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Bevezetés

A G-fehérje kapcsolt receptorok (GFKR)

A GFKR-ok szupercsaladja az egyik legnagyobb fehérjecsalad
az emlds genomban. Alapvetd kommunikacioés csatolok a
sejten kivlli és sejten beldli tér informacios egységének
Iétrehozasaban. Ezek a membranfehérjék kozvetitik hormonok,
parakrin faktorok és neurotranszmitterek sejtekre gyakorolt
hatasat, valamint a latés, szaglas €s izérzés alapvetd molekulai.
A GFKR mikodésének alapja heterotrimer G-fehérje-fiiggd
jelatviteli utak aktivalasa. A GFKR-ok ligand hianyaban
mutatott aktivitdsat nevezzilk bazalis vagy konstitutiv
aktivitasnak.

A deszenzitizacio (a GFKR szétkapcsolasa a G-
fehérjétdl) és az internalizdcid (a sejtfelszini receptorszam
csOkkentése) alapvetd szerepet jatszanak a receptorok
miikodésének szabalyozésidban. A homoldg deszenzitizacio
folyamata soran G-fehérje receptor kinazok (GRK)
foszforilaljak a receptort, a kovetkezményes B-arresztin kotés
sztérikusan gatolja a tovabbiakban a G-fehérje kotést és
aktivalast. Az aktivalt arresztinek a receptor endocitdzisahoz is

vezetnek, valamint G-fehérje fiiggetlen jelatviteli utakat
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aktivalnak a sejtekben. Az internalizacié azonban torténhet [3-
arresztin  fuggetlen modon is: ebben az esetben az
internalizacié  érzéketlen dominans negativ  B-arresztin
jelenlétére, ugyanakkor dominans negativ dinamin hatékonyan
gatolhatja.

A jelatvitel-szelektiv agonizmus egyes receptor-ligand
komplexek jellemzdje, amelyek nem az adott sejtre jellemzo
jelatviteli kaszkadok teljes spektrumi kombinaciodit aktivaljak
(pl. G-fehérje aktivalds, deszenzitizacio-internalizacid, [-
arresztin fiiggo jelatvitel), hanem ,,elfogultak™ egyes jelatviteli
utak irdnt, azokat szelektiven aktivaljak. A
receptorszekvencidban bekdvetkezd mutacid valtoztatja meg a
fiziologias ligand kotésekor létrejovo konformaciot (jelatvitel
szelektiv receptor), vagy a nem-természetes ligand kotése vezet
ilyen konforméciohoz.

A GFKR-ok altal precizen szabalyozott élettani
folyamatokbol kovetkezik, hogy e receptorok mutacié miatti
funkciovaltozdsa betegségek kialakulasdhoz vezethet. A
mutécidkat két csoportra oszthatjuk. Funkcidéveszté mutacid
esetén a receptor bazalis vagy ligand-indukalt aktivitasa
csokken, illetve megsziinik. Funkcidnyer6k azok a mutaciok,

amelyek az egyébként alapaktivitdssal nem rendelkez6



receptort konstitutiv aktivitassal ruhazzak fel vagy a bazalis

aktivitast a vad tipusu receptoréhoz kepest névelik.

Az arginin-vazopresszin rendszer fiziologiaja

A vizhomeosztézis szabalyozdsaban kritikus szerepet jatszik az
arginin-vazopresszin (AVP) hormon. Az AVP fiziologias és
patofizioldgias hatasait GFKR-on hozza létre, a sejtélettani
kovetkezményeket harom receptor jelatviteli aktivitasa
biztositja: az 1a tipust vazopresszin receptor (V1aR), 1b tipusu
vazopresszin receptor és 2-es tipusU vazopresszin receptor
(V2R) aktivalédhat.

Az erck falaban kifejez6d6 V1aR  hataséra
vazokonstrikcio jon létre. A vese gylijtGcsatornaiban talalhato
V2R  alapvetd  szerepet jatszik a  vizhomeosztazis
szabalyozdsaban. A gyljtécsatorna  epitél  sejtjeinek
vizpermeabilitasat és igy a koncentralas-higitas szabalyozasat a
V2R  aquaporin  (AQP)  csatorndk  sejten  bellli
elhelyezkedésének regulacidjan keresztll végzi. A V2R AVP
kotése adenilat-ciklaz — cAMP (3'-5'-ciklikus adenozin-
monofoszfat) — protein kindz A Utvonalon keresztil az AQP2
plazmamembranon torténd feldisuldsdhoz vezet, a sejt

vizpermeabilitasa fokozodik.



