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1. Rövidítések jegyzéke 

 

  

7TMR 7-transzmembrán receptor 

ACTH adrenokortikotrop hormon 

ADNDI autoszómális domináns nefrogén diabétesz inszipidusz 

AgRP agouti-szerű protein 

AP adapter protein 

AQP aquaporin 

ARNDI autoszómális recesszív nefrogén diabétesz inszipidusz 

AsuAVP Asu
1,6

-arginin-vazopresszin 

AT1R 1-es típusú angiotenzin receptor 

AVP arginin-vazopresszin 

BRET biolumineszcencia rezonancia energiatranszfer 

cAMP 3'-5'-ciklikus adenozin-monofoszfát 

CaSR kalcium-érzékelő receptor 

CDI centrális diabétesz inszipidusz  

CREB cAMP válasz kötő fehérje 

dDAVP dezmopresszin  

DI diabétesz inszipidusz 

DMEM Dulbecco által módosított összetételű Eagle médium 

DNdyn1 domináns-negatív dinamin1 

dVDAVP Val
4
-dezmopresszin 

dyn1 dinamin1 

ENaC epitéliális nátrium csatorna 

EP4R EP4 prosztaglandin receptor 

Epac cAMP-aktivált kicserélő fehérje 

ER endoplazmás retikulum 

ERK1 extracelluláris jel által regulált kináz 

FBS magzati borjú szérum 

FRET fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer 

FSH follikulus stimuláló hormon  
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GDP guanozin-difoszfát 

GEF guanin nukleotid kicserélő faktor  

GFKR G-fehérje kapcsolt receptor 

GHRH növekedési hormont felszabadító hormon   

GnRHR gonadotropint felszabadító hormon receptor 

GRK G-fehérje kapcsolt receptor kináz 

GTP guanozin-trifoszfát 

GTPγS guanozin-5’-O-[gamma-tio]trifoszfát 

HA hemagglutinin 

HEK humán embrionális vesesejt 

I130N-V2R I130N mutációt tartalmazó V2 vazopresszin receptor 

IGFR inzulin-szerű növekedési faktor receptor 

IP3 inozitol-triszfoszfát 

JNK c-Jun N-terminális kináz 

LH luteinizáló hormon 

LVP Lys
8
-vazopresszin 

LHR luteinizáló hormon receptor 

MAPK mitogén-aktivált protein kináz 

MC4R 4-es típusú melanokortin receptor 

MEK mitogén-aktivált protein kináz kináz 1 

MP-YFP mirisztoilálódó és palmitoilálódó fehérje - sárga fluoreszcens 

fehérje konstrukció 

mRFP monomer mutációt tartalmazó piros fluoreszcens fehérje 

mVenus monomer mutációt tartalmazó Venus fluoreszcens fehérje 

N321K-V2R N321K mutációt tartalmazó V2 vazopresszin receptor 

NDI nefrogén diabétesz inszipidusz 

NLS nukleáris lokalizációs szignál 

NSIAD nefrogén kóros antidiurézis szindróma 

PBS foszfát-pufferelt sóoldat 

pEC50 félmaximális effektív koncentráció logaritmusa 

PGE2 prosztaglandin E2 

PH pleksztrin homológ 
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PI3K foszfatidil-inozitol-3-kináz 

PIP2 foszfatidil-inozitol-biszfoszfát 

PKA protein kináz A 

PKB protein kináz B 

PLCβ foszfolipáz Cβ 

PVDAVP deamino-Pen
1
,Val

4
-dezmopresszin 

RFI relatív fluoreszcens intenzitás 

Rluc Renilla luciferáz 

RTK receptor tirozin kináz 

SIADH kóros antidiuretikus hormon szindróma  

SLC12A1 nátrium/kálium/klorid transzporter 

Sluc szuper Renilla luciferáz 

T3/T4  trijód-tironin/tiroxin 

TAL felszálló vastag szegmentum  

TRPV1 tranziens receptor potenciál V1 

TSHR tiroideastimuláló hormon receptor   

UT-A1 urea transzporter 

V1a/bR V1 a/b vazopresszin receptor 

V2R V2 vazopresszin receptor 

VT-V2R vad típusú V2 vazopresszin receptor 

XNDI X-hez kötött nefrogén diabétesz inszipidusz 

YFP sárga fluoreszcens fehérje 

β1AR β1 adrenerg receptor 

β2AR β2 adrenerg receptor 

μ-OR μ opioid receptor 
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2. Bevezetés 

 

2.1. A G-fehérje kapcsolt receptorok (GFKR) szerkezete és működése 

 

A G-fehérje kapcsolt receptorok (GFKR), illetve másnéven 7 transzmembrán 

receptorok (7TMR) szupercsaládja az egyik legnagyobb fehérjecsalád az emlős 

genomban (1). Alapvető kommunikációs csatolók a sejten kívüli és sejten belüli tér 

információs egységének létrehozásában. Ezek a membránfehérjék közvetítik hormonok, 

parakrin faktorok és neurotranszmitterek sejtekre gyakorolt hatását, valamint a látás, 

szaglás és ízérzés alapvető molekulái. A receptorszupercsaládon belül igen nagy a 

variabilitás, azonban az ide tartozó fehérjék közös jellemzője, hogy mind rendelkeznek 

7 darab, egyenként 25-35 aminosavból álló szekvenciával, amelyek hidrófób α-

hélixeket képeznek a sejtek membránjában. Ezeket a hélixeket intra- és extracelluláris 

hurkok kapcsolják össze, valamint a receptorok rendelkeznek változatos hosszúságú, 

sejten kívül elhelyezkedő N-terminális és sejten belüli C-terminális doménnel is (2). A 

7TMR szupercsalád további jellemzője, hogy a receptorok ligandkötése G-fehérjék 

aktivitásának megváltozásával jár.  

 

 Több osztályozási rendszert is leírtak, napjainkban azonban filogenetikai és 

struktúrális hasonlóságok miatt öt osztályba soroljuk a G-fehérje kapcsolt receptorokat: 

a rodopszin típusúak (A), szekretin (B) – és glutamát család (C), valamint adhéziós (D) 

és frizzled/taste2 (E) típusú receptorok (2). A legtöbb fehérjét magába foglaló család a 

rodopszin család, a dolgozat középpontjában álló V2 vazopresszin receptor (V2R) is ide 

tartozik. Az utóbbi pár év kutatásainak eredményeként robbanásszerűen megnőtt a 

családba tartozó, felderített kristálystruktúrával bíró receptorok száma, amely a 

receptorok működésének megértéséhez is jelentősen hozzájárult. A receptorok 

ligandjukkal egy ligandkötő „zseben” keresztül hoznak létre kapcsolatot. A 

ligandkötéshez közvetlenül a 3., 6. és 7. transzmembrán hélix extracelluláris oldal felé 

néző része járul hozzá (3). Ezen kívül a ligandkötéshez a vizsgálatok alapján szükséges 

a 2. extracelluláris hurok is: a ligand felismeréséhez és szelektivitáshoz szükséges, 
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valamint a kötés kinetikáját is befolyásolhatja (4-6). A transzmembrán hélixek 

kommunikációs kapcsolatot képeznek a ligandkötő zseb és a jelátviteli utak 

aktiválásában szerepet játszó intracelluláris hurkok között. Az intracelluláris régiók 

közvetlenül részt vesznek az effektor fehérjékkel történő interakciókban. A receptorok 

működésében elengedhetetlen szerepet játszik a 3. transzmembrán hélix citoplazmatikus 

végében elhelyezkedő DRY (aszpartát-arginin-tirozin) szekvencia, amelynek arginin 

aminosava a G-fehérje C-terminálisához közvetlenül kapcsolódik (7). Hasonlóan 

kiemelt szereppel bír a 7. transzmembrán domén ugyancsak citoplazmatikus végén 

elhelyezkedő NPXXY (aszparagin-prolin-X-X-tirozin) motívum. A GFKR ezen része 

receptortól függően G-fehérje kötésben, ligand iránti affinitásban és az arresztin 

kötésben is szerepet játszhat (8,9).  

 

 A GFKR ligandkötését követő aktivitás fokozódása jelátviteli utak aktiválódását 

és/vagy gátlását vonja maga után. A GFKR működésének alapja heterotrimer G-

fehérjék aktiválása: az aktív receptor és a heterotrimer G-fehérje interakciója a GDP 

(guanozin-difoszfát) disszociációját okozza, amelyet a sejtekben magasabb 

koncentrációban jelen levő GTP (guanozin-trifoszfát) kötése követ. A GTP-kötött α-

alegység egyrészt hidrolizálja a GTP-t GDP-vé, így saját működését limitálja, másrészt 

a βϒ alegységgel egyetemben más jelátviteli enzimek és ioncsatornák működését 

szabályozza közvetlenül vagy másodlagos hirvivőkön keresztül (10). Az aktív receptor 

egymást követően több G-fehérjét aktiválhat, amely a sejten belüli jel erősítéséhez 

vezet. Fontos hangsúlyozni, hogy egy adott GFKR nem csak egy típusú α-alegységet 

aktiválhat, egyes receptorok esetében szövet- illetve sejtspecifikus lehet a létrehozott G-

fehérje aktiválódási mintázat (11).  

 

2.1.1. A G-fehérje kapcsolt receptorok aktivitása  

 

A receptorok aktivitása egyrészt ligandok kötődésétől függ, másrészt a receptor saját 

tulajdonsága, hogy mekkora a bazális - tehát agonista hiányában mutatott - aktivitása. A 

legkorábbi elképzelések szerint a „kulcs – zár” modell írta le a receptorok működését. 

Eszerint az agonista ligand kötődése a neki megfelelő környezetbe - a ligandkötő zsebbe 

- hozza létre azt az aktív konformációt, amely G-fehérje aktiválódáshoz vezet. A modell 
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használatát korlátozza, hogy egyrészt a fehérjék konformációja kismértékben 

dinamikusan változik, másrészt nem magyarázza az olyan ligandok működését, amelyek 

a receptorok aktivitását egyéb ligandok hiányában csökkentik (inverz agonisták) (12). A 

farmakalógiai vizsgálatok alapján a receptor működés és receptor aktivitás változás 

leírható a konformáció-szelekciós modellel. A modell (illetve az ebből továbbfejlesztett 

bonyolultabb modellek) figyelembe veszi, hogy receptoroknak lehet bazális aktivitása, 

tehát spontán képes aktív vagy inaktív konformációt felvenni. Ha a ligand kötődése a 

konformációk eltérő affinitása miatt nagyobb valószínűséggel történik az aktív 

konformációhoz és stabilizálja azt, akkor agonista a ligand. Parciális agonista, ha nem 

hoz létre maximális biológiai választ a receptor. Inverz agonista az a ligand, amely 

nagyobb affinitással kötődik és stabilizálja az inaktív konformációt. Antagonista ligand 

a receptor mindkét konformációjához ugyanakkora affinitással kötődik és ezért nem 

változtatja meg az eredeti inaktív-aktív konformációk eloszlásából fakadó összaktivitást 

egy sok receptorral bíró rendszerben. Az antagonista ugyanakkor gátolja az agonisták 

aktivitást fokozó hatását (13).  

Ezt a modellt egészíti ki, illetve finomítja Kobilka és munktársainak elképzelése 

a GFKR konformációkról. A megközelítés alapja, hogy a receptoroknak nem kétféle 

konformációja (aktív-inaktív) létezik, hanem folyamatos átmenettel végtelen számú 

konformációt vehet fel a receptor az aktivitás teljes hiánya és a maximális aktivitású 

állapot között. A receptor bazális konformációban (tehát ligand hiányában) alacsony 

energiájú állapototokat vesz fel, amely az alacsony aktivitású konformációkra jellemző. 

Ebből más konformációba is átalakulhat, ennek valószínűsége a két konformáció 

energiaszintjétől és a köztük levő energia különbség nagyságától függ. Így agonista az a 

ligand, ami a különbség mértékét és/vagy az aktívabb konformáció energiáját csökkenti 

(1. ábra) (14).  
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1. ábra 

GFKR elméleti energiaképe Kobilka és munkatársa szerint. (a) GFKR konformációs állapotai 

ligand hiányában. A receptor folyamatos átmenettel végtelen számú konformációt vehet fel. 

Alacsony aktivitású állapotokra alacsonyabb energiaszint jellemző, magas aktivitású állapot 

kisebb valószínűséggel fordul elő. (b) Agonista kötődése az állapotok közötti energia 

különbséget és/vagy az aktívabb konformáció energiaszintjét csökkenti (14). 

 

2.1.1.1. Bazális vagy konstitutív aktivitás 

 

A GFKR-ok ligand hiányában mutatott aktivitását nevezzük bazális vagy konstitutív 

aktivitásnak. Több, mint 60 GFKR-ról kimutatták, hogy rendelkezik bazális aktivitással 

(15). Fontos tudni, hogy a legtöbb ilyen receptort tranziensen kifejezve sejtkultúrákban, 

a sejtfelszíni receptorszám többszöröse lehet az endogén receptorszámnak. Az 

előzőekben leírtak szerint azonos inaktív-aktív konformációs eloszlást feltételezve a 

mesterséges rendszerben nagyobb számú aktív receptor van jelen, amely így a 

konstitutív aktivitást fokozza. Egyes receptorok esetén kérdéses lehet a bazális aktivitás 

fiziológiás relevanciája, ugyanakkor több receptor esetén bizonyított, hogy a natív 

szövetben is rendelkezik konstitutív aktivitással. Ilyen a 4-es típusú melanokortin 

receptor (MC4R, az egyetlen fiziológiásan előforduló inverz agonsita, az AgRP - 

agouti-szerű protein a ligandja), a H3 hisztamin receptor vagy a CB1 kannabinoid 

receptor a központi idegrendszerben (16-18). Léteznek olyan receptorok is, amelyek 

egyátalán nem rendelkeznek konstitutív aktivitással: ilyen például a follikulus stimuláló 

hormon (FSH) receptora vagy a bifázisos konformációval bíró rodopszin (14,19). Több 
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receptor esetében leírták, hogy a vad típushoz képest fokozott bazális aktivitással 

rendelkeznek egyes splicing variánsok vagy polimorfizmusok, amelyek a mutációkkal 

szemben a populációban relatíve nagy prevalenciával jelennek meg (20). A GFKR-ok 

ritka, funkciónyerő szomatikus mutációi számos betegség patofiziológiai alapjai, a 

későbbiekben részletesen kifejtésre kerülnek. A bazális aktivitás alapja, hogy a receptor 

flexibilitása miatt többféle, eltérő aktivitással bíró konformációt is felvehet a ligand 

hiányában, illetve hogy nagyobb G-fehérje affinitással rendelkezik. A fokozott bazális 

aktivitás magyarázható egyrészt az aktív és inaktív konformáció közötti alacsony 

energiaszint különbséggel és így az aktív konformációba alakulással, amely nagyobb 

valószínűséggel történik meg. Amennyiben a receptor túlnyomórészt egy adott 

konformációban fordul elő, úgy ezen konformáció G-fehérje iránti emelkedett 

aktivitásával magyarázható (2. ábra) (14).  

 

 

2. ábra 

Alacsony és magas bazális aktivitású GFKR elméleti energiaképei Kobilka és munkatársa 

szerint. (a) Alacsony bazális aktivitással rendelkező GFKR konformációs állapotai. (b) GFKR-

ok alacsony energia különbség miatt létrejövő fokozott bazális aktivitás konformációs állapotai. 

(c) Alacsony energiaszintű, de magas bazális aktivitással járó konformációval rendelkező 

GFKR képe (14). 

 

2.1.2. A G-fehérje kapcsolt receptorok deszenzitizációja és internalizációja 

 

Minden jel, így a GFKR-ok által létrehozott biológiai jel esetében is alapvető 

fontosságú a jel kezdetét szabályozó mechanizmusokon kívül a jel végét meghatározó 

folyamatok ismerete. A deszenzitizáció (a GFKR szétkapcsolása a G-fehérjétől) és az 

internalizáció (a sejtfelszíni receptorszám csökkentése) régóta intenzíven kutatott 
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folyamatok, alapvető szerepet játszanak a receptorok működésének szabályozásában. A 

GFKR-t kifejező sejt válaszkészségét a deszenzitizáció és az internalizáció a sejtre ható 

agonista koncentrációhoz illeszti: érzékenysége ismétlődő vagy hosszantartó agonista 

stimulus esetén csökken (21).  

 

2.1.2.1. A deszenzitizáció 

 

A deszenzitizációnak két alapvető mechanizmusát különböztetjük meg: a heterológ és a 

homológ deszenzitizációt. A heterológ deszenzitizáció alapja a másodlagos hírvivő-

függő kinázok (protein-kináz A és protein-kináz C) aktiválása (22,23). Ezek a kinázok 

mind az agonistát kötő aktív, mind az inaktív receptorokat egyes szerin és treonin 

oldalláncaikon foszforilálják és így deszenzitizálják (24).  A homológ deszenzitizáció 

folyamata során G-fehérje receptor kinázok (GRK) foszforilálják a receptort. Fontos 

különbség az előzőhöz képest, hogy a GRK-k képesek felismerni és megkülönböztetni 

az agonistát kötő, aktív konformációjú receptort, amelynek foszforilációja és a 

következményes  β-arresztin kötés sztérikusan gátolja a továbbiakban a G-fehérje kötést 

és aktiválást (25). A rendelkezésre álló bizonyítékok alapján egyes receptoroknál -mint 

pl. az 1-es típusú angiotenzin receptor (AT1R)- a másodlagos hírvivő-függő kinázok és 

a GRK szerepének fontossága a deszenzitizációban agonista koncentráció függő (26). A 

hét, emberben kifejeződő GRK izotípus közül kettő csak a retinában (GRK1 és -7) a 

GRK4 pedig szinte csak a herében fejeződik ki. A sokféle szövetben kifejeződő, 

alapvetően citoplazmatikus GRK2 és -3 C-terminális PH-doménjük segítségével G-

fehérje βγ-alegység- és PIP2-függő (foszfatidil-inozitol-biszfoszfát) módon kerülnek a 

plazmamembránba és az aktív receptorok közelségébe. A GRK5 lipid modifikáció által, 

a GRK6 foszfolipidek kötésén keresztül rögzül a plazmamembránhoz (21).  

