ang II-indukalt
gén a neurotrofinok csaladjaba tartozo agyi eredetli novekedési faktor (BDNF) volt. Az Ang
IT hatasat a BDNF expressziora RT-PCR vizsgalattal, és a fehérje kimutatasaval is
megerdsitettik. A BDNF funkcidjdnak azonositisa a mellékvesekéregben tovabbi
vizsgalatokat igényel. Szerepe lehet a lokalis idegek fejlédésében, valamint a
szteroidogenikus sejtek novekedésében, miikodésében és az angiogenezisben is (Szekeres és
mtsai., Endocrinology 2010).

A génexpresszid szabalyozasdban szerepet jatszo szekvencidk azonositisara
bioinformatikai megkdzelitést is alkalmaztunk. Statisztikai megkdzelitéssel alulreprezentalt
szekvencidkat kerestink a genomban, ¢és igy 20-25 bazisbol 4ll6 szekvencidkat
azonositottunk, melyek a transzkripcié iniciacié kornyékén halmozottan fordulnak eld. Bar e
szekvencidk funkcionalis szerepe még nem ismert, jelentOségiiket alatdmasztja, hogy
eléfordulasuk a human és az egér genomban jelentésen (75%) konzervalt (Cserzé és mitsai.,
Biol. Direct 2010).

Az ATIR jelatviteli folyamatanak fontos eleme a Ras és mas kis G-fehérjék
aktivalasa. Ennek vizsgélatara olyan bioszenzorokat hoztunk létre, melyek segitségével BRET
modszerrel €16 sejtekben lehet nyomon kdvetni e jelatviteli mechanizmust. E bioszenzorok
segitségével nem csak a plazmamembranban, hanem a transz-Golgi halozatban és az



endoplazmatikus retikulumban is sikeriilt Ras aktivalodast kimutatni. Mutans és vad tipust
AT1R-ok felhasznalasaval megallapitottuk, hogy az Angll hatisara 1étrejovo intracellularis
Ras aktivalddas HEK293 sejtekben nem az internalizalodott receptorokrdl elindul6 jelatvitel
vagy az EGF receptor transzaktivacidjanak eredménye, hanem G-fehérjétol fiiggd jelpalyakon
keresztiil jon 1étre (Balla és mtsai., J. Biol. Chem. 2011).

Tovabbi kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogy az AT;-R aktivdlodasa soran
megvaltozik-e a receptor lokalizacioja a plazmamembran kiilonb6zé mikrodoménjeiben,
mieldtt a receptor internalizalédik. Sarga fluoreszcens fehérjével (YFP) jelolt, membran
mikrodoméneket jelz6 fluoreszcens bioszenzorokat hoztunk létre, ¢s BRET mérésekkel €16
sejtekben kovettilk nyomon Renilla luciferazzal jel6lt receptorok eloszlasat. Kimutattuk, hogy
az ATI1R serkentését kdvetden a receptor eloszlasa a plazmamembran fénymikroszkoppal fel
nem oldhato mikrodoménjeiben megvaltozik: a mirisztoil és palmitoil (MyrPalmYFP)
csoporttal kihorganyzott bioszenzor jelentés BRET interakciot mutattak az AT1R-ral nyugvo
sejtekben, mely interakci®6 Angll hatasdra csokkent. Ez arra utal, hogy az AT1R Angll
hatasara a koleszterin- és szfingolipid-gazdag lipid mikrodoménekbdl (,,lipid-raft”) mas
kompartmentekbe helyezddik 4t mieldtt receptor-medialt endocitozissal a sejt belsejébe
kerlilne. Ezt az athelyez6dést igazoltuk olyan plazmamembran bioszenzor segitségével (KR-
YFP), mely a plazmamembran rendezetlen (,,disordered” vagy ,,non-raft”) mikrodoménjében
helyezkedik el, mivel a KR-YFP és AT1R-luciferaz jelentdsen emelkedett BRET interakciot
mutatnak Angll hatasara az internalizacio el6tt (Balla és mtsai. J. Biol. Chem. 2012).