Az arginin-vazopresszin rendszer patoldgiaja

Az arginin-vazopresszin rendszer koncentralasi funkciojanak
alulmiikodési  zavara a  diabétesz  inszipidusz  (DI)
betegségcsoport. Jellemzdje a nagy mennyiségli napi vizelet, a
hiposztenuria és a kovetkezményes polidipszia. Nefrogén
diabétesz inszipidusz (NDI) betegségrél beszélink, ha a
jelenlévé AVP hormon a vese célsejtek valamilyen defektusa
miatt hatdstalan. A velesziletett NDI genetikai alapja az
AVPR2 vagy AQP2 génekben bekdvetkezett mutacio. Az
AVPR2 g@gén mutacidin alapuld6 NDI X-kromoszoméahoz
kototten, recessziven oroklédik (XNDI).

A V2R funkcidvesztésén alapulé6 XNDI hétterében allé
mutéciokat sejtélettani mechanizmus és funkcio alapjan
csoportositjak. 1. osztalylak azok a mutaciok, amelyek esetén
nincs effektiv V2R protein szintézis. Ennek oka lehet a mRNS
szintézisében, érésében és a transzlacidjaban is. A 1l. osztalyra
jellemz6é hogy az aminosav csere kovetkeztében a V2R nem
képes felvenni a megfelelé konformaciot, az ER (endoplazmas
retikulum) minéségellendrzé rendszere a hibasan tekeredett
V2R-t felismeri és visszatartja, az nem jut ki a
plazmamembranra. A III. osztalyra jellemzd, hogy a receptor
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csokkent funkcioju vagy funkcioképtelen. Egyik altipusaban
(Ia.) a fiziologias hormon megkotését kovetéen a mutans
receptor aktiv konformécidja csokkent G-fehérje kotéssel
és/vagy aktivalasi tulajdonsaggal bir. A Illb. altipus elégtelen
funkcidja a csokkent ligandaffinitas kdvetkezménye. Az
R137H mutacio azonositésa szilkségesse tette egy tovabbi (1V.)
osztaly létrehozasat: a receptor agonista jelenléte nélkil,
endocitozisra keril és intracellularis vezikuldkban halmozodik.

Az arginin-vazopresszin rendszer talmikodési zavarat
koros antidiuretikus hormon szindréménak hivjuk (syndrome
of inappropriate antidiuretic hormone secretion- SIADH). A
betegség hiponatrémiat okoz a tulzott AVP szekrécio és a
kovetkezmenyes vizeletkoncentralas miatt. A nefrogén koros
antidiurézis szindréma (nephrogenic syndrome of inappropriate
antidiuresis-NSIAD) egy kozelmdltban feltart betegség. A
betegség kialakulasanak a kézéppontjaban a V2R funkcionyerd
mutacioja all, a sejtekben jelentésen emelkedett a bazalis
(agonista stimulus nélkili) cAMP koncentracio. Az NSIAD-
hoz vezet6 konstitutiv aktivitdas az RI137C/L receptorok
konstitutiv p-arresztin  kotésével és internalizicidjaval jar
egyutt. Jelenleg az R137C, R137L és F229V V2R mutéciok
ismertek, amely NSIAD-hoz vezetnek.



Ceélkituzések

A V2R mutéciok intenziv kutatasanak ellenére létezhetnek
ismeretlen és nem karakterizalt mutdcidok. Mikroszkopos és
funkciondlis vizsgalatokkal a patoldgias eltérés molekuléris
mechanizmusa felderithetd, valamint az eredmények alapjan
terapias stratégia is felvethetd.

A dolgozatban bemutatott kisérletekben a kovetkezo

kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. Milyen genetikai eltérés mutathatdé ki a Il. sz
Belgyogyészati Klinikan kezelt NDI-s betegben? Az
eltérés milyen sejtélettani kdvetkezményekkel jar, mi a
betegség patomechanizmusa? Milyen terapias stratégia
lehet célravezetd a konvenciondlis terdpiara nem

reagalo betegnél?