 

2.1.2.2. Az arresztinek szerepe 

 

A receptor foszforilált tirozinjaihoz arresztin fehérjék kapcsolódnak, sőt csak így jöhet 

létre teljes homológ deszenzitizáció (27). Mind az agonista kötésekor létrejövő aktív 

konformáció, mind a GRK általi foszforiláció szerepet játszik az arresztin kötődésében 
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(28). A családba négy arresztin (1-4) izotípus tartozik, amelyek közül kettő csak a 

retinában fejeződik ki (arresztin1 és -4). A többi sejtben a β-arresztin1 és -2 (arresztin2 

és -3) játszik szerepet a deszenzitizációban és internalizációban.  A β-arresztinek és a 

receptorok kapcsolatának megértéséhez mutációs vizsgálatok, valamint a fehérjék 

kristálystruktúrájának feltérképezése vezetett (29-31). Általánosságban elmondható, 

hogy az arresztinek egy rövid α-hélix kivételével β-redőkből és az azokat összekötő 

hurkokból álló elnyújtott fehérjék. Két fő doménjüket, az N- és C-terminális domént 

egy poláros mag köti össze. Az aktivált receptor felismerésében és kötésében az N-

terminális régió játszik elengedhetetlen szerepet. Ezt követően a C-terminális domén 

konformációja és a két fő domén egymáshoz való relatív helyzete is megváltozik, így az 

arresztin aktivált állapotba kerül (32). Az aktivált arresztinek a GFKR 

deszenzitizációján túl a receptor endocitózisához vezetnek - csökkentve a sejtfelszíni 

receptor számot -, valamint az utóbbi években jelentős figyelmet élvező G-fehérje 

független jelátviteli utakat aktiválnak a sejtekben.  

 

2.1.2.3. Az internalizáció 

 

A receptorok által ligandkötés hatására (illetve konstitutív aktivitás esetén annak 

hiányában is) közvetített jel nagyságát és időtartamát a deszenzitizáció mellett, az 

internalizáció is befolyásolja. A folyamat során a plazmamembránban elhelyezkedő 

sejtfelszíni receptorok bekerülnek a sejt belsejébe, amely lehet reverzibilis és 

irreverzibilis is (32). A GFKR-ok internalizációja klasszikus felosztás szerint klatrin-

függő, kaveolin-függő és ezektől független utakba sorolható. A GFKR-ok esetén 

legintenzívebben kutatott útvonal a klatrin-függő internalizáció. A klatrin szétágazó, 

háromlábú molekula (triszkelion (33)), amely a 190 kDa nagyságú nehézlánc és -25 

kDa nagyságú könnyűláncból álló alegység trimerje. Ez az triszkelion képezi az alapját 

annak hálózatos struktúrának, amely az öt- és hatszögeket képez oligomerizációjuk 

esetén (34).A folyamat kezdeti lépéseként a β-arresztin kötött GFKR a klatrinburkos 

gödröcskékbe kerül. A klatrinburkos gödröcskékben, valamint lefűződés után a 

vezikulában a második legnagyobb mennyiségben előforduló fehérjék az adapter 

proteinek (AP) komplexei. A GFKR-ok internalizációjában kiemelendő az AP-2 
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komplex (35). Az aktivált receptorhoz kötött β-arresztin molekula kapcsolódhat 

közvetlenül a klatrin fehérjéhez vagy az AP-2 komplexen keresztül (36,37). A receptor 

a klatrinburkos gödröcske lefűződésével jut a sejt belsejébe. A klatrin-függő 

endocitózissal internalizálódó GFKR-okat két csoportra oszthatjuk a folyamat során 

mutatott β-arresztin kötés minősége alapján. Az A-osztályba tartozó receptorok (pl. β2 

adrenerg receptor - β2AR) a β-arreszint2-t nagyobb affinitással kötik, mint a β-

arresztin1-et, valamint az arresztin leválik a receptorról a klatrinburkos vezikula 

lefűződését követően. A B-osztályra  ezzel szemben az jellemző, hogy az ide tartozó 

receptorok (pl. V2 vazopresszin receptror - V2R) a két nem-vizuális arresztin izoformát 

körülbelül egyforma affinitással kötik. Ez a kötés az internalizáció folyamán stabilan 

fennmarad és az endocitotikus vezikulákig követhető az arresztin molekula (38). A 

klatrinburkos gödröcske vezikulaként lefűződik és a sejt belsejébe jut. A lefűzödéshez 

elengedhetetlen a GTPáz aktivitással rendelkező dinamin molekula jelenléte. A GTP-áz 

aktivitás mutációval vagy GTPγS (guanozin-5’-O-[gamma-tio]trifoszfát) hozzáadásával 

történő gátlásával megakadályozható a gödröcske lefűződése a plazmamembránról 

(39,40).  

A receptorok lefűződést követően a korai endoszómákba jutnak, ahol a savas pH 

hatására a ligand disszociál a receptorról. A korai endoszómákat követően a receptor 

sejten belüli mozgása több útvonalon keresztül történhet. Az egyes kompartmentek 

közötti transzport Rab kis G-fehérjékkel jellemezhetők. A sejtfelszínre - korai 

endoszóma transzportot követően (Rab5)- a receptor visszajuthat közvetlenül (Rab4) 

vagy közvetetten, reciklizáló endoszómák érintésével (Rab11, Rab4). A korai 

endoszómákból a receptorok a késői típusúba juthatnak (Rab7), amelyet lizoszómális 

degradáció vagy Golgiba jutás követ (Rab9) (41). A lehetséges útvonalakból 

következik, hogy a GFKR sejtfelszíni mennyiségének szabályozása negatív irányba 

lebontáson keresztül történhet, azonban fontos megjegyezni, hogy a sejt 

hormonérzékenyégének fentartása is endocitotikus folyamatoktól függ. A reciklizáció 

során a receptor visszajut a plazmamembránba és ismét hormont köthet. Egyes 

agonisták esetében (pl. morfin) az endocitózis és így a reciklizáció elmaradása az 

érzékenység csökkenésével és tolerancia kialakulásával jár (42). Az internalizáció 

azonban történhet β-arresztin független módon is: egyes receptorok kaveolin-függő 

módon kerülhetnek a sejt belsejébe. Ezen receptorok (pl. B-típusú endotelin receptor) 
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internalizációja érzéketlen domináns negatív β-arresztin jelenlétére, ugyanakkor 

domináns negatív dinamin hatákony gátolja a folyamatot (43). 

  

2.1.2.4. β-arresztin függő jelátviteli folyamatok 

 

A β-arresztinek központi szerepét a GFKR-ok működésében az is mutatja, hogy 

szemben a korai elképzelésekkel, nem csak a receptorok deszenzitizációjában és 

internalizációjában játszanak szerepet, hanem képesek jelátviteli utakat aktiválni. A β-

arresztinek mint adapter fehérjék vesznek részt Src családba tartozó tirozin kinázok 

aktiválásában, valamint az ERK (extracelluláris jel által regulált kináz), JNK (c-Jun N-

terminális kináz) és p38 MAPK (mitogén-aktivált protein kináz) esetében is kimutatták 

aktiváló hatásukat (44). Az első felfedezést Luttrell és munkatárai tették, bizonyítva 

hogy a β2AR (β2 adrenerg receptor) képes c-Src-t aktiválni β-arresztin1-en keresztül, 

amely fehérje domináns negatív formájának alkalmazása ERK válasz csökkenést 

okozott (45). A kutatócsoport kimutatta továbbá, hogy a β-arreszin2-höz közvetlenül 

kapcsolódik a Raf1 és ERK1/2, a MEK1 (mitogén-aktivált protein kináz kináz 1) 

viszont csak közvetetten, az előzőeken keresztül (46). Ez az ERK aktiváció azonban 

különbözhet a G-fehérje függő ERK választól, mint azt az AT1R esetében kimutatták. 

Egyrészt G-fehérjét nem kötő mutáns receptorral kimutatták, hogy ligandkötés hatására 

aktiválódik ERK, azonban a a fehérjék magba történő áthelyeződése elmarad. Másrészt, 

bár a citoszólikus ERK aktivitás kimutathatóan megnövekszik arresztin függő módon, a 

következményes transzkripció változások elmaradnak (47,48). A β-arresztin függő 

jelátviteli utak fiziológiás és patofiziológiás jelentőségét a jelátvitel szelektív agonizmus 

utóbbi években egyre kiterjedtebb vizsgálata mutatta meg. 

 

2.1.3. Jelátvitel-szelektív agonizmus 

 

A jelátvitel-szelektív agonizmus egyes receptor-ligand komplexek jellemzője, amely 

komplexek nem az adott sejtre jellemző jelátviteli kaszkádok teljes spektrumú 

kombinációit aktiválják (pl. G-fehérje aktiválás, deszenzitizáció-internalizáció, β-

arresztin függő jelátvitel), hanem „elfogultak” (angol nyelvű irodalomban „bias”) egyes 
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jelátviteli utak iránt, azokat szelektíven aktiválják. Az alapkoncepció szerint két 

mechanizmussal jöhet létre jelátvitel szelektív receptor konformáció (3. ábra): vagy a 

receptorszekvenciában bekövetkező mutáció változtatja meg a fiziológiás ligand 

kötésekor létrejövő konformációt (jelátvitel szelektív receptor), vagy a nem-természetes 

ligand kötése vezet ilyen konformációhoz (jelátvitel szelektív ligand) (49).  

 

 

3. ábra 

Jelátvitel szelektív ligandok és receptorok működése Rajagopal és munkatársai szerint. (a) 

Agonista kötödése kiegyensúlyozott jelátvitel esetén G-fehérje és β-arresztin függő útvonalakat 

aktivál, valamint a receptor deszenzitizációjához és internalizáiójához vezet. (b) Jelátvitel 

szelektív ligand kötődése a receptorhoz elfogultá teszi a jelátvitel a G-fehérje függő vagy β-

arresztin függő útvonal felé. (c) Kiegyensúlyozott ligand kötődése elfogult receptorhoz is 

szelektíven aktiválhat jelátviteli utakat (49). 

 

Az AT1R esetén az elsőre példa a DRY/AAY mutáns receptor, amely nem aktivál  G-

fehérjét, azonban képes β-arresztint kötni és ERK választ aktiválni (50,51). Egyéb 
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ligandok is képesek hasonló tulajdonságokkal rendelkező konformáció létrehozni: a 

módosított AngII, a [Sar
1
, Ile

4
, Ile

8
]AngII csak G-fehérje független jelátviteli utakat 

aktivál és internalizációt hoz létre, Gq-kötés (heterotrimer G-fehérje izoforma) nélkül 

(46,51). Tágabb értelemben véve jelátvitel szelektívek azon ligandok, amelyek az adott 

GFKR-hoz kötődve nem aktiválják az összes G-fehérje izotípust. Ezt a jelenséget 

figyelték meg muszkarinos acetilkolin receptor esetében: a karbakol egyformán 

aktiválja a Gs és Gq heterotrimer G-fehérjéket, a pilokarpin azonban csak a Gq-függő 

foszfolipáz C-t aktiválja (52,53). Fontos megjegyezni, hogy nem csak a teljes jelátvitel 

szelekció (egyes jelátviteli útvonalak aktiválásának teljes hiánya) bírhat jelentőséggel, 

hanem a részleges jelátvitel-szelektív aktiválás is lehetséges. Az egyes útvonalak 

aktivációjának hatékonyságát, hatáserősségét és egyéb mérhető paramétereit mátrixba 

foglalva meghatározható, hogy mennyire kiegyensúlyozott az adott ligand vagy receptor 

(54). A jelátvitel szelekció farmakológiai és jövőbeli terápiás jelentőségét nem lehet 

túlbecsülni. β-arresztin knock-out egerekben végzett vizsgálatok kimutatták, hogy G-

fehérje szelektív ligandokkal stimulálva a receptorokat csökkenthetővé válna a 

gyógyszerek biológiai hatékonyságának időben progrediáló csökkenése (tachyphylaxis). 

A β-arresztinek szerepét a folyamatban igazolták a β1AR (β1 adrenerg receptor) - 

szívelégtelenség, β2AR - asthma bronchiale és μ-OR (μ opioid receptor) - analgézia 

vonatkozásában is (55-58). A β-arresztinek által mediált jelátviteli útvonalak 

jelentőségét mutatják és lehetséges terápiás vonatkozással bírnak egyes jelátvitel 

szelektív ligandok. A β1AR függő szelektív β-arresztin aktiválás  kardioprotektív 

hatásokkal rendelkezik, amelyeket ezen jelátviteli útvonal irányában elfogult ligandok 

(pl. karvedilol) esetében vizsgálnak (59,60). Az AT1R β-arresztin jelátvitel szelektív 

ligandjának, a TRV027-nek jelenleg klinikai vizsgálatát végzik, mely az akut 

szívelégtelenség lehetséges terápiájaként szerepelhet (61). A vegyület alkalmazásának 

előnye az lehet, hogy korábban megfigyelték, hogy a jelátvitel szelektív ligand az 

artériás középnyomást csökkenti, miközben meglepő módon – szemben az AT1R 

antagonistákkal - a szív teljesítményét és pumpafunkcióját javítja (62).  
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2.1.4. G-fehérje kapcsolt receptorok mutációi és klinikai következményeik 

 

A GFKR-ok által precízen szabályozott élettani folyamatokból következik, hogy ezen 

receptorok mutáció miatti funkcióváltozása betegségek kialakulásához vezethet. A 

GFKR-ok kutatásának történetéhez szorosan kapcsolódik, hogy egy adott receptor 

cDNS-ének megismerését általában szorosan követte a szekvenciában bekövetkező 

mutáció következményeként kialakult betegség megismerése és az ok-okozati viszony 

felismerése. Körülbelül 30 betegséget ismerünk, amelyek hátterében GFKR mutáció áll. 

A mutációkat két csoportra oszthatjuk attól függően, hogy hogyan változtatja meg a 

konformációváltozás a receptor funkciót. Funkcióvesztő mutáció esetén a receptor 

bazális vagy ligand-indukált aktivitása csökken, illetve megszűnik. Funkciónyerők azok 

a mutációk, amelyek az egyébként alapaktivitással nem rendelkező receptort konstitutív 

aktivitással ruházzák fel vagy a bazális aktivitást a vad típusú receptoréhoz képest 

növelik. A mai napig több, mint 600 funkcióvesztő- és közel 100 funkciónyerő mutációt 

ismertünk meg (63).  

 

2.1.4.1. A receptor diszfunkció sejtélettani alapjai 

 

A mutáció mechanizmusát tekintve megfigyelhetők misszenz- (aminosav cserét okoz), 

mRNS leolvási keret eltolódást okozó- (frameshift) és nonszenz mutációk (korai stop 

kodon miatt leáll a transzláció), illetve előfordulhat nagyobb, komplex szakaszok 

inzerciója és deléciója. A misszenz mutációk esetén természetesen nagyobb 

valószínűséggel marad meg a receptor csökkent funkcionalitása, valamint funkciónyerő 

mutációk esetén az aktivitás fokozódhat is. Nonszenz és frameshift mutációk esetén 

általában a fehérjeszekvenciának olyan jelentős változása következik be, amely a GFKR 

működését teljesen lehetetlenné teszi. Hasonló probléma jelentkezik a nagyobb 

szekvenciadarabok kiesésének vagy eltérő helyre történő beépülésének 

következményeként kialakuló konformációk esetén is. A Schöneberg és munkatársai 

által összegyűjtött GFKR mutációkból megállapítható, hogy a többségük misszenz 

mutáció (65%) (63). 

A mutáció többféle módon vezethet a GFKR funkcióváltozáshoz. A receptor 

szintézis folyamatában okozhat változást azáltal, hogy az eltérő mRNS szekvencia 
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annak érését befolyásolja. Kimutatták a kalcium érzékelő receptorról, hogy öröklődő 

mutációja az mRNS splicing-ot befolyásolja, ezáltal a transzláció folyamata során az 

olvasási keret megváltozása korai stop kodon megjelenését okozza (64). A 

fehérjeszintézis az endoplazmás retikulum (ER) riboszómáin történik, a receptor a 

lumenbe jut. A szintézist követően a fehérje felvesz egy olyan konformációt, amely az 

ER-ból a Golgi-n keresztül a plazmamembránra történő kijutását lehetővé teszi. Ettől 

eltérő konformáció jöhet létre a mutáció és a következményes rossz fehérje hajtogatódás 

miatt. Ebben az esetben a rosszul hajtogatódó fehérje nem jut ki a plazmamembránra 

(65,66). Ez a patomechanizmus igen gyakran vezet GFKR mutáció függő betegség 

kialakulásához. Először a rodopszinról, majd a 2-es típusú vazopresszin receptorról 

írták le, hogy mutáció esetén visszamaradnak az ER-ban (67,68). Amennyiben a 

mutáció ellenére a receptor átjut az ER minőségellenőrző rendszerén, kikerül a 

plazmamembránra. A plazmamembránban elhelyezkedő mutáns receptor funkcióját 

befolyásolja a vad típustól eltérő konformáció: érintheti a ligandkötést, G-fehérje kötést 

és –aktiválást, valamint a jelátvitel és internalizáció folyamatát.  

 

 A ligand illetve hormon affinitás csökkenése számos receptor mutációjának 

esetén bizonyított: kimutatták jelentőségét MC4R, TSHR (tiroideastimuláló hormon 

receptor), V2R és a GnRHR (gonadotropint felszabadító hormon) által mediált 

folyamatokban (69-72). Fontos azonban megjegyezni, hogy az affinitás csökkenése nem 

bizonyítja önmagában, hogy a mutáció miatt megváltozott aminosav részt vesz 

közvetlenül a ligandkötésben. Elképzelhető, hogy a mutáció miatt megváltozott 

harmadlagos szerkezet olyan konformációt jelent, amely befolyásolja a ligandkötő zseb 

hozzáférhetőségét vagy a kötésben esszenciális szerepet játszó aminosavak helyzete 

változik meg. A ligand affinitás változásával együtt és attól izoláltan is csökkenhet a 

recepor G-fehérje kötő- és aktiváló képessége. Utóbbi jelenséget mutatták ki az R137H 

V2R mutációnál. Hasonló elváltozás jelentkezik a Hirschsprung betegséget okozó B-

típusú endotelin receptor mutációnál is (73,74).  
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2.1.4.2. Funkcióvesztő GFKR mutációk 

 

Az előzőekben leírtak szerint nagyobb számban fordulnak elő olyan mutációk, amelyek 

a receptor funkciót elrontják és kisebb a valószínűsége, hogy a mutáció miatti változás a 

receptor alap aktivitását fokozza, illetve létrehozza. A mutációk GFKR-ok széles körét 

érinthetik, számos betegség alapját képezve. Ebben a fejezetben röviden bemutatunk 

öröklődő GFKR mutációkat és az általuk okozott betegségeket, a Dolgozat központi 

témájául szolgáló V2R mutációkat és következményeiket a későbbiekben részletesen 

ismertetjük (75).  