Az Angll hatdsmechanizmuséban fontos szerepet jatszik a mitokondriumok Ca*
felvétele, mely fokozza az ATP termelést, és befolyasolja a citoszol Ca2+-jel alakulasat. A
mitokondridlis Ca®*-felvétel sebessége a mitokondridlis membranpotencidl és a
perimitokondrialis Ca®*-koncentracio figgvénye. Kisérleteinkben a Ca?*-felvétel eddig nem
ismert szabalyozo6 tényezdit azonositottuk. Kimutattuk, hogy az endoplazmas retikulumtol
(ER) tavoli mitokondriumok a kozeliekhez képest hiperpolarizaltak. Angll hatdséara a Ca?*-
felvétel az ER és mitokondrium kozott 1étrejové  magas Ca?*  koncentracioji
mikrodoménekbdl torténik. Ezzel ellentétben a plazmamembranon keresztiil torténd
fiziologids mértékii (fesziiltség-aktivalt) Ca2+-belépés alatt a mitokondrialis Ca®'-felvétel
térbelileg nem korlatozott és a citoszol szubmikromolaris Ca2+-koncentréci(')ja esetén is
létrejohet [Spat és mitsai. Acta Physiol. (Oxf.) 2009]. Angll-vel serkentett H295R
adrenokortikalis sejtben a p38MAPK ¢és egy u.n. ujtipusti (novel) protein-kinaz C izoforma
egyidejli aktivalasa (utobbi a protein-kinaz D aktivalasan keresztiil) gatolja a mitokondrium
Ca?* felvételét. E gatlasnak szerepe lehet a mitokondrium Ca®-talterhelésének, és igy a
sejthalal kivédésében (Koncz és mtsai., Cell Calcium 2009).

Ca?*-mobilizalo agonistaval serkentett HEK293T sejtekben a Ca’*-vélasszal egyidejii
Mg**-jelet figyeltink meg. A Mg?**-jelet részben az okozza, hogy a Ca’* a citoplazmatikus
kotohelyekrdl a Mg?*-ot leszoritja. Emellett az IP3 hataséra belsé raktarakbol is szabadul fel
Mg?*. Az intracellularis ATP-bomlas nem bizonyult jelentés Mg”*-forrasnak. Permeabilizalt
HEK?293T sejtekben a Mg®* a fiziologias [Mg®*] tartomanyban koncentraciofiiggden gatolja a
mitokondrium Ca?*-felvételét, de az ionleadasra nincs hatassal (Szanda és mtsai., Pfliigers
Arch. Eur. J. Physiol. 2009). A mitokondrium Ca®*-felvételének szelektalt ndvelésével (p38
MAPK vagy OPA1 csendesités) vagy csokkentésével (mt-S100G heterolog expresszidjaval)
megerdsitettiik azokat a korabbi megfigyeléseinket, melyek szerint a mitokondrium matrix
[Ca’*] emelkedés és nagy valoszinliséggel a kovetkezményes mitochondrialis NADPH
képz6dés potencirozza a citoszol Ca’*-jel aldoszteron-termelést serkenté hatsat (Spit és
mtsai. Cell Calcium 2012).

Tekintettel a renin-angiotenzin rendszer gatlasanak terapias jelentdségére az elvégzett
munka eredményei tdmpontul szolgalnak az ATI1R blokkolok és az angitenzin konvertalo
enzim gatlok hatdsainak és mellékhatasainak jobb megértéséhez. Az eredmények gyakorlati



hasznositasa szempontjabol az is 1ényeges, hogy a jelatviteli folyamatok nyomon kovetésére
kifejlesztett rezonancia energiatranszferen alapulo modszerek tovabbfejleszthetok nagy szamu
vegyiilet hatasanak ,,high-throughput” vizsgalatara. A palyazat megvalositasa soran tobb
Osszefoglald kozleményt kozoltlink, melyekben eredményeink gyakorlati vonatkozasait,
illetve  klinikummal valé kapcsolatait is igyekeztiink feltdrni. Bagdy Gyorgy
munkacsoportjaval egylittmikodésben felvetettiik a genetikai hattér jelentoségét az
endokannabinoid rendszerben rejlé terapids lehetOségek kihasznaldsdban. A kozleményben
felvetett genetikai mintazatok vizsgalata alapjan egyénre szabott modon lehet6ség nyilhat a
CBIR gatlok alkalmazasara egyes betegcsoportokban (Lazary és mtsai., Trends Pharmacol.
Sci. 2011). Osszefoglald kozleményben ismertettik a CBIR eddig megismert jelatviteli
folyamatait (Turu és mtsai., J. Mol. Endocrinol. 2010), valamint Ligeti Erzsébet
munkacsoportjaval egyiittmiikodésben elemeztiik a jelatviteli folyamatok leallitdsanak
mechanizmusait, illetve azok élettani jelent6ségét [Ligeti és mtsai. Acta Physiol. (Oxf.) 2012].