2. Van-e hatdsa a receptor funkcidra egy németorszagi
csaladban azonositott, eddig nem ismert, NSIAD
betegséghez vezetd V2R  muticionak? Milyen
tulajdonsagokkal jellemezhetd a mutacid miatt 1étrejé6vo
receptor konformacio? Milyen terapids modszer johet

szOba a mutaciot hordoz6 csalad esetében?
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Modszerek

Genomialis DNS szekvenalas

A 1. sz. Belgyogyészati klinika NDI-os betegének vizsgalatat
irasos, tajékozott beleegyezését kovetden kezdtik el. A
genomialis DNS izolalasa periférids vér fehérvérsejtjeibol
tortént DNS izolacios kit segitsegével. A genomialis DNS-bél
PCR-rel két részletben sokszorositottuk az AVPR2 gént. A
PCR mintak méretét agardz gélen futtatdssal ellendriztik. A
PCR termékeket tisztitast kovetéen mindkét iranyba

szekvenaltattuk.

Plazmid konstrukciok elkészitése

A jeldletlen, vad tipusi V2R plazmidjanak elkészitésekor a
szekvencigjat pcDNA3.1 vektorba illesztettik. A HA-V2R
(HA-jel6lt V2 vazopresszin receptor) elkészitésekor hasonl6an
jartunk el, azonban a PCR segitségével a receptortol 5’
irdnyban elhelyeztik az influenza hemagglutinin antigénjét. A
V2R-Sluc konstrukciok elkészitésehez a receptor szekvenciajat
a szuper Renilla luciferazt tartalmazd pEYFP-N1 vektorba
illesztettik. A V2R-mVenus Iétrehozasakor az el6zéekben
foglaltak szerint jartunk el, a terméket azonban az mVenus
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szekvenciat tartalmazé pEYFP-N1 vektorba jutattuk. A
receptor konstrukciok N321K és 1130N variansait site directed
mutagenezis segitségével hoztuk létre. A modszer sordn a
mutans receptor inzertet az eredeti plazmidba illesztettiik
vissza. A modszer segitségével csak a kivant szakaszon
kdvetkezett be — ellendrzott korillmények kozott - mutacio. Az
Epac-BRET  szenzorhoz  kiindulasként az TEPACYV-
konstrukciét hasznaluk. A mTurqoise szekvenciajanak
lecseréléséhez Sluc-ot hasznaltunk fel. VValamennyi plazmidot
elkészitését kovetdben az  automatizalt szekvenalassal

ellendriztuk.

Sejtkultdra fenntartas és a sejtek transzfekcioja

A kisérleteinkben hasznalt HEK-293 (human embrionalis vese)
sejteket inkubatorban tenyésztettiik. A sejtek transzfekcidja
soran poli-L-lizinnel elokezelt lemezekkel vagy
fed6lemezekkel dolgoztunk. A transzfekcids oldatok a plazmid
konstrukcidkat, valamint Lipofectamine 2000™ transzfekcids
reagenst tartalmaztak. A protokoll szerint a méréseket 24

oraval a transzfekciot kovetden végeztiik.



Biolumineszcencia rezonancia energiatranszfer (BRET)
méresek

Kisérleteinkben a cAMP szint monitorozésara az Epac-BRET
konstrukciét hasznaltuk. A BRET hanyados csokkenése
emelkedésére utal A sejtek transzfekcidja soran poli-L-lizinnel
elékezelt 96-lyukd lemezzel dolgoztunk. A BRET Kkisérleteket
Berthold Mithras LB 940 késziilékkel. A mérés kezdetén a
sejtekhez adtuk a colenterazin h-t.

A B-arresztin  kotési vizsgélat sordn a receptorok
mVenus, a B-arreszin2 Rluc jeldlésekkel voltak ellatva. A
BRET hanyados emelkedése a B-arresztin receptorhoz torténd
kihelyezddésére utal.

Az internalizaciot BRET-tel vizsgalatuk. Az MP-YFP
konstrukcié a plazmamembrant jeloli a sarga fluoreszcens
fehérjével, a receptorok Sluc donort tartalmaztak. A BRET
hinyados a  receptorok  plazmamembrantdl  mérhetd

tavolsagatol fligg, internalizaciokor csokken.