 

A rodopszin génjében bekövetkező mutáció retinitisz pigmentosa betegség 

kialakulásához vezet. A rodopszin GFKR a retinában elhelyezekedő pálcikák fotonok 

érzékelését lehetővé tevő fehérje. A mutációi miatt kialakuló betegség az első felismert 

GKFR függő monogénes öröklődésű betegség (76). A növekedési hormont felszabadító 

hormon (GHRH) receptorában bekövetkező mutáció a növekedési hormon 

elválasztásának elégtelensége miatt törpeséghez vezet (77).   A kóros elhízások 1-6%-

ban a táplálékfelvétel szabályozásában szerepet játszó MC4R mutáció a kiváltó ok (78) 

Érdekes felvetés ugyanakkor, hogy az MC4R esetén a funkcióvesztés a fiziológiás 

konstitutív aktivitás károsodását jelentheti (79). A TSH receptorának inaktiváló 

mutációja a pajzsmirigy működésének elégtelenségéhez vezet a T3/T4 (trijód-

tironin/tiroxin) hormonok képződésének, felszabadulásának és a szerv fenntartásának 

zavara miatt (80). A GnRH receptor funkcióvesztő mutációja hipogonadotróp 

hipogonadizmushoz, a hormon által szabályozott FSH (follikulus stimuláló hormon) és 

LH (luteinizáló hormon) receptorának öröklött zavara pedig hipergonadotróp 

hipogonadizmushoz vezet (81-83). A közel sem teljes felsorolás rámutat, hogy a GFKR 

által szabályozott élettani folyamatok elégtelensége milyen komplex betegségekhez 

vezet azok funkcióvesztő mutációi esetén.  

 

2.1.4.3. Funkciónyerő GFKR mutációk 

 

A funkciónyerő mutációk sokkal ritkábban fordulnak elő, mint a funkcióvesztők: 

mindössze a betegséget okozó GFKR mutációk 13%-ban találtak agonista független 
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aktivációhoz vezető mutációt (63). A funkciónyerő mutációk kissé eltérő 

tulajdonságokkal rendelkeznek, mint a funkcióvesztők. Az általuk okozott betegségek 

általában domináns módon öröklődnek, illetve embrionálisan letálisak lehetnek. Ez 

utóbbi esetben természetesen csak szerzett formája fordulhat elő a betegségnek. 

Előfordulhat, hogy a betegség nem jelentkezik súlyos tünetekkel, a szervezet 

kompenzatórikus folyamatai miatt csak bizonyos társbetegségek esetén kerül 

felfedezésre a mutáció, mint például a későbbiekben részletesen kifejtett NSIAD 

(nefrogén kóros antidiurézis szindróma) betegség esetében. Az egyik elsőként 

felfedezett konstitutív aktivitást okozó GFKR mutáció, amelyet öröklődő betegséghez 

kapcsoltak, a luteinizáló hormon receptorának (LHR) mutációja. A domináns módon 

öröklődő, csak férfiakban jelentkező pubertás precox a receptor aktivitás miatt korai 

életkorban bekövetkező tesztoszteron termelés következménye (84). A TSHR aktivitást 

fokozó mutációja autoszomális domináns öröklődést mutató veleszületett hipertireózist 

okoz (85). A parathormon felszabadulását szabályozó CaSR (kalcium-érzékelő 

receptor) konstitutív aktivitást fokozó mutációi a többi GFKR-hoz képest igen nagy 

számban vannak jelen a populációban (eddig több, mint 80 ilyen mutáció ismert) (86). 

A CaSR túlműködésének következménye az autoszómális domináns hipokalcémia. 

 

2.2. Az arginin-vazopresszin rendszer fiziológiája 

 

2.2.1. A vese koncentráló és hígító működése 

 

A szervezet vízhomeosztázisának fenntartásában kulcsszerepet játszik a vese 

koncentráló és hígító működése. A folyadékegyensúly megteremtésének érdekében és a 

plazma fiziológiás ozmolalitásának (290-295 mOsm/kg H2O) biztosításában nemcsak a 

felvételi oldal (szomjúság), hanem a víz kiválasztása is precízen szabályozott (87). A 

vese működésének alapvető logikája szerint nagy volumenű, a vérplazma alkotóelemei 

közül szinte csak a fehérjéket nem tartalmazó szűrlet képződését követően a víz és 

egyéb anyagok nagy mennyiségben visszaszívódnak a nefronok és gyűjtőcsatornák 

lumenéből. Az ionokat és vizet tekintve a visszamaradó kisebbik hányad vizeletként 

kerül eltávolításra a szervezetből. Fiziológiás körülmények között a glomeruláris 
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filtráció közelítőleg 180 l/nap primer szűrletet produkál, amelynek túlnyomó része 

visszaszívódik (88). A vízreabszorpció mértékét fiziológiásan a környezeti hatások, 

úgymint a víz és só bevitel, illetve a kiválasztás aktuális állapota határozza meg. 

Amennyiben a szervezet vízkiválasztása csökken az egyensúly megtartása érdekében, a 

vese koncentrált vizeletet választ el, amely az oldott anyagokat a szabályozás 

következtében nagymértékű reabszorpció után nagy koncetrációban tartalmazza. A híg 

vizelet esetén nagy volumenű a vizeletképződés, oldott anyagokat kis koncentrációban 

tartalmaz.  

A vízmozgás hajtóereje az ozmotikus gradiens, koncentráló vese esetén a kéreg-

papilla vonatkozásban egyre növekvő ozmotikus koncentrációt mérhetünk a vese 

interstíciumában (89). A magas interstíciális ozmotikus koncentráció létrehozásában 

kiemelt szerepe van a vastag felszálló szegmentumnak (TAL). A TAL vízre nem 

átjárható, azonban SLC12A1 (nátrium/kálium/klorid transzporter) transzporterek 

segítségével Na
+
 és Cl

-
 ionokat juttat az interstíciumba (90). Ez a mechanzmus a hosszú 

kacsú nefronok esetében a víz reabszorbcióján keresztül, rövid kacsú nefronok esetén 

NaCl lumenbe jutásán keresztül a vastag leszálló szegmentum ozmotikus 

koncentrációját növeli, megteremtve az ellenáramú sokszorozás lehetőségét. A TAL-t 

működésének sajátossága miatt hígító szegmentumnak is szokás nevezni. További NaCl 

eltávolítás megy végbe a disztális kanyarulatos csatornában: SLC12A3 transzporter 

felelős a transzportért (89). A gyűjtőcsatornát elérő filtrátum igen hipozmotikus, további 

változása a gyűjtőcsatorna vízpermeabilitásától függ: amennyiben nincs további 

vízmozgás alacsony ozmotikus koncentrációjú vizelet ürül (hígító vese). Ha azonban a 

vese koncentrál, akkor az arginin-vazopresszin rendszer működésének 

következményeként az ellenáramú sokszorozó rendszer által felépített ozmotikus 

gradiens mentén vízreabszorbció történik, a vizelet ozmotikus koncentrációját növelve. 

Fontos az előzőeket kiegészíteni azzal, hogy a koncentráló működéshez szükséges az 

urea interstíciális koncentrációjának emelkedése is, amely urea transzport szintén az 

arginin-vazopresszin rendszertől függ (91).  
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2.2.2. Az arginin-vazopresszin 

 

A vízhomeosztázis szabályozásában kritikus szerepet játszik az arginin-vazopresszin 

(AVP), ami egy 9 aminosavból álló peptid hormon. Az arginin megjelölés különbözeti 

meg a más fajokban fiziológiásan előforduló analógoktól (sertésben például lizin-

vazopresszin van jelen) (92). A peptid tartalmaz egy diszulfid hidat a Cys
1
 és Cys

6
 

aminosavak között. A hormont kódoló AVP gén a hipotalamusz magnocelluláris 

(szupraoptikus és paraventrikuláris mag) és parvocelluláris neuronjaiban fejeződik ki 

(87). A szintézis során a prekurzor fehérje AVP-re, neurofizin 2-re és kopeptinre 

vágódik (93). Ez utóbbi egyik jelentősége, hogy plazmában történő mérése egyszerűbb 

lehet, mint a vele ekvimoláris mennyiségben képződő AVP-é (94). A hormon 

felszabadulását és szisztémás keringésbe jutását a vérplazma ozmolaritásának 

emelkedése, a magas- és alacsonynyomású baroreceptorok csökkent stimulációja 

fokozza. A hipotalamusz előbb említett magnocelluláris neuronjai hiperozmolaritás 

esetén a sejt térfogatváltozására válaszolnak. A szenzoros működés alapja a 

plazmamembránban elhelyezkedő TRPV1 (tranziens receptor potenciál V1) 

mechanoszenzitív csatorna jelenléte: depolarizáció jön létre a sejtek zsugorodásakor. A 

depolarizációt AVP felszabadulása követi (95). Az alacsonynyomású baroreceptorok 

csökkent aktivitása az alacsony keringő vérvolumen és csökkent vénás visszaáramlás 

következménye és hatékonyan emeli a plazma AVP szintet (96). Megfelelő stimulus 

esetén az AVP felszabadulás helye a hipofízis hátsó lebenye, ahová a magnocelluláris 

neuronok axonja húzódik. Ebben az anatómiai lokalizációban nincs jelen a vér-agy gát, 

így a felszabaduló AVP a kapillárisokon keresztül a véráramba jut (97).  

 

2.2.3. Vazopresszin receptorok 

 

Az AVP fiziológiás és patofiziológiás hatásait GFKR-on hozza létre. A sejtélettani 

következményeket három receptor jelátviteli aktivitása biztosítja: az 1a típusú 

vazopresszin receptor (V1aR), 1b típusú vazopresszin receptor (V1bR) és 2-es típusú 

vazopresszin receptor (V2R) ligandja fiziológiás körülmények között az AVP.  Jelentős 

homológiát mutatnak az oxitocin hormon receptorával, bár a V1aR és V1bR izotípusok 
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jobban hasonlítanak, mint a V2R (98). A hangsúlyt a receptorok ismertetése során a 

Dolgozat szempontjából központi szerepet betöltő V2R-ra helyezzük.  

 

2.2.3.1. V1aR 

 

A V1aR heptahelikális szerkezetű receptor, amely a vaszkuláris simaizomsejtekben, 

hepatocitákban és az agyban expresszálódik (98). Jelátvitelére jellemző, hogy a receptor 

Gq/ fehérjét képes aktiválni, amely foszfolipáz Cβ-n (PLCβ) keresztül a foszfatidil-

inozitol metabolizmust befolyásolja. A foszfatidil-inozitol-biszfoszfát (PIP2) bontása 

inozitol-triszfoszfát (IP3) koncentráció emelkedéshez vezet. IP3 receptorokon keresztül 

az endoplazmás retikulumból Ca
2+

 szabadul fel, amely mint másodlagos hírvivő számos 

további jelátviteli utat képes aktiválni (99).  Az erek falában kifejeződő V1aR hatására 

vazokonstrikció jön létre, amelynek mértéke dózis és szövet függő. Amíg a bőrben, 

vázizomzatban, hasnyálmirigyben és a pajzsmirigyben erős vazokonstriktor, az agyi, 

koronária és mezenteriális hatása mérsékeltebb (100). Az agyban az AVP vazodilatációt 

okozhat, NO felszabadulásán keresztül, amelyet angiográfiás vizsgálatokkal 

bizonyítottak (101). Kimutatták továbbá, hogy egyazon érben dózisfüggő módon 

konstrikciót és relaxációt is okozhat az AVP (102). A V1aR a vese medulla ereinek 

falában is jelen van, ahol az elképzelések szerint a velő perfúzióját szabályozza (103). 

Kifejeződik továbbá a vese gyűjtőcsatorna interkaláris sejteiben is. Bizonyították, hogy 

egerekben a V1aR jelenléte szükséges az aldoszteron-függő sav-bázis szabályozás 

működéséhez (104).  

 

2.2.3.2. V1bR  

 

A V1bR-t a többi vazopresszin receptortól eltérő ligandspecificitásának segítségével 

azonosították patkányok elülső hipofízis lebenyében (105). A receptor által aktivált 

jelátviteli utak a V1aR-hoz hasonlóan Ca
2+

 mobilizáláshoz vezetnek Gq-fehérjén 

keresztül. Fiziológiás szerepe kevésbé tisztázott, mint a másik két izoformaé. A V1bR 

stimulációja a hipofízis elülső lebenyében fokozza az ACTH (adrenokortikotrop 
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hormon) felszabadulást, ezáltal a stressz válaszban lehet szerepe (106). Emberben is 

kimutatták memóriára és tanulásra kifejtett hatását (107).  

 

2.2.3.3. V2R 

 

A V2R heptahelikális szerkezete a GFKR-ok rodopszin családjára jellemző 

tulajdonságokat mutatja: az aktivációhoz szükséges ligandkötésben szerepet játszik a 

receptor extracelluláris N-terminálisa, a jelátviteli funkcióhoz pedig szükséges a 

receptor C-terminálisa és a harmadik intracelluláris hurok (98).  

 

  A sejtfelszíni receptorszámot a szintézis és az endocitózist követő lizoszómális 

lebontás vagy plazmamembránra történő visszajutás egyensúlya határozza meg. A 

szintézis az ER riboszómáin történik, az ER-Golgi útvonalon keresztül jut a receptor a 

felszínre miközben poszttranszlációs módosulásokon megy keresztül. A receptor 

glikozilációja a 22-es pozícióban található aszparagin és N-terminális szerin-treonin 

láncain történik, azonban ezen aminosavak elmutálása bár láthatóan megváltoztatta a 

glikozilációt, nem érintette a receptor sejtfelszíni kifejeződését és funkcióját (108). 

Ezzel szemben a receptor palmitoilálása a 341. és 342. pozíció ciszteinjein növeli a 

sejtfelszíni receptorszámot (elegendő a kettő közül az egyik módosulása). A 

lipidmodifikáció teljes hiányában csökken a receptorszám a plazmamembránban, de a 

receptorfunkciót (ligand affinitás, cAMP jel, internalizáció) nem érinti (109). A 112-es 

és 192. pozícióban elhelyezkedő ciszteinek a feltételezések szerint diszulfid hidat 

képeznek. A diszulfid híd alapvető szerepet játszik a receptor konformáció 

kialakításában, bármelyik aminosav elmutálása intracelluláris retenciót okoz, a receptor 

valószínűleg nem jut át az ER minőségellenőrző rendszerén (110).  

 

 A fiziológiás ligand, az AVP megkötését követően a V2R jelátviteli utakat 

aktivál. Mint GFKR, ligandkötést követően heterotrimer G-fehérje függő szignalizációt 

indít be a receptor. Gs G-fehérjét aktivál, amelynek GTP-kötött α-alegysége adenilát-

cikláz enzim aktivitását fokozza (111). Az ATP-cAMP (3'-5'-ciklikus adenozin-

monofoszfát) átalakulás következtében a citoplazmatikus cAMP koncentráció 

hormonstimulus hatására emelkedik. A cAMP hatására párhuzamosan több útvonal 
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aktiválódhat. Egyrészt a cAMP által szabályozott kináz, a PKA (protein kináz A) 

aktiválódhat (98). Régóta ismert, hogy AVP hatására V2R-on keresztül a belső velő 

gyűjtőcsatorna sejtekben emelkedik a citoplazmatikus Ca
2+

 koncentráció (112,113). 

Gátlószeres vizsgálatokkal bizonyították, hogy a Ca
2+ 

oszcilláció, amelyet AVP indukál 

a gyűjtőcsatorna sejtekben, cAMP-függő és nem befolyásolja a PKA. Szelektív 

agonistával bizonyították, hogy a Rap-GEF-ként (guanin nukleotid kicserélő factor) 

megismert Epac (cAMP-aktivált kicserélő fehérje) képes cAMP által szabályozottan 

Ca
2+

 oszcillációkat létrehozni rianodin receptorokon keresztül (114). A PKA mellett 

más protein-kinázok, így a PKB/Akt (protein kináz B) is aktiválódik V2R hatására. Ez 

az aktiváció PI3K-függő (foszfatidil-inozitol-3-kináz) módon történik, több feltételezett 

útvonalon keresztül: Ca
2+

/kalmodulin, G-fehérje (mind α-, mind βγ-alegységen 

keresztül) és a β-arresztinek szerepét is felvetették (115). Fontos azonban kiemelni, 

hogy ebben a vizsgálatban ERK1/2 foszforiláció csökkenését mérték, amely ellentétben 

áll az eredménnyel, amely szerint Src és RTK (receptor tirozin kináz) transzaktiváción 

keresztül a V2R G-fehérje független módon ERK1/2 útvonalat aktivál  belső velő 

gyűjtőcsatorna sejtekben (116). A munkacsoport később leírta, hogy ebben az esetben a 

β-arresztinek egyrészt elengedhetetlenek az aktiválás folyamatában, másrészt a 

transzaktiváció során az inzulinszerű növekedési faktor receptorától (IGFR) függően 

aktiválódnak és nem azonosak a V2R által közvetlenül aktivált β-arresztin készlettel 

(117). A vizsgálat egyúttal megerősítette a PI3K aktiváció egyik lehetséges útvonalát, 

amely szerint IGFR-függő lehet.  