Konfokalis lézermikroszkdpia
A konfokalis 1ézermikroszkopos vizsgalatokat eltéré modon

vegeztiik a dolgozatban bemutatott két mutans V2R esetében.



N321K: A sejteket a transzfekcio elott 24 draval poli-L-
lizinnel elékezelt fed6lemezekre helyeztikk. A transzfekcio
sordn HA-jelolt receptor konstruktot vagy Ures pcDNA3.1
plazmidot adtunk a sejtekhez. A fixalast 4%-o0s
paraformaldehid hozzaadasaval végeztiik. Mosast kovetben az
immunfestéshez anti-HA-Alexa488 antitestet hasznaltunk, amit
szapponin jelenlétében vagy hianyaban adtunk a sejtekhez. A
jelolt  receptorokat  Zeiss LSM 510  konfokalis
lezermikroszkoppal vizsgaltuk.

I130N: Immunfestéshez torténd transzfekcid soran
NLS-mRFP-t, valamint HA-jel6lt receptor konstruktot vagy
ures pcDNA3.1 plazmidot adtunk a sejtekhez. Fixalas nélkdl
4°C-on anti-HA-Alexa488 antitestettel festettilk a sejteket. A
kolokalizacios kisérletekben receptor-mVenus konstrukciot,
NLS-mRFP és MP-Cerulean plazmidot hasznaltunk. A sejteket

szobahdmérsékleten, Krebs-Ringer oldatban vizsgaltuk.

Aramlasi citometria

A sejteket a transzfekcio el6tt 24 oraval fed6lemezekre

helyeztlik. A transzfekcié soran HA-jel6lt receptor DNS-t vagy

ures pcDNA3.1 plazmidot adtunk a sejtekhez. Jéghideg PBS

oldattal mostuk a sejteket, majd anti-HA-Alexa488 antiesttel

festettlink. Az aramlési citometria vizsgalatokat Beckman-
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Coulter SC készilékkel végeztik. A fluoreszcencia intenzitas

méréseket WinMDI v2.9 programmal értékeltiik.

Miografia

Az egerek mellkasi aortajat eltavolitottuk, majd Krebs oldatba
helyeztik. Az aorta gylrlket tobbcsatornas izometrikus
miograf  késziléken  vizsgaltuk. Az  aortaszegmentek
integritasat és funkcionalitasat magas K* koncentracioju Krebs
oldattal-, az erek ellazuldsi képességét acetil-kolin

hozzaadasaval teszteltik.

A Kisérletek soran felhasznalt programok és statisztikai
elemzés

A plazmidok tervezéséhez Vector NTI szoftvert hasznaltunk. A
kisérletes eredmények abrdzolasahoz, dozis-hatas gorbék nem-
linearis regresszidjahoz, valamint a statisztikai analizishez
GraphPad Prism 5 programot hasznaltunk. Az aramlasi
citometrias merések sordn egymintés t-probat vegeztink. Az
egyes agonistak pECs, (félmaximalis effektiv koncentracio
logaritmusa) értékeit egyutas varianciaanalizissel és Tukey post
hoc teszttel hasonlitottuk 6ssze. A BRET mérések soran
kétutas varianciaanalizist, illetve Bonferroni post hoc tesztet
vegeztink.
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Eredmények

Az N321K mutacio azonositasa

A fiatal férfi beteg sziiletését6l kezdve poliuridban és
polidipszidban szenved, 18 hodnapos koraban felallitottdk az
NDI diagnozisat. Az AVPR2 gén szekvenalasa egy misszensz
mutaciot igazolt. A citozin-guanin szubsztitlcié aszparagin-
lizin cserét okoz (N321K). A DI tiinetei legalabb 3 generécion
keresztil jelen voltak a csaladban.