 

Az AVP megkötését követően a V2R a G-fehérje függő jelátviteli utak mellett 

aktivál GRK-okat. A GRK foszforilálja az agonista kötött receptort. A klasszikus 

felfogás szerint a következményes β-arresztin kötés szétkapcsolja a V2R-t a G-

fehérjétől, majd a receptor internalizálódik klatrin-függő és független útvonalakon. A 

vizsgálatok szerint a receptor-arresztin komplex stabil, nemcsak a plazmamembrán 

közelében, hanem a korai endoszómákban is fennáll. A megfigyelés alapján a V2R B-

osztályú GFKR az internalizáció szempontjából (118). Az általánosan elfogadott 

nézetekkel szemben, egy vizsgálat felvetette, hogy a V2R cAMP szignalizációját nem 

kapcsolja le a β-arresztin kötés a plazmamembránon. A mérések szerint a receptor 

aktivitása a korai endoszómákban fenntartott, csak később az endoszómális retromer 
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komplex állítja le a jelátvitelt (119). Az internalizációs mechanizmus működésének 

szempontjából kritikus elem a V2R C-terminális farkának NPxxY motívuma. A 

terminális tirozin elmutálása a receptor internalizációt gátolta, ugyanakkor nem érintette 

az adenilát-cikláz jelátviteli út működését (120). Szemben az GFKR-nál általános 

mechanizmussal (a korai endoszómában történő megjelenés és ligand disszocióáció után 

a receptor rövidebb vagy hosszabb útvonalon visszakerül a plazmamembránra vagy 

lebontásra kerül) a V2R rendelkezik néhány különleges tulajdonsággal. Kimutták, hogy 

a V2R nem képes hamar visszajutni a plazmamembránra (118). Az is régóta ismert, 

hogy a lizoszómális degradációra kerülő receptorokkal együtt az AVP is kimutatható a 

kompartmentben (121). A V2R lebontása ubikvitinálódás függvénye: alaphelyzetben 

lassú ez a folyamat, ligand kötését követően azonban felgyorsult ubikvitináció mérhető 

(122). A teljes képet a V2R internalizációt követő reciklizációjáról és lebontásáról 

Bouley és munkatársai tárták fel. A jelenlegi elképzelés szerint a V2R az internalizációt 

követően teljes mértékben lizoszomális degradációra kerül, a membránra kijutó 

receptorok mind de novo szintézis termékei. A fehérjeszintézis gátlása esetén a 

munkacsoport nem tudott plazmamembránra kijutó V2R-t kimutatni. Mindez 

összhangban áll az elképzeléssel, hogy a vesevelőben uralkodó speciális körülmények 

között (hiperozmotikus és alacsony pH-jú közeg) történik a V2R AVP kötése. A savas 

karakterű endoszómákban ezért nem disszociál az AVP, így a receptor reciklizációja 

sem történhet meg (123). Azonban nemcsak az internalizációt befolyásolja a 

hiperozmotikus és acidótikus környezet, az AVP-V2R specifikus interakciót is biztosítja 

a belső velőben. Ilyen körülmények között a V1aR AVP affinitása lecsökken, illetve a 

receptorcsalád ligandja, az oxitocin sem kötődik a V2R-hoz (124).  

 

A V2R eloszlása és működése a szervezetben 

 

V2R a vesében 

 

A vese gyűjtőcsatornáiban található V2R alapvető szerepet játszik a vízhomeosztázis 

szabályozásában. A legnagyobb mennyiségben a gyűjtőcsatorna fősejtjeinek 

bazolaterális membránjában található a receptor. Kimutatták azonban jelenlétét az 

apikális membrán ciliumaiban is (125). Bár a vizsgálatok tárgya nagyobbrészt a 
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bazolaterális V2R volt, ciliopátiák mutatják, hogy fiziológiás funkcióval bírnak (126). A 

gyűjtőcsatorna epitél sejtjeinek vízpermeabilitását és így a koncentrálás-hígítás 

szabályozását a V2R aquaporin (AQP) csatornák sejten belüli elhelyezkedésének 

regulációján keresztül végzi. Az AQP3 és -4 csatornák folyamatosan jelen vannak a sejt 

bazolaterális membránjában, azonban az AQP2 elhelyezkedése V2R-függő (127). Az 

AVP hormon hiányában az AQP2 intracelluláris vezikulák membránjában található, így 

az epitél sejt vízre nem átjárható (128). A V2R AVP kötése adenilát-cikláz – cAMP –

PKA útvonalon keresztül az AQP2 plazmamembránon történő feldúsulásához vezet 

(127). A vezikula-plazmamembrán viszonylatban az AQP2 kompartmentek közötti 

mozgását a V2R mind a kihelyeződés fokozásával, mind a vízcsatorna endocitózisának 

gátlásával szabályozza (129,130). Az AQP2 Thr
244

, Ser
256

, Ser
261

, Ser
264

 és Thr
269

 

aminosavai az irodalomban általánosan elfogadott foszforilációs helyek (131). A Ser
256

 

a kihelyeződésben bizonyult kulcsfontosságú szabályozási pontnak (132). A Ser
261

 

foszforilációja (szintetikus agonisták hatására) csökkenti a plazmamembrán expressziót 

(133). A Ser
269

 és előzetes Ser
265

 foszforiláció endocitózist gátol (134,135). A V2R 

AQP2 hatásai nem azonos időben jelentkeznek. Az exocitózis szabályozáshoz képest 

később jelentkezik az aktivált V2R hatása az endocitótikus folyamatokra (89).  

Az AQP2 génexpressziós szinten is szabályozott. A V2R hosszú távon 

befolyásolja a csatorna kifejeződését a cAMP – PKA - CREB (cAMP válasz kötő 

fehérje) útvonal által fokozott transzkripció fokozással (136,137). A V2R jelátvitelében 

szereplő Epac fehérje rövid és hosszú távú hatásokért is felelős. Utóbbi az AQP2 

kifejezésének regulációját jelenti és független a PKA-CREB rendszertől (138). Az Epac 

által létrehozott Ca
2+

 oszcillációk a PKA foszforiláció mellett alapvetően szükségesek 

az AQP2 exocitózisához (114). A vazopresszin a vese gyűjtőcsatornáinak urea 

permeailitását is szabályozza V2R-on keresztül. A koncentráló vese magas interstíciális 

urea koncentrációjáért az UT-A1 urea transzporter V2R-függő foszforilációja felelős a 

belső velőben (139)). A gyűjtőcsatornák mellett a V2R kifejeződik a TAL 

epitélsejtjeiben is. Az SLC12A1 transzporter működése ebben a szegmentumban V2R 

által szabályozott, így az AVP a TAL szintjén is szabályozza a vizelet koncentrálást 

(140). A Na
+
 kiválasztást is szabályozza a V2R azáltal, hogy a disztális kanyarulatos 

csatorna és a gyűjtőcsatorna ENaC (epitéliális nátrium csatorna) csatornáinak aktivitását 

fokozza (141).  
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V2R az endotéliumban 

 

A vesén kívül kifejeződő V2R fiziológiás funkciói kevésbé részletesen feltártak. Az 

endotél sejtek V2R-ainak izgatása a véralvadásban szerepet játszó von Willebrand 

faktor felszabadulását hozza létre (142). A VIII. faktor felszabadulását serkentő hatása a 

hemofília A kezelésében lehet hasznos (98).  

 

V2R a központi idegrendszerben 

 

A központi idegrendszer perfúzióját befolyásolta a V2R szelektív agonista 

dezmopresszin adása. A perfúzió emelkedése a vaszkuláris rezisztencia csökkenésének 

következménye volt (143). A receptor jelenlétét reverz transzkripció – polimeráz 

láncreakció segítségével igazolták patkány hippocampus és cerebellum régiókban (144). 

A receptor fiziológiás funkciója a központi idegrendszerben nem tisztázott, a humán 

vonatkozás kétséget kizáró kísérletes bizonyítása még várat magára.  
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2.3. Az arginin-vazopresszin rendszer patológiája 

 

2.3.1. Diabétesz inszipidusz 

 

Az arginin-vazopresszin rendszer koncentrálási funkciójának alulműködési zavara a 

diabétesz inszipidusz (DI) betegségcsoport. Jellemzője a nagy mennyiségű napi vizelet 

(>30 ml/ttkg/nap), a hiposztenuria (híg vizelet;  <250 mmol/kg) és a folyadékegyensúly 

fenntartásához szükséges következményes polidipszia. A klasszikus triász (poliuria, 

polidipszia, hiposztenuria) a DI-t megkülönbözteti a diébetesz mellitusztól. DI esetén 

nincs nagy mennyiségű cukor a vizeletben, eredetileg a nevét is a megkülönböztetés 

miatt kapta: az inszipidusz „íztelent” jelent. A definíció megkülönbözeti továbbá a többi 

ozmotikus diurézis formától is.  

A DI betegcségcsoport négy formája ismert (ezekben az esetekben teljesül a 

fenti definíció): centrális DI (CDI), nefrogén DI (NDI), gesztációs DI és a primer 

polidipszia (145). A CDI esetén a probléma az AVP elválasztásával van, abszolút vagy 

relatív hormonhiányos állapot alakul ki. NDI betegségről beszélünk, ha a jelenlévő AVP 

hormon a vese célsejtek valamilyen defektusa miatt hatástalan. A gesztációs DI a 

terhességben bekövetkező (kór)élettani változások következménye és bár hasonlóságot 

mutat a CDI-vel, az eltérő mechanizmus indokolja a különválasztást. Ebben a speciális 

betegcsoportban ugyan elválasztásra kerül az AVP, mégis relatív hiány alakul ki a 

fokozott lebontás miatt. A primer polidipszia esetében az arginin-vazopresszin rendszer 

működése zavartalan. Sőt, a nagymennyiségű folyadékbevitelre adott kompenzációs 

válasznak tekinthetők a változások. A belgyógyászati gyakorlatban külön szokták 

választani a többi formától az igen eltérő mechanizmus miatt.  

CDI és a NDI esetén megkülönbözetünk szerzett és veleszületett formákat. A 

Dolgozatban csak a veleszületett formákról értekezünk, a szerzett DI patológiája igen 

szerteágazó és nem kapcsolódik a bemutatandó kutatás koncepciójához. A veleszületett 

formák a DI-os esetek kb. 10%-áért felelnek (145). A genetikai alapon kialakuló 

betegségekre jellemző, hogy terápiájuk tervezése csak az egyes mutációk sejtélettani 

következményének megértésével lehetséges. A következendőkben bemutatjuk a 

veleszületett DI molekuláris szintű alapjait és az ezek alapján alkalmazható lehetséges 
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terápiás stratégiákat, különös tekintettel a V2R funkcióvesztő mutációk által okozott 

NDI-re.  

 

2.3.1.1. Veleszületett centrális diabétesz inszipidusz 

 

A veleszületett CDI esetén a genetikai mutáció olyan eltérést okoz, amely csökkent 

AVP elválasztáshoz vezet. Az AVP gén több, mint 50 mutációja ismert, amely mutációk 

autoszómális domináns vagy recesszív módon öröklődve CDI-hez vezetnek (145). A 

mutációk többféle mechanizmussal is létrehozhatják a fenotípusra jellemző AVP hiányt. 

A genetikai megbetegedésekre jellemző protein tekeredési hibából fakadó mechanizmus 

ismert a CDI esetében is. A mutáció következtében az ER-ban nem történik meg a 

megfelelő fehérjekonformáció kialakulása, emiatt az nem jut tovább a Golgiba. A CDI 

ezen formájában az érdekesség, hogy a hibás AVP felhalmozódása citotoxikus és a 

magnocelluláris neuronok sejthalálát okozza. A mechanizmus egyúttal magyarázat a 

betegség autoszómális domináns öröklődési mintázatára (146). Hasonló mechanizmusú 

az a CDI típus, amelyben az ER retenciót súlyosbítja a vad típusú és a mutáns AVP 

között létrejövő heterodimerizáció. A vizsgálatok szerint a mutáns protein domináns 

negatív tulajdonsággal bír (147). A magnocelluláris neuronok pusztulásával járó CDI 

formákra jellemző, hogy az akkumuláció és a következményes sejthalál időben 

elhúzódó folyamat. Emiatt – szemben a születés után azonnal tüneteket okozó 

veleszületett NDI-vel - a betegség általában az első életévet követően jelentkezik (148). 

A recesszíven öröklődő CDI sokkal hamarabb manifesztálódhat. Jellemző továbbá, 

hogy a betegség megjelenésének súlyossága is változatos lehet (145).  

 A betegség terápiája az AVP hatásának pótlása az egyébként egészséges V2R-

okon. Az AVP adásnak azonban súlyos mellékhatásai lehetnek, amelyek közül 

kiemelendők a V1aR-on keresztül létrehozott kardiovaszkuláris hatások. A CDI 

terápiájában az áttörést az AVP analóg dezmopresszin (dDAVP) megjelenése okozta.  

A dDAVP-t a az AVP strukturális módosításával hozták létre a 1973-ban Manning 

laboratóriumában (149). A dDAVP előnye, hogy affinitása jelentősen nagyobb a V2R-

hoz, mint V1aR-hoz. Ez standardizált körülmények között in vivo patkányokban mérve 

3000-szer nagyobb antidiuretikus hatást jelent, mint vazopresszor választ (150). A 

peptid előnyös tulajdonsága, hogy féléletideje és hatástartama hosszabb, mint a 
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fiziológiás hormoné. A betegek életminőségét jelentősen javította, hogy a 

desmopresszin készítmények nemcsak parenterálisan, hanem intranazálisan is 

adagolhatók. Mindezek hatására a dDAVP a CDI betegség terápiájában elsőként 

választandó szer az elmúlt évtizedekben, jól tolerálható mellékhatásokkal (151).  

 

2.3.1.2. Veleszületett nefrogén diabétesz inszipidusz (NDI) 

 

A veleszületett NDI genetikai alapja az AVPR2 vagy AQP2 génekben bekövetkezett 

mutáció, amely elváltozások szinte minden – a fenotípust egyértelműen mutató - NDI 

betegben kimutathatók. A veleszületett NDI hátterének felfedezése szorosan 

összekapcsolódik a betegségben érintett gének klónozásával. Az AVPR2 gén 

érintettségét a szekvencia leírását követően több munkacsoport is kimutatta. Egy évvel 

később került klónozásra az AQP2 gén és rövidesen kimutatták oki szerepét egyes NDI 

betegekben (89). A veleszületett NDI különböző formáit az eltérő öröklődési 

mintázattal különítjük el a nómenklatúrában. Az AVPR2 gén mutációin alapuló NDI X-

kromoszómához kötötten, recesszíven öröklődik (XNDI). Az AQP2 mutáció 

autoszómális domináns vagy recesszív öröklődést mutat (ADNDI és ARNDI).  

 

Autoszómális DI 

 

Az autoszómálisan öröklődő DI formák az AQP2 csatornában bekövetkező mutációk 

következményei és a veleszületett DI esetek 10%-áért felelősek. A 12. kromoszómán 

elhelyezkedő AQP2 gén terméke a 271 aminosavból álló AQP2 csatorna. A 6 

transzmembrán doménból álló monomer fehérje tetramerizációja hozza létre a 

vízcsatornát (152). A vízcsatorna sejten belüli elhelyezkedését fiziológiásan a V2R 

aktivitása befolyásolja a vese gyűjtőcsatorna sejtjeiben. A DI-hoz vezető AQP2 

mutációk mechanizmustól függően recesszív vagy domináns öröklődésmenetet 

mutatnak. 
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Autoszómális domináns nefrogén diabétesz inszipidusz 

 

Az ARNDI esetében olyan 40 mutáció ismert, amely kóroki szereppel bír (153). A 

poliuria alapja, hogy a V2R aktivitás fokozódásának ellenére nem következik be a 

csatornák kihelyeződése az epitélsejt apikális membránjába. Az esetek túlnyomó 

többségében misszenz mutáció okoz aminosavcserét a vízcsatornában. A megváltozott 

tekeredés miatt a V2R mutációkra jellemző ER retenció következik be. A felhalmozódó 

AQP2 fehérjék végül lebontásra kerülnek (154). A felhalmozódó vízcsatornák egy része 

a kísérletes adatok alapján funkcionális lehet a retenció megszűntetése esetén (155).  

 

Autoszómális recesszív nefrogén diabétesz inszipidusz 

 

A veleszületett DI betegségek közül az ADNDI fordul elő a legritkábban (<1%), az 

ismert mutációk mennyisége is kevesebb, mint a többi formában. Szemben az előző 

formával, ADNDI mutációk minden esetben funkcionális csatornát eredményeznek, 

mert a mutációk kivétel nélkül a csatorna vízvezetésben részt nem vevő C-terminálisán 

helyezkednek el (153). Ezek a mutációk a csatorna sejten belüli elhelyezkedését 

befolyásoló irányító szakaszokat érintik, ezért az nem jut ki az apikális membránra 

(154). Ezek a csatornák nem maradnak vissza az ER-ban és képesek tetramerbe 

rendeződni (156). Minden olyan tetramer, amely tartalmaz mutáns alegységet, érintetté 

válik. Ez a gyűjtőcsatorna epitél sejtjének szintjén azt jelenti, hogy minden 16. 

vízcsatorna funkcióképes a csak vad típusú monomer összetétel miatt (153). Erre 

vezethető vissza, hogy az ADNDI betegek tüneti későbbi életkorban kezdődnek, 

enyhébbek, mint az ARNDI-ben és a betegek részlegesen válaszolnak dDAVP adására 

(154).  

 

X-hez kötött nefrogén diabétesz inszipidusz 

 

A veleszületett NDI-s betegek kb. 90%-ban a betegség hátterében a V2R funkcióvesztő 

mutációja áll (153). A betegségre az öröklődésmenetből fakadóan jellemző, hogy 

túlnyomórészt férfiak érintettek. Ismertek azonban esetek, amelyekben nők is 

különböző súlyosságú NDI tüneteket mutattak (157). Egy japán populáción végzett 
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vizsgálat alapján az AVPR2 mutációt hordozó nők negyedében volt kimutatható 

poliuria, 6%-ban pedig ez a tünet túlmutatott az enyhe diabétesz inszipiduszon, a teljes 

formát mutatva (158). A hordozó nőkben létrejövő tünetek alapja az egyenlőtlen X-

inaktiváció: az apai és anyai kromoszómák inktiválódásának aránya a szervezet 

sejtjeiben normál eloszlást mutat, amelynek maximumhelye az 50-50%-os arányon áll. 