Az N321K-V2R sejten bellli elhelyezkedése

Az N321K-V2R plazmamembrénon val6é megjelenése a vad
tipuséhoz nagyon hasonld képet mutatott. A permeabilizalt
sejtekben markans intracellularis fluoreszcencencia volt
lathatd. Ezen adatok alapjan az N321K-V2R kijut a sejtek
plazmamembranjéara. A sejtfelszini receptorszam
kvantifikaldsara aramlési citometria méréseket vegeztink. A
vad tipusu és a mutans receptort kifejez6 sejtek relativ
fluoreszcens intenzitdsa megerdsiti, hogy az N321K-V2R

plazmamembran expresszidja hasonlé mértékii a vad tipuséhoz.
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Az N321K-V2R hatasa a CAMP szintézisre

A cAMP koncentraciot Epac-BRET szenzorral meértik, a
bazélis BRET hényados magasabb volt az N321K-V2R-t
kifejez6 sejtekben, mint a vad tipusut kifejezokben. Az AVP
stimulusra  bekovetkez6 cAMP  szint  emelkedésének
amplitidoja a két receptor esetében hasonlo, az aktivacios
kinetika jelentdsen kiilonbozik.

Meghataroztuk az AVP hatas ddzis-hatas gorbéjét vad
tipusu és N321K mutans receptoron. A maximalis BRET
valtozas hasonlé volt a két receptor esetében, azonban az AVP
hataserdssége jelent6sen csokkent volt az N321K muténs
receptoron a vad tipushoz képest. AVP analdog dDAVP
stimulust kovetéen nem volt mérhetd6 cAMP termeldodés a

mutans receptort kifejez6 sejtekben.

Az N321K-V2R internalizacios tulajdonsagai

A vad tipust receptor B-arresztin 2-vel torténd interakcidjat
AVP stimulus hatasdra az mVenus jelolt receptor ¢€s [-
arresztin2-Rluc interakcidjakor 1étrejové BRET hanyados
emelkedése jelzi. A receptorok B-arresztin 2 kotésének dozis-
hatds gorbéjének felvétele soran szuprafiziologiass AVP
koncentraciok esetében sem tudtunk B-arresztin 2 kotést mérni
az N321K-V2R-mVenus konstrukciot kifejezo sejtekben.
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A receptorok internalizacios kinetikajat BRET technikaval
vizsgaltuk. A BRET héanyados ebben az esetben a nem-
specifikus rezonancia energiatranszfert mérte, amely a receptor
és a plazmamembran tavolsagatol fligg. A vad tipusi V2R-t
kifejezé sejtek AVP-vel torténd stimulacioja sejtfelszini
receptorok internalizécidjat és endoszémalis kompartmentekbe
helyez8dését mutatta. Az N321K muténs esetében jelentésen

kisebb mértékii internalizaciét mértiink.

Az N321K-V2R agonista érzékenységének vizsgalata
Kereskedelmi forgalomban hozzaférhet6, ismert V2R ligand
peptideket vizsgaltunk Kisérleteinkben. A ddzis-hatas gorbéket
a receptorokat és a cAMP mérésére alkalmas Epac-BRET
probat tranziensen kifejez6 HEK-293 sejtekben vettik fel. A
vizsgalt peptidek kozil a dVDAVP hataser6ssége volt a
legnagyobb a muténs receptoron a CAMP jel létrehozéasaban. A
dVDAVP VI1R-fiiggd vazokonstriktor hatasat miografiaval
vizsgaltuk izolalt egér artéridkon. A dVDAVP még 10° M
koncentracidban sem hozta létre ezt a hatast.

Az 1130N-V2R sejten belili elhelyezkedése

Egy korabban ismeretlen, nem karakterizalt mutans receptort

vizsgaltunk. A konfokalis mikroszkopiaval kimutattuk, hogy az
14



mVenus-jel6lt mutans receptort kifejez6 sejtek intracellularis
fluoreszcencidja a vad tipust kifejezd sejtekéhez hasonlo.
Azonban az 1130N-V2R plazmamembran elhelyezkedése
kevésbé hangsulyos a vad tipushoz viszonyitva. Ugyanakkor a
nem-permeabilizalt, HA-I130N-V2R-t  kifejezé  sejtek
egyértelmii plazmamembran festddést mutattak, jelezve, hogy a

muténs receptor Kkijut a sejtfelszinre.