Léteznek női betegek, akiknek sejtjeiben az inaktiválódási arány eltolódott az 

egészséges AVPR2 gént tartalmazó X-kromoszóma kárára (157). Fontos felismerés 

ugyanakkor, hogy az X-inaktivációs mintázat vizsgálatára általánosságban használt 

limfociták nem feltétlenül tükrözik a betegségben érintett vese mintázatát (159).  

 Az XNDI alapját képező AVPR2 mutációkból jelenleg több, mint 250 féle 

ismert, amely mutációk kb. 300 családban voltak kimutathatóak (160). Ismert továbbá 

több, mint 20 polimorfizmus, amelyek a populáció kb. 1%-ban vannak jelen, azonban 

NDI tüneteket nem okoznak (153). Ugyan a betegek jelentős része egyedi mutációt 

hordoz, ismertek olyan mutációk, amelyek egyes területen jelentős halmozódást 

mutatnak. Ilyen mutációk a Hopewell (T71X) és Cannon (L312X) mutációk. Az XNDI 

incidenciája becsléseken alapul és területi eltéréseket a mutathat: 8,8 (±4,4)/1 millió 

férfi élveszületésre tehető (89).  

 Spanakis és munkatársai kiterjedt vizsgálattal (326 fő 211-féle mutációja) 

megállapították, hogy a mutációk közül a leggyakoribb típus a misszenz mutáció, amely 

48,34%-os frekvenciával bírt és a családok több, mint a fele érintett volt. A második 

helyen az 50 nukleotidnál nagyobb szekvenciák deléciója állt (16,66%). Ugyancsak 

relatíve gyakori típus a frameshift deléció (mérettől függetlenül összesen több, mint 

21%) és a nonszenz mutáció (9%). Egyéb típusok lényegesen ritkábban fordulnak elő 

(160). A receptort sematikusan a 4. ábra szemlélteti, feltüntettve az ismert 

funkcióvesztő mutációk egy részét és a kiemelt fontosságú DRY- és NPXXY 

motívumokat. 
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4. ábra 

A V2R és az ismert funkcióvesztő mutációk. Piros kiemeléssel az NPXXY-, kék 

kiemeléssel a DRY motívum került jelölésre. Moeller és munkatársainak ábrája, 

módosítva (161). 

  

Az XNDI sejtélettani alapjai 

 

A V2R funkcióvesztésén alapuló XNDI hátterében álló mutációkat sejtélettani 

mechanizmus és funkció alapján csoportosítják, mintául véve a cisztikus fibrózis 

klasszifikációját. A csoportok számozásában az irodalomban lehetnek ugyan kismértékű 

eltérések (külön csoport vagy alcsoport képzés), de a lényegük, illetve a csoportosítás 

alapja ugyanaz. A mutációk szekvenciájának analízise nem elégséges a csoportba 

soroláshoz, a mutáns V2R-okat minden esetben funkcionális vizsgálatok alá kell vetni 

ahhoz, hogy a fenotípust létrehozó sejtélettani mechanizmusra fény derüljön.  

 I. osztályúak azok a mutációk, amelyek esetén nincs effektív V2R protein 

szintézis. Ennek oka lehet a mRNS szintézisében, érésében és a transzlációjában is. A 

mutáns szekvencia megváltoztathatja a promotert, a splicing helyét az mRNS-ben, 

illetve ismertek olyan mutációk, amelyek az mRNS stabilitását érintik. Fontos, hogy 
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ebbe a csoportba tartoznak azok a frameshift mutációk, amelyek annyira rövid protein 

szintéziséhez vezetnek a korai stop kodon miatt, ami gyorsan lebontásra kerül. Ha a 

degradáció nem történik meg, akkor a V2R mutáns másik osztályba tartozik (153). Az 

osztályba sorolható példák a korai stop kodont okozó W284X, Q119X, R337X és 

W71X mutációk (154,162,163). Hasonlóan viselkedik a deléció miatti frameshiftet (és 

következményes korai terminálódást) okozó 458delG; 161X mutáció (164). A 733-

738insG és 700delC mutánsok esetében a transzláció elégtelen vagy rendkívül gyors a 

degradáció, mert nincs protein produktum a sejtekben (165,166).   

 A II. osztályba tartozik az AVPR2 misszenz mutációk túlnyomó többsége, így az 

összes XNDI-t okozó mutációk több, mint 50%-a (154). A típusra jellemző hogy a 

misszenz mutáció teljes hosszúságú proteint eredményez (nonszenz mutációk is 

ismertek, késői stop kodonnal), azonban az aminosav csere következtében a V2R nem 

képes felvenni a megfelelő konformációt (tekeredési defektus) az ER-ban chaperon 

fehérjék hatására. Az ER minőségellenőrző rendszere a hibásan tekeredett V2R-t 

felismeri és visszatartja (153). A visszatartott receptorok végül proteoszómális 

degradációra kerülnek (167). Bár a legtöbb esetben a retenció az ER-ban történik, 

ismertek olyan mutánsok is, amelyek az érés későbbi fázisáig eljutnak, és a Golgiban 

történik a felhalmozódásuk (168). A terápia szempontjából kiemelendő, hogy az ide 

tartozó AVPR2 mutációk funkcióra képes V2R-t kódolhatnak, a probléma az ER 

retenció miatti alacsony plazmamembrán kifejeződéssel van (160).  

 A III. osztályra jellemző, hogy a misszenz mutáció teljes hosszúságú V2R 

proteint eredményez, kijut a plazmamembránra, de a receptor csökkent funkciójú vagy 

funkcióképtelen. Egyik altípusában (IIIa) a fiziológiás hormon megkötését követően a 

mutáns receptor aktív konformációja csökkent G-fehérje kötéssel és/vagy aktiválási 

tulajdonsággal bír (153). A V2R jelátvitelének ennyire durva hibája a fiziológiás 

működést ellehetetleníti és XNDI betegséghez vezet. A IIIa osztályba tartozik a D85N 

és P322S mutáció is. A IIIb altípus (egyes szerzők IV. osztálynak nevezik) elégtelen 

funkciója a csökkent ligandaffinitás következménye. Míg a IIIa osztályba tartozó 

mutációk jellemzően a transzmembrán és intracelluláris receptorrégiókban fordulnak 

elő, a IIIb osztályú mutációk inkább transzmembrán és extracelluláris szakaszokra 

jellemzőek (153). Míg a ligandkötő zsebben (és környékén) elhelyezkedő aminosavak 

mutációja IIIb-oszályú elváltozást okoz, addig fontos hangsúlyozni, hogy ez fordítva 

DOI:10.14753/SE.2016.1884



37 

 

nem feltétlenül igaz (165). Eltérő régióban bekövetkező aminosav szubsztitúció miatt is 

változhat úgy a receptor harmadlagos szerkezete, hogy az a ligandkötéshez kevésbé 

optimális konformációt eredményezhet.  

 Az R137H mutáció azonosítása szükségessé tette egy további (IV.) osztály 

létrehozását, mert az eddigiektől eltérő mechanizmussal hoz létre XNDI-t. Barak és 

munkatársainak vizsgálata alapján az R137H mutáns agonista jelenléte nélkül, inaktív 

(G-fehérjét nem kötő) konformációban foszforilálódik és β-arresztint köt. A β-

arresztinnel együtt a receptor endocitózisra kerül és intracelluláris vezikulákban 

halmozódik. A folyamat következménye az alacsony plazmamembrán kifejeződés és 

AVP érzéketlenség (169).  

 Ismertek továbbá olyan mutációk, amelyek több osztály tulajdonságaival is 

rendelkeznek. Jellemzően ezek olyan misszenz szekvencia eltérések, amelyek részleges 

ER retenciós V2R-t eredményeznek, a receptorok egy hányada kijut a sejtfelszínre. A 

kijutott receptorok azonban a III. osztályra jellemző zavartól is szenvednek. Robben és 

munkatársai az R113W, G201D és T204N mutánsok esetén mutattak ki ilyen kombinált 

mechanizmust (170).  

 A komplett XNDI teljes V2R funkciózavarral jár és a mutációk túlnyomó 

többségére ez a forma jellemző. Ismertek azonban olyan mutációk, amelyek bizonyos 

fokig megtartott V2R funkcióval járnak együtt, ezt a betegséget részleges XNDI-nek 

nevezi az irodalom (89). Az első megismert részleges XNDI-t okozó mutáció a D85N 

mutáció volt (171). Ismertek olyan mutációk, amelyek mind részleges-, mind teljes 

XNDI-t okozhatnak, ilyen például a V88M mutáció (89). A részleges fenotípust okozó 

mutációk a II. osztályba tartoznak, a megtartott funkció hátterében pedig a változatos 

arányban plazmamembránra kijutó, ER retenciótól megmenekülő V2R-k állnak.  
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2.3.2. A veleszületett NDI klinikuma 

 

2.3.2.1. A veleszületett NDI tünetei 

 

A DI betegségcsoport legnyilvánvalóbb tünete a poluria és a következményes 

polidipszia. A poliura definíciója a 3 l/nap mennyiséget meghaladó vizeletprodukció 

felnőtteknél és a 2 l/m
2
-nél nagyobb gyermekeknél (172). A veleszületett DI-os betegek 

felnőttként a vízhomeosztázis szabályozásának eredményeként megjelenő 

szomjúságérzetet extrém vízfelvétellel kompenzálják. Amennyiben a vízfelvétel és a 

vizelet mennyisége egyensúlyban van, felnőttekben egyéb nyilvánvaló tünetetek nem 

alakulnak ki. A NDI felnőttkorban megfelelő körülmények között nem okoz 

életveszélyt, ugyanakkor az életminőséget jelentősen rontja. A betegekre jellemző a 10 

l/nap mennyiséget meghaladó vizeletmennyiség, amely vizeletürítési gyakoriság és az 

egyensúly fenntartásához szükséges nagy mennyiségű vízfelvétel precízen szervezett és 

kompromisszumokkal teli életmódot kíván. Igen hátrányos továbbá a betegekre nézve, 

hogy a nokturia és éjszakai vízivás gyakorisága miatt gyakorlatilag nem alszanak át egy 

éjszakát sem. A veleszületett NDI csecsemőkben nyilvánvaló tüneteket okozva hamar 

felkelti a szülők gyanúját. A poliuria miatt a csecsemő nagyon gyakran, erőteljesen 

szopik. Ugyanakkor a csecsemők esetében probléma, hogy a gasztrointesztinális 

rendszerük fejletlensége miatt a nagymennyiségű folyadékfelvétel refluxot, közvetlenül 

a szoptatás után hányást hoz létre (89).  

 Az előzőekben leírtak szerint a felnőttek folyadékfelvétellel kompenzálják a 

poliuriát és általában nem alakul ki súlyos szövődmény az NDI talaján. A csecsemők 

azonban sérülékenyebbek, mert nem képesek a szülők felé specifikusan a 

szomjúságérzésüket közvetíteni. A nagymennyiségű, híg vizelet produkció nem-adekvát 

folyadékfelvétellel kombinálódva hipernatrémiás hipovolémiát okozhat a csecsemőkben 

(89). Az ismétlődő hipernatrémiás dehidráció a gyermekek mentális retardációját 

vonhatja maga után (173). A fejlett világ egészségügyi rendszerében a hipernatrémiás 

hipovolémia kezelhető állapot, így az NDI talaján kialakuló mentális retardáció extrém 

ritka. Ugyanakkor kimutatták, hogy az NDI-s gyermekek között igen gyakori a 

figyelemhiányos hiperaktivitás-zavar (174). Bockenbauer és Bichet felvetette, hogy ez a 

zavar állatkísérletek alapján lehet a magasabb plazma AVP koncentráció központi 
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idegrendszeri hatásának is a következménye is (89). Fontos azonban megjegyezni, hogy 

ez esetben nem akut AVP hatásról lehet szó, hiszen a vizsgált iskoláskorú gyermekek 

már képesek egyensúlyt tartani vízfelvétellel, így nem várunk emelkedett Na
+
 és AVP 

plazmakoncentrációt.  

 

2.3.2.2. A veleszületett NDI diagnózisa 

 

A veleszületett NDI diagnózisának felállításához szükséges differenciáldiagnosztikai 

lépéseket klinikai ajánlások foglalják össze és szabályozzák (175). A következőkben 

ezeket ismertetjük. A poliuria differenciáldiagnózisa során az ozmotikus diurézis 

különböző formáit és a primer polidipsziát kell a DI betegségcsoporttól elkülöníteni. A 

DI csoporton belül a veleszületett – szerzett, centrális – nefrogén formák felismerésén 

van a hangsúly. A diagnosztikus stratégia szerint az anamnézis (kifejezetten fontos a 

családi anamnézis) felveti a gyanút, amelyet specifikus klinikai tesztetek erősítenek 

meg. Szabad folyadékfelvétel mellett a plazma nátrium koncentrációja ritkán hasznos. 

A veleszületett NDI esetén a pontos eltérés csak a genomiális DNS megfelelő génjeinek 

szekvenálásával állapítható meg. 

 Anamnézis: a poluria megjelenésének ideje alapvető segítséget nyújt a 

differenciáldiagnózisban. A felnőttkorban, hirtelen jelentkező DI szinte kizárólag a 

szerzett forma esetén fordul elő. A veleszületett NDI túlnyomó részt a születést követő 

első héten poliuriával jelentkezik, a veleszületett CDI az első életévben, igen ritkán 

fiatal felnőttkorban jelentkezik (145). A korábbiakban leírtaknak megfelelően az 

ADNDI és ARNDI esetében is van megjelenési eltérés a patomechanizmus 

különbözősége miatt.  

 Családi anamnézis: Mind a CDI, mind az NDI veleszületett formáiban a családi 

anamnézis precíz felvételével jellegzetes halmozódást lehet felfedezni. Az öröklődési 

mintázat (X-hez kötött – autoszómális) alapvető segítséget nyújt az NDI-ben érintett 

genetikai háttér becsléséhez.  

 Vizeletürítés mérése: a napi vizelet mennyiség mérése a DI betegségcsoport 

diagnosztikus követelményei közül a legalapvetőbb. 

 Plazma- és vizelet laboratóriumi vizsgálata: a poliuria hátterében álló CDI, NDI 

és primer polidipszia betegségeket a vizelet alacsony ozmolaritása különbözteti meg az 

DOI:10.14753/SE.2016.1884



40 

 

ozmotikus diurézisektől. Szabad vízfelvétel mellett a felnőttekben nem várható 

hipernatrémia, de magas-normális plazma Na
+ 

koncentráció alacsony 

vizeletozmolalitással előfordulhat és segíthet a diagnózis felállításában.  Normális 

plazma Na
+ 

koncentráció melletti 600 mOsm/kg víz feletti vizelet ozmolaritás kizárja a 

DI lehetőségét. A hipernatrémia a csecsemőkben alacsony vizeletozmolalitással 

párosulva előfordulhat és nagy segítség a DI felvetésében. Alacsony plazma Na
+ 

 (<137 

mM) és vizeletozmolalitás (kevesebb, mint a plazmaozmolalitás fele) a primer 

polidipsziára patognómikus.  

Vízmegvonás teszt: a primer polidipszia, a CDI és NDI elkülönítésének „gold-

standardja” a vízmegvonás teszt.  A vízmegvonás során egészséges egyénekben a 

plazmaozmolalitás emelkedése az AVP koncentráció fokozódásán keresztül a 

vizeletozmolalitás emelkedését vonja maga után. Egészségesekben a 295-300 mOsm/kg 

plazmaozmolalitás elérése és/vagy 145 mM plazma Na
+
 koncentráció meghaladása 

maximális vese AVP hatást hoz létre, így a teszt során diagnoszikus célból adott 

dDAVP nem fejt ki további vizeletkoncentráló hatást. A teszt során a felnőttek 

vízmegvonása 600 mOsm/kg víz feletti vizeletozmolalitás végpontnál befejeződik, mert 

intakt AVP felszabadulást és hatást jelez. A primer polidipsziás betegek diagnózisa 

ennél a végpontnál felállítható. Nincs olyan részleges DI, amely ezt a 

vizeletozmolalitást lehetővé tenné. Amennyiben az előző végpontot a teszt során nem 

éri el a beteg, dDAVP-t adunk a következő köztes pontok elérésekor: az emelkedő 

plazmaozmolalitás ellenére a vizelet ozmolalitása stabil 2-3 egymást követő óránkénti 

mérésben vagy a plazma ozmolalitása meghaladja a 295-300 mOsm/kg víz értéket 

és/vagy a 145 mM plazma Na
+
 koncentrációt. Az intravénás (hozzáférhetőség 100%) 

vagy intranazális (kevésbé invazív) dDAVP adást követően elkülöníthetők a centrális és 

nefrogén DI formák. NDI-ben nincs dDAVP válasz, CDI-ben pedig több, mint 100%-os 

vizeletozmolalitás emelkedést mérhetünk. A részleges formák esetén a dDAVP adása 

után létrejön válasz, sőt az emelkedés százalékosan nagymértékű lehet. Az elkülönítést 

egyértelművé teszi a jelenség, miszerint a CDI esetén a vizelet izozmotikus vagy 

hiperozmotikus lesz az agonista hatására, szemben a részleges NDI-vel. Gyermekekben 

a teszt kissé módosított változatát végezzük. Csecsemőkre és kisgyermekekre veszélyes 

lehet a vízmegvonás, ezért a korábban leírt laboratóriumi tendenciák esetén csak a 

dDAVP adás történik meg (hiszen a primer polidipszia már kizárásra került). Ha mégis 
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sor kerül a megvonásra, az szigorú monitorizálás mellett történik, számos biztonsági 

végpont által határoltan.  

AVP koncentráció mérése: Az AVP koncentráció mérése történhet a plazmában 

és a vizeletben is. A korábban leírtak szerint, a mérésnek csak a vízmegvonásos teszt 

alatt van értelme, egyébként nem informatív. A hormon koncentrációjának emelkedése 

a teszt alatt kizárja a CDI-t, az emelkedés mellett létrejövő megfelelő vizelet 

koncentrálás pedig kizárja az NDI-t. A tesztnek komoly limitációi vannak: az egyes 

tesztek érzékenysége igen alacsony lehet, az AVP pedig instabil a plazmában (176). A 

korábban említett kopeptin mérés jelenthet megoldást a problémákra.  

 

2.3.2.3. A veleszületett NDI terápiája 

 

A klinikumban rutinszerűen alkalmazott terápia csak szupportív, a tünetek enyhítésére 

koncentrál, a poliuriát megszűntetni nem tudja. Az NDI, a V2R és az AQP2 elmúlt két 

évtizedben intenzív kutatási témák voltak, így több nem-konvencionális terápiás 

stratégia is felvetésre került. Ezen új lehetőségek a sejtélettani patomechanizmusok 

megértésén alapulnak, és biztató jövőképet festenek a veleszületett NDI terápiájában.  

 

Jelenlegi terápia 

 

Diéta 

 

A vese működéséből következik, hogy a kiválasztott vizelet térfogata az ozmotikus 

terheléstől függ. A megfelelő formulákkal kiszámolható az az optimális ozmotikus 

terhelés, amelyet a táplálékfelvétellel juttat be a beteg (177). Természetesen fontos 

ügyelni arra, hogy a csecsemőkorban a folyadék és energia bevitel szorosan összefügg, 

ezért az ozmotikus terhelés minimalizálása mellett kell biztosítani a megfelelő protein 

és energia bevitelt (89). 

 

Tiazid diuretikumok 
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A tiazid diuretikumok igen régóta a klinikumban használt terápia sarokkövei, 

ugyanakkor működési mechanizmusuk nem teljesen tisztázott. A tiazid diuretikumok 

hatását az 1950-es években bizonyíották (178). Egészen az elmúlt időszakig a 

vegyületek működési mechanizmusában a tiazid diuretikum-érzékeny SLC12A3 

transzporter szerepét tartották egyedülállónak. Az elképzelés szerint a transzporter 

gátlása csökkenti a disztális kanyarulatos csatornában a NaCl rezorpciót, amely 

következményes vizelet ozmolalitás emelkedéshez vezet. A Na
+
 vesztés miatt csökken a 

keringő vérvolumen, amely végül a glomeruláris filtráció csökkenésén keresztül járul 

hozzá a vizelet mennyiségének redukciójához (89). Az elmélet azonban nem alkalmas 

önmagában ezen diuretikumok hatásának megértéséhez. Egy közelmúltban publikált 

közlemény szerint a tiazidok hatása megmaradt a transzportert kódoló gén knock out 

egerekben. A jelenség magyarázatában a Na
+
 visszaszívás csökkenését tartották 

kulcspontnak. A szénsav-anhidráz gátlása tiazid diuretikummal a munkacsoport szerint 

növeli a proximális tubulusban a Na
+
 koncentrációt, amely a tubuloglomeruláris 

feedback mechanizmus által a filtrációt és így a vizelet mennyiségét is csökkenti (179).  

 

PGE2 szintézis gátlók 

 

A nem-szteroid gyulladásgátlók közül a klinikumban az indometacint használják a NDI-

os betegek tiazid terápiájának kiegészítésére. A feltételezések szerint az indometacin 

csökkenti a PGE2 (prosztaglandin E2) Na
+
-rezorbció gátló hatását. A proximális 

tubulus fokozott só visszaszívása vízmozgással jár, ami végül csökkenti a kiválasztott 

vizelet mennyiségét (180). A mechanizmus előnyös hatása DI-ban az 1980-as évek óta 

ismert (181).  

 

Ígéretes terápiás lehetőségek 

 

V2R antagonisták 

 

A NDI lehetséges jövőbeli terápiájának legígéretesebbjei a farmakológiai chaperonként 

funkcionáló nem-peptid V2R ligandok. NDI-t okozó V2R mutáción mutatták ki 

Morello és munkatársai, hogy a II. osztályba tartozó mutáns receptor funkciója 
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megmenthető (182). A koncepció nemcsak a V2R mutációk vizsgálatában jelentett 

óriási áttörést, hanem hasonló patomechnizmussal tüneteket okozó, más GFKR 

funkcióvesztő mutációinak lehetséges terápiájának bizonyult (183). Az ER retencióban 

szenvedő V2R funkcionálisan ép lehet (tehát képes ligandot kötni és jelátviteli utakat 

aktiválni), de nem jut ki a sejtfelszínre, ahol a fiziológiás peptid agonistával, az AVP-

vel találkozhat.  A V2R nem-peptid antagonistái sejtpermeábilis ligandok, átjutnak a 

plazmamembránon, a receptorhoz kötődve az ER-ban a V2R konformációját 

megváltoztatják. Az antagonista-V2R komplex új konformációja átjut az ER 

minőségellenőrző rendszerén és a receptor kijut a plazmamembránra. A farmakológiai 

chaperon elnevezés a vegyületek tulajdonságaira utal: chaperonként segítik a receptor 

megfelelő hajtogatódását és szemben a kémiai chaperonokkal, amelyek a fehérjék érését 

nem specifikusan segítik, ezek a vegyületek egy adott receptor ligandjai. Az antagonista 

a plazmamembránra kijutott receptorról disszociál, így képes ahhoz a fiziológiás 

agonista kötődni és jelátvitelt aktiválni. Morello és munktársai felfedezését számos 

vizsgálat követte, amelyek alapján számos mutációt képesek az antagonisták 

megmenteni (184-187). Szerencsére a V2R-függő NDI betegségek nagy része misszenz 

mutáció miatt alakul ki (ebben az esetben van esély arra, hogy a receptor funkciójának 

egy része megmaradjon) és ezek közül igen gyakoriak a II. osztályba tartozók, amely 

körülmények a terápiás metódus fontosságát hangsúlyozzák. Az in vitro kisérleteket egy 

esetben in vivo klinikai vizsgálat követte. Az eddig egyetlen XNDI-s betegeken végzett 

vizsgálatban a V1aR specifikus SR49059 vegyületet használták. A szerzők elgondolása 

alapján a kisebb V2R affinitás ugyan mérsékeltebb ER kimentést és plazmamembrán 

expressziót okozhat, de előnyösebb az AVP bekötésének szempontjából a gyorsabb 

antagonista disszociáció. A vizsgált öt betegben a vegyület sikeresnek bizonyult, ugyan 

mérsékelten, de csökkentette a vizelet mennyiségét (188). A későbbi felhasználást 

sajnos limitálja, hogy a vegyület egyéb klinikai vizsgálatokban hepatoxikusnak 

bizonyult és betiltották. Ez azonban nem zárja ki a lehetőségét, hogy más vegyületek a 

későbbiekben a terápia részévé váljanak.  
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V2R agonisták 

 

A nem-peptid V2R agonisták kis száma és korlátozott elérhetősége miatt eddig egy in 

vitro vizsgálat mutatta be a vegyületek ígéretes hatékonyságát. Robben és munkatársai 

három nem-peptid agonista működését vizsgálták ER retencióban. Az antagonistákkal 

szemben egyértelműnek tűnik az agonisták előnye a hiányzó receptor-gátló hatás miatt. 

A munkacsoport azonban további érdekességeket tárt fel. A vegyületek intracelluláris 

receptorok jelátvitelét voltak képesek aktiválni, anélkül, hogy az aktivált receptorok 

degradálódtak volna, szemben a plazmamembrán elhelyezkedésű V2R-ral (189).  

 

Prosztaglandin receptor agonisták 

 

XNDI egérmodellben mutatták be először az prosztaglandin E2 EP4 receptorának 

stimulációját követő vizeletkoncentrálást és volumencsökkenést (190). A jelenség 

hátteréül a V2R független cAMP jelpálya aktiválás szolgálhat, amely kihelyezi az 

AQP2-t a gyűjtőcsatornák apikális membránjába. Hasonló vizelethatásokkal bírt az 

EP2R agonista adása V2R gátolt patkányokban (191). A koncepció teljes elfogadása 

várat magára, mert éles ellentétben áll a korábbiban is említett indometacin terápiával 

(177). 

  

Szekretin receptor agonisták 

 

A szekretin receptor agonisták használata hasonló alapon működhet XNDI-s betegben, 

mint a prosztaglandin agonistáké. A gyűjtőcsatornasejtek Gs-kapcsolt szekretin 

receptorainak izgatása áthidalná a V2R mutáció okozta defektust. AVPR2 kondícionális 

knock out egerekben az agonista jelentősen emelte a vizelet ozmolalitást (192). 

Aggályokat vetn fel azonban a szekretin egyéb hatásainak súlyossága (hányás, 

hasmenés, ájulás).  
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Foszfodiészteráz gátlók 

 

A gyűjtőcsatornák cAMP szintjének emelése a lebontás gátlásával megoldást 

jelenthetne a NDI-s betegek számára. Sajnos, amíg a vegyületek egérmodellben emelték 

a cAMP koncentrációt a sejtekben, emberben hatástalanoknak bizonyultak (177).  
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2.3.3. Kóros antidiuretikus hormon szindrómák 

 

2.3.3.1. „Centrális” kóros antidiuretikus hormon szindróma 

 

Az arginin-vazopresszin rendszer alulműködési zavara nefrogén diabétesz 

inszipiduszhoz vezet, túlműködési zavarát kóros antidiuretikus hormon szindrómának 

hívjuk (syndrome of inappropriate antidiuretic hormone secretion- SIADH). A 

betegséget Schwartz és munkatársai írták le 1957-ben, egyes könyvek Schwartz-Bartter 

szindrómának is hívják (193). A betegség hiponatrémiát okoz a túlzott AVP szekréció 

és a következményes vizeletkoncentrálás miatt. A SIADH jelenlegi ismereteink szerint 

csak szerzett lehet, nem ismerünk „centrális” veleszületett formát. A betegség 

kialakulásának hátterében gyakrabban ektópiás AVP termelés áll, különösen a tüdő 

kissejtes karcinómái képesek a hormon kifejezésére (194). A központi idegrendszer 

érintettsége is gyakran szerepel az okok között. Iszkémiás és vérzéses stroke, valamint 

fertőzések és koponya-agyi trauma lehet az etiológia. Egyéb, ritkábban szereplő 

kórokok is előfordulhatnak, az exogén AVP (illetve dDAVP) adáskor hematológiai 

zavarokban (195). A betegség kezelési lehetőségei közül kiemelendő a V2R inverz 

agonista tolvaptan  terápiás hatása (196).  

 A krónikus SIADH-ban a betegek érdekes módon nem koncentrált vizeletet 

választhatnak ki az AVP-escape mechanizmus miatt. Ez azt jelenti, hogy a kezdeti 

koncentrált vizelet kihígul, a plazma Na
+
 koncentráció pedig egy új, alacsony szinten 

stabilizálódik (197). A mechanizmus egyes részletei állatmodellben már tisztázottak. 

Egyrészt csökken, másrészt az ozmolalitástól függetlenné válik az AQP2 kifejeződése 

(198,199). A koncentrálás csökkenésének másik komponense az egyébként AVP-függő 

expressziót mutató UT-3 traszporter gyűjtőcsatorna bazolaterális membránjában történő 

megjelenésének csökkenése (200,201).  

 A SIADH betegségnek a későbbiekben részletezett veleszületett renális formája 

alacsony plazma AVP koncentrációval jár együtt. A hormon szintje azonban nem 

különbözteti meg a SIADH szerzett, „centrális” formájától, differenciáldiagnosztikai 

szempontból kiemelendő, hogy előfordul SIADH alacsony, sőt mérhetetlenül alacsony 

AVP szinttel. Felvették, hogy emiatt helyesebb lenne az elnevezésben „antidiuretikus 
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hormon” helyett „antidiurézis”-t használni és így SIAD-nak rövíditeni a betegséget 

(202). Az irodalomban „ozmosztát rezet”-nek hívják, a termosztát-hőmérséklet 

szabályozó analógiájára (203). Egyes betegségekben (hipovolémia, kvadriplégia, 

pszichózis, malnutríció) az ozmoreceptorok egyébként normális szabályozó funkciója 

egy új, a fiziológiásnál alacsonyabb szintre áll be. A betegeknek stabil, enyhe 

hiponatrémiája van, változó só- és vízbevitel mellett. Ebben az esetben terápia nem 

szükséges, a kiváltó okot kell kezelni (195).  

 

2.3.3.2. Nefrogén kóros antidiurézis szindróma 

 

A nefrogén kóros antidiurézis szindróma (nephrogenic syndrome of inappropriate 

antidiuresis-NSIAD) egy közelmúltban feltárt betegség. A Feldman és munkatársai által 

2005-ben leírt kórkép a SIADH veleszületett, nefrogén formája (202). A betegség 

kialakulásának a középpontjában a V2R funkciónyerő mutációja áll. A betegséget egy 3 

hónapos és egy 2,5 hónapos fiú csecsemőben diagnosztizálták, akik irritabilitással és 

generalizált rohamokkal kerültek felvételre. A fiatal életkor és a mérhetetlenül alacsony 

AVP szint alapján merült fel a V2R funkciónyerő mutációjának lehetősége a vizsgálatot 

végzőkben. In vitro vizsgálat megerősítette a feltevést, a mutáns R137C és R137L 

receptorokat kifejező sejtekben jelentősen emelkedett bazális (agonista stimulus 

hiányában) cAMP koncentrációt mértek. A vizsgálatban kontrollként az addig már 

ismert R137H mutációt használták, amely IV. osztályú mutánsként NDI-t okoz.  

 Rochdi és munkatársai vizsgálták tovább sejtes rendszerekben az említett 

receptorokat. Kísérleteikben igazolást nyert, hogy az NSIAD-hoz vezető konstitutív 

aktivitás az R137C/L receptorok konstitutív β-arresztin kötésével és internalizációjával 

jár együtt. Az internalizáció gátlása tovább fokozta az R137C/L receptorok aktivitását. 

Ezek alapján arra a következtetésre jutotttak, hogy amíg a konstitutív internalizáció az 

R137H mutáció esetén létrehozza az NDI fenotípust, addig az NSIAD-os betegek 

tüneteit mérsékli. Az emelkedett bazális aktivitással bíró mutáns receptorok cAMP 

termelése AVP adásával nem volt tovább fokozható, továbbá nem volt gátolható V2R 

agonista tolvaptan vegyülettel. Ugyanakkor AVP adása az internalizációt fokozta, így 

felvetették a lehetőségét, hogy a betegek kezelésénél is ezt a jelenséget kellene 

kihasználni. Mivel az aktivitás nem fokozódna AVP hatására, az alacsonyabb 
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plazmamembrán receptorszám a tüneteket enyhíthetné (204). A felvetés klinikai 

felhasználhatóságát limitálja, hogy az említett terápia súlyos mellékhatásokkal járhat. 

Más agonista (dDAVP) felhasználhatósága felmerül, illetve az eredeti közlemény 

szerint a gyermekek állapotát végül szupportív terápia rendezte (202).  

 Egészen 2012-ig kellett várni a második mutációs lókusz felfedezésére. Az 

R137C/L mutációk mellett a jelenlegi ismereteink szerint csak a Carpentier és 

munkatársai által publikált F229V mutáció ismert, mint NSIAD-ot okozó genetikai 

eltérés. A mutációt a kutatók egy 3 hónapos fiú csecsemőben azonosították, aki felső 

légúti infekcióval és apnoeval került hospitalizációra. A kivizsgálás során azonosították 

hiponatrémiáját és alacsony plazma AVP szintjét. A későbbi hónapokban az apnoe 

ismétlődött, felvételt követően perzisztáló hiponatrémiát és rendkívül alacsony AVP 

koncentrációt mértek. Genetikai vizsgálat vetette fel, hogy az F229V, mint ismeretlen 

mutáció NSIAD-ot okozhat. A mutáns V2R in vitro vizsgálata az addig ismert R137C/L 

mutánsoktól eltérő tulajdonságokat tárt fel. Az F229V-V2R konstitutív cAMP termelése 

nem jár együtt β-arresztin kötéssel és internalizációval. További fontos különbség, hogy 

a receptor káros aktivitása V2R inverz agonista tolvaptannal és satavaptannal gátolható, 

AVP-vel tovább fokozható volt. Mindezek alapján a szerzők felvetették, hogy ezen 

mutációt hordozók esetén a tolvaptan lehet a terápia alapja. Fontos továbbá 

megjegyezni, hogy e mutáció publikációjáig az irodalom az NSIAD felismerésében a 

tolvaptan-rezisztens SIADH klinikai képének szükségességét hangsúlyozta (205).   

 Jelenleg az eddig bemutatott R137C, R137L és F229V NSIAD mutációk 

ismertek. Felvetették, hogy a V266A mutáció is esetleg hasonló eltéréshez vezethet, de 

Armstrong és munkatársainak eredményei alapján a V266A polimorfizmus, amely nem 

vezet NSIAD-hoz (206,207). A mutációk felfedezését követően az R137C eltérést 

kimutatták más hiponatrémiás családokban is. Az érintett családok közös jellemzője, 

hogy amíg a betegség felnőttekben tünetmentes lehet, a csecsemők fokozott 

vulnerabilitást mutatnak, a tünetek leggyakrabban tónusos-klónusos, generalizált 

görcsök formájában jelentkeznek (206-208).  
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3. Célkitűzések 

 

Kísérletes munkánk alapkoncepciója betegséget okozó GFKR mutációk vizsgálata volt. 

Bár számos betegség patomechanizmusában funkciónyerő vagy –vesztő GFKR 

mutációk játszanak alapvető szerepet, vizsgálataink középpontjába a V2R-t helyeztük. 

Alapfeltevésünk szerint a V2R mutációk intenzív kutatásának ellenére létezhetnek 

ismeretlen mutációk, illetve az ismertek csak kis töredékének esetében feltárt a mutáció 

sejtélettani következménye. Munkahipotézisünk szerint a klinikai betegség azonosítását 

követően genetikai vizsgálatokkal az AVPR2 gén mutációja, mikroszkópos és 

funkcionális vizsgálatokkal a következményes patológiás eltérés molekuláris 

mechanizmusa felderíthető, valamint az eredmények alapján terápiás stratégia is 

felvethető.  

 

A Dolgozatban bemutatott kísérletekben a következő kérdésekre kerestük a választ: 

 

1. Milyen genetikai eltérés mutatható ki a II. sz. Belgyógyászati Klinikán kezelt 

nefrogén diabétesz inszipiduszos betegben? Az eltérés milyen sejtélettani 

következményekkel jár, mi a betegség patomechanizmusa? Milyen terápiás 

stratégia lehet célravezető a konvencionális terápiára nem reagáló betegnél? 