Az 1130N-V2R hatasa a CAMP szintézisre

A BRET alaptl cAMP monitorizaléas soran az 1130N-V2R a vad
tipushoz képest emelkedett bazalis cAMP koncentréciot
mutatott, amely fokozott aktivitasra utal. Inverz agonista
tolvaptan hozzaadasa az 1130N mutans esetében csokkentette a
cAMP koncentraciét. Ugyanezen receptorok az AVP
stimulaciora ~ nagymértékiic ~ CAMP  szintemelkedéssel

valaszolnak.

Az 1130N-V2R plazmamembran elhelyezkedésének
vizsgalata
Aramlasi  citometrids mérések sordn az  1130N-V2R
plazmamembran jelenléte kisebb volt, mint a vad tipuse.
A plazmamembran jelenlét valtozasainak
monitorizalasdhoz a BRET technikéat alkalmaztuk, amely soran
15



receptor-plazmamembran tavolsagot mertiik. A bazalis BRET
hényados alacsonyabb volt az 1130N-V2R-Sluc konstrukciot
kifejezd sejtekben. Tolvaptan adéasat kovetden az 1130N-V2R
novekvo plazmamembran megjelenést mutatott. AVP adasat
kovetéen az I130N-V2R plazmamembran megjelenése
csokkent.

Az 1130N-V2R internalizacids tulajdonsagai

Az 1130N-V2R bazalis és agonista-indukalt p-arresztin2
kotését BRET modszerrel vizsgaltuk. A sejtek bazalis BRET
hanyadosa kozott nem volt kilonbség. AVP kezelés hataséra
megnovekedett a BRET hanyados, amely B-arresztin2 kotés
azonban elmarad a vad tipusétol.

Dominans negativ dinaminl (DNdynl) hatasat
vizsgaltuk a mutans receptor plazmamembran jelenlétére
BRET technikdval. A DNdynl-et kifejezé sejtek magasabb
bazalis BRET hanyadost mutattak, mint a vad tipusd dinamint
kifejezok. Tolvaptan adasat kovetden az 1130N-V2R novekvd
plazmamembran megjelenést mutat, amely kevésbé jelenik
meg a DNdyn1-et kifejezo sejtekben.

A dominans negativ dinamin mutans receptorok bazalis
cAMP termelésére Kifejtett hatasat is vizsgaltuk. Az Epac-
BRET, [1130N-V2R ¢és DNdynl konstrukciokat kifejezd
sejtekben alacsonyabb cAMP koncentracié volt mérhetd, mint
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a kontroll sejtekben. A sejteket egymast kvetden tolvaptannal,
majd AVP-vel kezelve azonban a dinamin konstrukcidk nélkdli
sejtekben mért valaszhoz hasonl6 eredményeket kapunk

Kovetkeztetések

Genetikai vizsgalattal a V2R N321K aminosav cseréjét
azonositottunk.  Vizsgélataink alapjan az  N321K-V2R
kifejezodik a sejtek plazmamembrénjan, a vad tipusu
receptorhoz hasonld mennyiségben. A mutans V2R bazélis
CAMP termelése elmarad a vad tipusu receptorétdl, AVP
stimulus esetén jelentdsen csokkent hataserdsséget mutatott.
Az N321K-V2R internalizaciés Kinetikdja a vad tipusu
receptorhoz képest csokkent mértékii. A mutacio a V2R eltérd
agonista érzékenységéhez vezet. A dVDAVP képes a mutans
receptort olyan koncentracidban aktivalni, amely nem hoz létre
V1R medialt vazokonstrikciot.

Az NSIAD betegség fenotipusat létrenozé 1130N
mutacié funkcionyeré mutacio. Az 1130N-V2R kijut a sejtek
felszinére, de kisebb mennyiségben, mint a vad tipusu receptor.
Funkcionalis vizsgalatokkal kimutattuk, hogy a mutéans

receptor emelkedett bazalis cAMP termeléshez vezet a

17



sejtekben, amely tolvaptannal gatolhatd, AVP adasaval
fokozhatd volt. Az emelkedett bazalis aktivitas az 1130N-V2R
konstitutiv internalizacidjaval jar egyutt, amely B-arresztin2-
fliggetlen, de dinamin-fiiggé. Eredmenyeink alapjan a mutacio

jelatvitel-szelektiv konformaciot hoz létre.
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