 

2. Van-e hatása a receptor funkcióra egy németországi családban azonosított, eddig 

nem ismert, NSIAD betegséghez vezető V2R mutációnak? Milyen 

tulajdonságokkal jellemezhető a mutáció miatt létrejövő receptor konformáció? 

Milyen terápiás módszer jöhet szóba a mutációt hordozó család esetében? 
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4. Anyagok és módszerek 

 

4.1. Felhasznált anyagok 

 

A molekuláris biológiai módszerekben felhasznált enzimeket és puffereket a Fermentas 

(Vilniusz, Litvánia) és a Stratagene (La Jolla, CA, USA) cégektől vásároltuk. A DMEM 

(Dulbecco által módosított összetételű Eagle médium), Opti-MEM®, pcDNA™ 3.1, 

magzati borjú szérum (FBS), Lipofectamine 2000™, Versene® anyagokat az 

Invitrogen™ Life Technologies (Carlsbad, CA, USA) cégtől vásároltuk. A 

cölenterazine h-t a Regis Technologies (Morton Grove, IL, USA) szállította. Az anti-

HA Alexa488 a Life Technologies, illetve névváltást követően a Thermo Fisher 

Scientific (Carlsbad, CA, USA) cégektől rendeltük. A sejtkultúrák fenntartásához, 

transzfekciókhoz és a mérésekhez használt edényeket a Greiner Bio-One-tól vásároltuk 

(Kremsmünster, Ausztria). A mérésekben használt HEK-293 (humán embrionális vese) 

sejteket az ATCC-től (American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA) 

szereztük be. Minden más, külön nem jelölt anyagot a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, 

USA) cégtől vásároltuk.  

 A vizsgálatainkban használt 2-es típusú vazopresszin receptor cDNS-ét (a klón 

azonosítója: AVR0200000; GenBank száma: AY242131) az S&T cDNA Resource 

Center-től vásároltuk.  Az Epac-BRET szenzorhoz felhasznált 
T
EPAC

VV
 konstrukciót 

Dr. Kees Jalink fejlesztette és bocsátotta rendelkezésünkre (209). Az eYFP-N1 (sárga 

fluoreszcens fehérje, Clontech, Mountain View, CA, USA) konstrukciót vásároltuk. A 

β-arresztin2 konstrukciók alapját képező β-arresztin2-eGFP plazmidot Dr. Marc G. 

Carontól kaptuk. Ebből kiindulva a β-arresztin2-mVenus (monomer mutációt 

tartalmazó Venus fluoreszcens fehérje) konstrukció Dr. Szidonya László β-arresztin2-

YFP plazmidjából készült laborunkban (210). Az MP-YFP (mirisztoilálódó és 

palmitoilálódó fehérje - sárga fluoreszcens fehérje konstrukció ) plazmid elkészítéséhez 

az alapot Zacharias és mtsai munkája jelentette (211). A Lyn kináz 

MGCIKSKRKDNLNDDE aminosav szekvenciája került a YFP plazmidba (212). A 

kontrukcióban található YFP Ceruleanra történő cseréjével készült az MP-Cerulean 

plazmid. Az NLS-mRFP (nukleáris lokalizációs szignál-monomer mutációt tartalmazó 

piros fluoreszcens fehérje) laborunkban készült (Dr. Gulyás Gergő munkája) az NLS 
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(nuclear localization signal) szekvencia (DPKKKRKV)x3 linkerrel történő 

(SGLRSRAQASNSRV) mRFP C1-es plazmidba illesztésével. A vad típusú és K44A 

domináns negatív dynamin konstrukciókat Dr. K. Nakayama bocsátotta 

rendelkezésünkre (213). A miográfiás vizsgálatokban felhasznált egereket (C57BL/6J, 

Cnr1tm1zim) Andreas Zimmer professzortól kaptuk (214).  

 

4.2. Genomiális DNS szekvenálás 

 

A II. sz. Belgyógyászati klinika NDI-os betegének vizsgálatát írásos, tájékozott 

beleegyezését követően kezdtük el. A genomiális DNS izolálása perifériás vér 

fehérvérsejtjeiből történt Dr. Patócs Attila laboratóriumában DNS izolációs kit 

segítségével (Boehringer Mannheim Co., Németország). A genomiális DNS-ből PCR-

rel két részletben sokszorosítottuk az AVPR2 gént. A felhasznált primerek a következők 

voltak: 5′-ATCACCTCCAGGCCCTCAGA-3′és 5′-ATGGGACGGCAGATGGCAC-3′ 

valamint 5′-TGATCCTGGCCATGACGCTG-3′ és 5′-AGAGGCAAGACACCAACA 

GC-3′. A PCR során a következő protokollt használtuk: 95
o
C – 5 perc; //95

o
C – 1 min, 

60 
o
C – 45 mp, 72

o
C – 3 perc// 35x; 72

o
C- 6 perc, 4

o
C kivételig. A PCR minták méretét 

agaróz gélen futtatással ellenőriztük. A PCR termékeket tisztítást követően mindkét 

irányban az Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Németország) cég szekvenálta.  

 

4.3. Plazmid konstrukciók elkészítése  

 

A jelöletlen, vad típusú V2R plazmidjának elkészítésekor a szekvenciáját EcoRI és 

XhoI restrikciós vágóhelyek segítségével pcDNA3.1 vektorba illesztettük. A HA-V2R 

(HA-jelölt V2 vazopresszin receptor) elkészítésekor hasonlóan jártunk el, azonban a 

PCR segítségével a receptortól 5’ irányban elhelyeztük az influenza hemagglutinin 

antigénjének TATCCTTATGACGTCCCTGACTAT szekvenciáját és ezt követően 

illesztettük pcDNA3.1 vektorba. A V2R-Sluc konstrukciók elkészítéséhez PCR 

segítségével (primerek: 5’-ATATGAATTCGCCACCATGCTCATGGCGTCCACC-3’ 

és 5’-TATAACCCGGTCCTCCTCCCGATGAAGTGTCCTTGGC-3’) EcoRI és AgeI 

vágóhelyeket hoztunk létre a jelöletlen konstrukció receptor szekvenciájának végein. 
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Ellenőrzést és tisztítást követően a szuper Renilla luciferázt tartalmazó pEYFP-N1 

vektorba illesztettük (215).  A V2R-mVenus létrehozásakor az előzőekben foglaltak 

szerint jártunk el, a terméket azonban az mVenus szekvenciát tartalmazó pEYFP-N1 

vektorba jutattuk. A mVenus a Venus fluoreszcens fehérje A206K mutációt tartalmazó 

módosítása, amely mutáció miatt monomer formában fejeződik ki a fehérje (211). A 

receptor konstrukciók N321K és I130N variánsait site directed mutagenezis 

segítségével hoztuk létre. Az N321K esetén 5’-

AACAGCTGCACCAAGCCCTGGATCTATGCATC-3’ és 5’-GAAAGATGC-

ATAGATCCAGGGCTTGGTGCAGCT-3’ primereket, az I130N receptor esetén pedig 

a 5’-TCTGCAAATGGTGGGCATGTATGCCTCCTCCTACATGAACCTGG  -3’ és 

5’-TGGCCAGGTTCATGTAGGAGGAGGCATACATGCCCACCATTTGC-3’ 

oligonukleotidokat használtuk a PCR során. A PCR protokoll a következő volt: 95
o
C – 

5 perc; //95
o
C – 30 mp, 60 

o
C – 30 mp, 68

o
C – 10 perc// 20x; 68

o
C- 20 perc, 4

o
C 

kivételig. DpnI emésztés után a előzőekben leírtaknak megfelelően EcoRI/XhoI vagy 

EcoRI/AgeI restrikciós emésztést követően a mutáns receptor inzertet az eredeti 

plazmidba illesztettük vissza. A módszer segítségével csak a kívánt szakaszon 

következett be - ellenőrzött körülmények között - mutáció. Az Epac-BRET szenzorhoz 

kiindulásként az 
T
EPAC

VV
-konstrukciót használuk. A mTurqoise szekvenciájának 

lecseréléséhez Sluc-ot (szuper Renilla luciferáz) használtunk fel. A PCR-t 5’- 

ATATAAGCTTGCCACCATGGCTTCCAAGGTG-3’ és 5’- ATATGATAT-

CGCTTCAGCACTCTCTCCACGAAGC-3’ primerek segítségével végeztük. Az Sluc 

beillesztéséhez a HindIII és EcoRV enzimeket használtuk fel. Valamennyi plazmidot 

elkészítését követően az Eurofins MWG Operon automatizált rendszerével 

szekvenálással ellenőriztük. A kísérletekhez használt plazmid konstrukciókat az 1. 

táblázat foglalja össze. 
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Plazmid Funkció 

Epac-BRET  Epac alapú, intramolekuláris BRET szonda cAMP méréshez 

β-arresztin2-Rluc Energiadonorral jelölt β-arresztin2 

MP-YFP  Plazmamembránba irányított energiaakceptor 

NLS-mRFP  Sejtmagba irányított piros fluoreszcens fehérje 

MP-Cerulean  Plazmamembránba irányított fluoreszcens fehérje 

dyn1 Vad típusú dinamin1  

DNdyn1 Domináns negatív dinamin1 

VT/N321K/I130N-V2R Jelöletlen vad típusú/mutáns V2 vazopresszin receptorok 

HA-V2R  HA-jelölt V2 vazopresszin receptor 

V2R-Sluc  Energiadonorral jelölt V2 vazopresszin receptor 

V2R-mVenus  Energiaakceptorral jelölt V2 vazopresszin receptor 

 

1. táblázat 

A kísérletekben használt plazmidkontrukciók és funkciójuk. 

4.4. Sejtkultúra fenntartás és a sejtek transzfekciója 

 

A kísérleteinkben használt HEK-293 (humán embrionális vese) sejteket DMEM 

médiumban tartottuk fent, amely médium 10% FBS-t, 100 IU/ml penicillint és 100 

µg/ml streptomycint tartalmazott. A sejteket inkubátorban tenyésztettük, a párásított 

közeg 37
o
C hőmérséklettel és 5%-os CO2 koncentrációval bírt. A sejtek transzfekciója 

során poli-L-lizinnel előkezelt lemezekkel vagy fedőlemezekkel dolgoztunk. A 

transzfekciós oldatok a plazmid konstrukciókat, valamint Lipofectamine 2000™ 

transzfekciós reagenst tartalmazták. A transzfekció során Opti-MEM® médiumot 

használtunk. A protokoll szerint az oldatot 6 óra múlva DMEM médiumra cseréltük, a 

méréseket pedig 24 órával a transzfekciót követően végeztük. A sejtek transzfekcióját 

részletesen az egyes kísérletes módszerek leírásánál ismertetjük.  
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4.5. Biolumineszcencia rezonancia energiatranszfer (BRET) mérések 

 

4.5.1. A biolumineszcencia rezonancia energiatranszfer (BRET) technika 

rövid bemutatása 

 

A GFKR-ok kutatását alapvetően átformálták a rezonancia energiatranszfer alapú 

mérések. Kísérleteinkben a BRET technikát alkalmaztuk, a módszer elve rendkívül 

hasonló a fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer működéséhez (FRET) (216). A 

technikával távolság változást regisztrálni két jelölés között nanométeres 

nagyságrendben lehetséges. A kísérleti felállástól függően nemcsak fehérje-fehérje 

interakció monitorozható, de egy fehérjén belül is lehetséges konformációváltozást 

regisztrálni. A technika alapja, hogy az energiadonor és –akceptor fehérje között 

távolságfüggő módon energiaátadás jön létre. Ez az energiatranszfer függ a partnerek 

távolságától, orientációjától és természetesen a donor emissziós és az akceptor 

excitációs spektrumának átfedésétől. Az általunk is használt BRET módszer esetén 

energiadonorként a Renilla luciferáz enzimet (Rluc) vagy annak egy optimalizált 

tulajdonságú változatát (Sluc) használjuk. Az emisszió feltétele, hogy az enzim 

szubsztrátját, a sejtpermeábilis benzil-cölenterazint (cölenterazin h) adjunk a 

rendszerhez. Az enzimekre jellemző emissziós maximum 485 nm-es hullámhossznál 

van. Energiaakceptor szerepet GFP variánsok tölthetnek be, mi kísérleteinkben sárga- 

(YFP) és Venus (mVenus) fluoreszcens fehérjéket alkalmaztunk. A fluoreszcens 

fehérjék emissziós maximumára 530 nm-es hullámhossz jellemző. A BRET mérés 

esetén az energiatranszfer mértékéről a két hullámhossz intenzitásának hányadosa, a 

BRET hányados utal (BRET hányados: I530/I485). A donorral és az akceptorral jelölt 

fehérje távolságának csökkenése esetén BRET hányados növekedést, ellenkező esetben 

csökkenést tapasztalunk (5. ábra). A BRET módszer előnye a FRET-tel szemben, hogy 

a biolumineszcens donort nem szükséges külső fénnyel excitálni, így az alacsonyabb 

háttér miatt nagyobb érzékenységgel lehet a vizsgálatokat végezni.  
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5. ábra 

A sejtpermeábilis szubsztrát hatására a biolumineszcens Renilla luciferáz enzim (Rluc) 485 nm-

es hullámhosszúságú fényt emittál. Ha a biolumineszcens energiadonor közelségbe kerül az 

energiaakceptor fehérjével (az ábrán sárga fluoreszcens fehérje-YFP), energiatranszfer jön létre. 

Az energiatranszfer következtében a YFP emissziós spektrumának megfelelően 530 nm-es 

emissziót is detektálhatunk. A BRET hányados a két hullámhosszú emisszió intenzitásának 

hányadosa.  

 

4.5.2. A BRET mérések  

 

A méréseket 24 órával a transzfekciót követően végeztük, előtte a sejteken a médiumot 

Krebs-Ringer pufferre (120 mM NaCl, 4,7 mM KCl, 1,8 mM CaCl2, 0,7 mM MgSO4, 

10 mM glükóz, 10 mM Na-HEPES, pH 7,4) cseréltük. A BRET kísérleteket Berthold 

Mithras LB 940 készülékkel, 37
o
C-on végeztük. A mérés kezdetén a sejtekhez adtuk a 

cölenterazin h-t 5 µM végső koncentrációban. A kísérletek során minden kondíció 
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esetén triplikátumokat használtunk, a bemutatott eredmények minimum három 

független kísérlet átlagai. 

 

4.5.3. BRET alapú cAMP mérés 

 

Kísérleteinkben a cAMP szint monitorozására az Epac-BRET konstrukciót használtuk. 

A bioszenzor egy fehérjeláncon belül tartalmazza az Sluc biolumineszcens 

energiadonort és az mVenus akceptor fehérjét. Az Epac a sejtekben a Rap kis G-fehérje 

aktivátora (GEF), amely cAMP szenzitív. Az Epac-BRET szenzor cAMP kötés hatására 

konformációváltozáson megy keresztül, amelynek következtében az Sluc és az mVenus 

egymástól eltávolodik (6. ábra). A BRET hányados csökkenése ezekben a kísérletekben 

ezért a cAMP koncentrációjának emelkedésére utal (209).  

 

 

6. ábra 

Az Epac-BRET bioszenzor működésének sematikus rajza. Az Epac-BRET szonda egy 

fehérjeláncon belül tartalmazza az energiadonor és –akceptor fehérjéket. Az Epac 

konformációváltozáson megy keresztül cAMP kötést követően, az mVenus fluoreszcens jelölés 

eltávolodik az Sluc biolumineszcens enzimtől. Az energiatranszfer csökkenése miatt az mVenus 

emissziójának intenzitása és így a BRET hányados csökken.  
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A sejtek transzfekciója során poli-L-lizinnel előkezelt, fehér színű 96-lyukú lemezzel 

dolgoztunk. A transzfekció során a lemezre lyukanként 10
5 

HEK-293 sejtet használtunk 

fel. A transzfekciós oldat egy pontra számítva 0,25 µg receptor DNS-t, 0,25 µg Epac-

BRET plazmidot, valamint 0,5 µl Lipofectamine 2000™ transzfekciós reagenst 

tartalmazott. Három konstrukció együttes transzfekciója esetén (amely során mindig 

valamely dinamin kontrukció volt a harmadik) 0,2 ug DNS mennyiséget juttatunk be az 

egyes plazmidokból.  

 

4.5.4. BRET alapú β-arresztin kötési vizsgálat 

 

A kísérletekben a receptorok mVenus, a β-arreszin2 Rluc jelölésekkel voltak ellátva. A 

BRET hányados emelkedése a β-arresztin receptorhoz történő kihelyeződésére utal. A 

transzfekció és mérés az előzekben leírtak szerint történt, a receptor és a β-arresztin 

konstrukció mennyisége pontonként 0,25 - 0,25 µg volt.  

 

4.5.5. Plazmamembrán-receptor interakció vizsgálata BRET-tel 

 

Az MP-YFP konstrukció a plazmamembránt jelöli a sárga fluoreszcens fehérjével, a 

receptorok Sluc donort tartalmaztak. A BRET hányados a receptorok 

plazmamembrántól mérhető távolságától függ, internalizációkor csökken (212,217). Az 

interakciós partnerek mennyisége a transzfekció során pontonként 0,25 - 0,25 µg volt. 

Azokban a kísérletekben, amelyekben a receptor és az MP-YFP mellé valamelyik 

dinamin konstrukciót is kifejeztük, a DNS mennyiség mindhárom konstrukció esetén 

0,2 µg volt. Az eredményeket a vehikulum-kezelt sejtek BRET hányadosára 

normalizáltuk.  

 

4.6. Konfokális lézermikroszkópia 

 

A konfokális lézermikroszkópos vizsgálatokat eltérő módon végeztük a dolgozatban 

bemutatott két mutáns V2R esetében. Az I30N-V2R-ral történő vizsgálatokat időben 
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később, optimalizációs lépéseket követően végeztük fixálás nélkül a jobb minőségű 

felvételek érdekében. 

 

4.6.1. Az N321K mutáció vizsgálata konfokális mikroszkópiával 

 

A sejteket a transzfekció előtt 24 órával poli-L-lizinnel előkezelt fedőlemezekre 

helyeztük (3 x 10
5 

sejt/ 35 mm-es fedőlemez). A transzfekció során Opti-MEM® 

mediumban 2 µg HA-jelölt receptor konstruktot vagy üres pcDNA3.1 plazmidot, 

valamint Lipofectamine 2000™ reagenst adtunk a sejtekhez. 6 órával később DMEM-re 

cseréltük a médiumot a sejteken. A festéshez a médiumot eltávolítva a sejteket PBS 

(foszfát-pufferelt sóoldat) oldattal mostuk. A fixálást 4%-os paraformaldehid 10 perces 

hozzáadásával végeztük. Háromszor mostuk a sejteket 10%-os FBS-PBS oldattal. Az 

immunfestéshez anti-HA-Alexa488 antitestet használtunk, amelyet 1:250 hígításban, 

1%-os szapponin jelenlétében vagy hiányában adtunk a sejtekhez 1 órán át. FBS-PBS 

mosást követően a mintákat beágyaztuk. A jelölt receptorokat Zeiss LSM 510 

konfokális lézermikroszkóppal vizsgáltuk. A fluorofórt 488 nm-es argon lézerrel 

excitáltuk, a felvételeket 63x-os Plan Apochromat immerziós objektívvel vizsgáltuk. A 

választott optikai szeletvastagság 0,7 µm volt.  

 

4.6.2. Az I130N mutáció vizsgálata konfokális mikroszkópiával 

 

A sejteket a transzfekció előtt 24 órával poli-L-lizinnel előkezelt fedőlemezekre 

helyeztük (3 x 10
5 

sejt/ 35 mm-es fedőlemez). Immunfestéshez történő transzfekció 

során Opti-MEM® mediumban 0,125 µg NLS-mRFP-t, 1 µg HA-jelölt receptor 

konstruktot vagy üres pcDNA3.1 plazmidot, valamint 4 µl Lipofectamine 2000™ 

reagenst adtunk a sejtekhez. Az előzőekhez hasonlóan eljárva 24 órával később 

festettük a sejteket, a környezet hőmérséklete az eljáráskor 4
o
C volt. Háromszor mostuk 

a sejteket jéghideg 1%-os PBS- módosított Krebs-Ringer (lásd BRET mérések) 

pufferrel. Az immunfestést 1:250 hígításban hozzáadott anti-HA-Alexa488 antitestekkel 

végeztük 30 percig. Ezt követően a sejtek mosása és mikroszkópos vizsgálata is 

jéghideg módosított Krebs-Ringer oldatban történt.  
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A kolokalizációs vizsgálatokhoz történő transzfekciókor 1 µg receptor-mVenus 

konstrukciót, 0,125 µg – 0,125 µg NLS-mRFP és MP-Cerulean plazmidot használtunk 

pontonként. Egyéb tekintetben az eljárás az előzőekben leírtak szerint történt. Szemben 

az előzőekkel, a sejteket szobahőmérsékleten, Krebs-Ringer oldatban vizsgáltuk. A 

felvételek elkészítéséhez Zeiss LSM 710 konfokális lézermikroszkópot használtunk. Az 

Alexa 488 jelölt konstrukciók gerjesztése 488 nm-es, az mVenus konstrukcióké 514 

nm-es, az mRFP jelölésé pedig 543 nm-es hullámhosszú lézerekkel történt. A 

mikroszkóp konstrukciója és a jól szabályozható detekciós hullámhossz tartományok 

miatt az egyes fluoreszcens jelölések átbeszélése a különböző csatornákban 

elhanyagolható volt. A felvételeket 63x-os Plan Apochromat immerziós objektívvel 

vizsgáltuk. A választott optikai szeletvastagság 0,7 µm volt.  

 

4.7. Áramlási citometria 

 

A sejteket a transzfekció előtt 24 órával fedőlemezekre helyeztük (3 x 10
5 
sejt/ 35 mm-

es fedőlemez). A transzfekció során Opti-MEM® mediumban 2 µg HA-jelölt receptor 

DNS-t vagy üres pcDNA3.1 plazmidot, valamint 4 µl Lipofectamine 2000™ reagenst 

adtunk a sejtekhez. 6 órával később DMEM-re cseréltük a médiumot a sejteken. A 

sejteket 24 órával a transzfekciót követően Versane®-nel a lemezről felszabadítottuk és 

centrifugáltuk. Jéghideg PBS oldattal mostuk a sejteket, majd 4
o
C-on centrifugáltuk. A 

felülúszó eltávolítása után a sejtek festése anti-HA-Alexa488 antiesttel (1:100) történt 

4
o
C-on 40 percig. Háromszoros jéghideg PBS mosást követően az áramlási citometria 

vizsgálatokat Beckman-Coulter SC készülékkel végeztük. A fluoreszcencia intenzitás 

méréseket WinMDI v2.9  (http://facs.scripps.edu/software.html) programmal értékeltük.  

A fluoreszcencia intenzitás görbék geometriai átlag értékének meghatározása után 

azokból a pcDNA3.1 értékét (háttér) levontuk, majd a vad típusú receptorra 

normalizáltunk.  
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4.8. Miográfia 

 

Az egerek mellkasi aortáját eltávolítottuk, majd Krebs oldatba (119 mM NaCl; 4,7 mM 

KCl; 2,5 mM CaCl2; 1,17 mM MgSO4; 20 mM NaHCO3; 1,18 mM KH2PO4; 0,027 mM 

EDTA; 10,5 mM glükóz) helyeztük.   A Krebs oldattal töltött, hőszabályozott kamrák 

(37
o
C) 5% CO2-ot és 95% O2-t tartalmazó gázkeverékkel voltak buborék segítségével 

keverve. Az érgyűrűk nyugalmi feszülése 10 mN értékre volt állítva, a mérést 30 perc 

ekvilibrálódás után kezdtük. Az aortaszegmentek integritását és funkcionalitását 124 

mM K
+
 koncentrációjú Krebs oldattal teszteltük, amely maximális vazokonstrikciót 

okoz. Néhány mosási ciklust követően az erek ellazulási képességét  10 µM acetil-kolin 

hozzáadásával teszteltük. A mérés során a regisztrálást PowerLab rendszerrel és 

LabChart kiérékelő programmal (ADInstruments) végeztük. A hormonok 

vazokonstriktor válaszát az 1 µM fenilefrin referencia összehúzódásra normalizáltuk. A 

koncentráció-függő vazkonstrikciót párhuzamos szegmentumok mérésével 

regisztráltuk.  

 

4.9. A kísérletek során felhasznált programok és statisztikai elemzés 

 

A plazmidok tervezéséhez Vector NTI (Invitrogen) szoftvert használtunk. A kísérletes 

eredmények ábrázolásához, dózis-hatás görbék nem-lineáris regressziójához, valamint a 

statisztikai analízishez GraphPad Prism 5 (Graphpad Software Inc.) programot 

használtunk. Az áramlási citometriás mérések során egymintás t-próbát végeztünk. Az 

egyes agonisták pEC50 (félmaximális effektív koncentráció logaritmusa) értékeit 

egyutas varianciaanalízissel és Tukey post hoc teszttel hasonlítottuk össze. A BRET 

mérések során kétutas varianciaanalízist, illetve Bonferroni post hoc tesztet végeztünk.  
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5. Eredmények 

 

Eredményeink bemutatásakor először az általunk vizsgált funkcióvesztő V2R mutációt 

(N321K), majd a funkciónyerő mutációt (I130N) írjuk le.  

 

5.1. Az N321K mutáció 

 

5.1.1. Az N321K mutáció azonosítása 

 

A fiatal férfi beteg születésétől kezdve (1984) poliuriában és polidipsziában szenved. 

Szomjaztatási próba során az arginin-vazopresszin (AVP) analóg dezmopresszin 

(dDAVP) hatástalannak bizonyult, így 18 hónapos korában felállították a nefrogén 

diabétesz inszipidusz diagnózisát. A vizsgálatok időpontjában a beteg napi 

vízfogyasztása kb. 12 l/nap volt. Thiazid és amilorid diuretikumok adására a vízbevitel 

változatlan maradt. A beteg laboratóriumi eredményei a következők voltak (a 

referenciaértékek zárójelben szerepelnek): szérum nátrium: 145 mmol/l (136–146 

mmol/l); szérum kálium: 4,3 mmol/l (3,5–5,0 mmol/l); szérum ozmolalitás: 282 

mOsm/kg (gyógyszeres kezelés nélkül, a beteg szokásos vízfogyasztása mellett, 275–

295 mOsm/kg). A vizelet fajsúlya 1003 g/cm3 (1002–1030 g/cm3), a vizelet 

ozmolalitása 72 mOsm/kg (50–1200 mOsm/kg, vízfelvételtől függően) volt. 

 

 Az AVPR2 gén szekvenálásához perifériás vér fehérvérsejtjeinek genomiális 

DNS-ét izoláltuk a beteg vizsgálatokba történő írásos tájékozott beleegyezését 

követően. A gént PCR-rel történő sokszorosítása és tisztítása után DNS szekvenálással 

vizsgáltuk. A szekvenálás egy misszensz mutációt igazolt az AVPR2 génben (7. ábra). A 

citozin-guanin szubsztitúció aszparagin-lizin cserét okoz (N321K) a V2R hetedik 

transzmembrán doménjában. Egyéb mutációt nem találtunk a génben. A beteg családi 

anamnézise felvetette, hogy az N321K mutáció több generáción keresztül öröklődhetett 

a családban, mert a diabétesz inszipidusz tünetei legalább 3 generáción keresztül jelen 

voltak (7. ábra). Sajnos a genetikai vizsgálatoktól elzárkóztak, a DNS szekvánálást nem 

tudtuk elvégezni. Az anamnesztikus adatok alapján a beteg dédapja polidipsziában 
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szenvedett és 82 éves koráig élt. A beteg nagyanyjának szintén polidipszia tünete volt és 

a napi vízfogyasztása 6-8 l között volt, valamint 11 hónapos fiú gyermeke 

kiszáradásban hunyt el. A beteg anyja és testvére egészségesek.  

 

 

7. ábra 

A genetikai vizsgálat eredménye és a beteg családi anamnézise. (A) A beteg genomiális DNS-

ének perifériás vérből történő izolációját követően az AVPR2 gént PCR segítségével 

sokszorosítottuk, majd szekvenáltattuk a mintákat. A kromatogram a beteg és egy egészséges 

kontroll egyén szekvenálási eredményét mutatja. (B) A beteg családi anamnézise. A telített 

jelölések polidipszia-poliuria szindrómát mutatnak. A férfiakat négyzetekkel, a nőket körökkel 

jelöltük. Az áthúzott jelölés elhunyt családtagot mutat, zárójelben az elért életkorral.  
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5.1.2. Az N321K-V2R sejten belüli elhelyezkedése 

 

A V2R mutációk sejtélettani hatásának vizsgálatában elsődleges kérdés a mutáns 

receptor sejten belüli elhelyezkedésének meghatározása. HA-jelölt vad típusú vagy 

N321K mutáns V2R-ok plazmidjával tranziensen transzfektáltunk HEK-293 sejteket. 24 

órával a transzfekciót követően Alexa488-cal jelölt anti-HA antitesttel 

immunfluoreszcens festést végeztünk permeabilizált és nem-permeabilizált sejteken. A 

sejteket konfokális mikroszkóppal vizsgálva az N321K-V2R (N321K mutációt 

tartalmazó V2 vazopresszin receptor) plazmamembránon való megjelenése a vad 

típuséhoz nagyon hasonló képet mutatott (8. ábra). A permeabilizált sejtekben markáns 

intracelluláris fluoreszcencencia volt látható. A pcDNA3.1 vektorral transzfektált 

sejtekben az antitest alkalmazását követően fluoreszcens festődés nem volt látható (az 

adatokat nem mutatjuk). 

 Összefoglalva, a mutáns receptorok sejten belüli elhelyezkedése rendkívül 

hasonló volt a vad típushoz képest. Ezen adatok alapján az N321K-V2R kijut a sejtek 

plazmamembránjára. Elméletileg egy receptor jelölése (HA-jelölés vagy fluoreszcens 

fehérje fúziója) megváltoztathatja annak konformációját és így sejten belüli 

elhelyezkedését is. Emiatt más módon is jelöltük a mutáns receptort: tranziensen 

kifejezett fluoreszcens fehérjével fúzionált mutáns és vad típusú (VT-) receptorok 

plazmamembrán elhelyezkedését vizsgáltuk konfokális mikroszkópiával. Az N321K-

V2R-mVenus és VT-V2R-mVenus sejten belüli lokalizációja hasonló volt (az adatokat 

nem mutatjuk). 

 

A sejtfelszíni receptorszám kvantifikálására áramlási citometria méréseket 

végeztünk. A HA-jelölt VT-V2R vagy N321K-V2R konstrukciókat tranziensen kifejező 

HEK-293 sejteket anti-HA-Alexa-488 antitestekkel festettük. Nem találtunk 

szignifikáns különbséget a vad típusú (RFI: 1,0) és a mutáns receptort (RFI: 0,954 ± 

0,05; n=3; p < 0,05) kifejező sejtek relatív fluoreszcens intenzitása között (RFI, 9. ábra), 

amely megerősíti, hogy az N321K-V2R plazmamembrán expressziója hasonló mértékű 

a vad típuséhoz.  
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          Vad típusú V2R    N321K-V2R 

A B

C D

 

 

 

8. ábra  

Az N321K-V2R sejten belüli elhelyezkedésének vizsgálata. A vad típusú (A és C) és N321K 

mutáns (B és D) HA-jelölt receptorokat kifejező HEK-293 sejteket konfokális lézer 

mikroszkóppal vizsgáltuk. A fixálás után a sejteket anti-HA-Alexa488 monoklonális antitesttel 

festettük nem-permeabilizált (A és B) és permeabilizált (C és D) körülmények között. Az 

N321K-V2R a vad típusú receptorhoz hasonlóan megjelenik a sejtek plazmamembránján. A 

reprezentatív ábrák három független kísérletből származnak. Lépték: 10 µm. 
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9. ábra 

A sejtfelszíni receptorszám meghatározása áramlási citometriával. A HA-jelölt vad típusú (VT 

oszlop) vagy N321K mutáns V2R-t (N321K oszlop) tranziensen kifejező, illetve üres 

pcDNA3.1 vektorral transzfektált sejteket anti-HA-Alexa488 monoklonális antitesttel festettük. 

Az áramlási citometriás mérések kiértékelésekor a mért fluoreszcens intenzitások geometriai 

átlagából kivontuk a hátteret (pcDNA3.1), majd a vad típusra normalizáltunk (RFI). Az N321K-

V2R plazmamembrán kifejeződése nem különbözik a vad típusú receptorétól. Három független 

kísérlet átlag ± SEM értékeit ábrázoltuk.  

 

 

5.1.3. Az N321K-V2R funkcionális vizsgálata 

 

5.1.3.1. Az N321K-V2R hatása a cAMP szintézisre 

 

Az előzőekben ismertetett adatok alapján az N321K mutáns receptorok esetén a mutáció 

fentotípusát nem a receptorok endoplazmás retikulum retenciója okozza, ezért 

elvégeztük a mutáns receptor funkcionális vizsgálatát. A V2R Gs-kapcsolt receptor, 

ezért egy citoplazmatikus cAMP koncentráció monitorozására alkalmas BRET 

technikát alkalmaztunk. Az Epac-BRET szenzorral élő sejtekben lehetséges a cAMP 

koncentráció változásának mérése. A HEK-293 sejtekben az Epac-BRET és a VT-V2R 
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vagy N321K-V2R konstrukciókat tranziensen fejeztük ki, a méréseket 24 órával később 

végeztük. Az Epac-BRET próba konformációs változáson megy keresztül az Epac 

domén cAMP kötésekor. Ezen változás eltávolítja egymástól a konstrukció 

energiadonor és -akceptor részeit, hasonlóan a szonda alapját képező fluoreszcens 

rezonancia energiatranszfer próbához (209). Méréseinkben így a cAMP szint 

emelkedése a BRET hányados csökkenését vonja maga után. A 10. ábra a cAMP 

koncentráció valós idejű változásait mutatja VT-V2R-t és N321K-V2R-t kifejező 

sejtekben. A sejteket a jelölt időpontban 10 nM AVP-vel (vad típusú receptor, 

négyzettel jelölve) vagy 1 μM AVP-vel (mutáns receptor, háromszöggel jelölve) 

stimuláltuk.  
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10. ábra 

AVP stimulus hatásának mérése Epac-BRET bioszenzorral V2R-t kifejező setjekben.  A HEK-

293 sejteket tranziensen transzfektáltuk a vad típusú vagy N321K mutáns V2R-ral és Epac-

BRET szenzorral. 24 órával később végeztük a BRET mérést. A nyíllal jelölt időpontban a vad 

típusú receptort kifejező sejteket (négyzet, folyamatos vonal) 10 nM, az N321K-V2R esetében 1 

µM AVP-vel stimuláltuk. A BRET hányados csökkenése a cAMP koncentráció emelkedésére 

utal. Három független kísérlet átlag ± SEM értékeit ábrázoltuk. 

 

DOI:10.14753/SE.2016.1884



67 

 

Kiemelendő, hogy a bazális (tehát stimulus előtti) BRET hányados magasabb az 

N321K-V2R-t kifejező sejtekben, mint a vad típusút kifejezőkben, tehát a mutáns 

receptor esetén alacsonyabb a mérés kezdetén a cAMP koncentráció. Ezek alapján a vad 

típusú receptor rendelkezik bazális aktivitással HEK-293 sejtekben, azonban az N321K 

mutáns receptor nem rendelkezik ilyen mértékű aktivitással az expressziós rendszerben. 

Bár az AVP stimulusra bekövetkező cAMP szint emelkedésének amplitúdója a két 

receptor esetében hasonló, az aktivációs kinetika jelentősen különbözik. A vad típusú 

receptorokat kifejező sejtekben a cAMP termelés fenntartott volt, azonban a mutáns 

receptor tranziens jellegű emelkedést hozott létre 

 

 A következőkben meghatároztuk az AVP hatás dózis-hatás görbéjét vad típusú 

és N321K mutáns receptoron (11. ábra, A panel). A hormon hatását az egyes 

receptorokat kifejező HEK-293 sejtekben a vehikulum és ligand kezelt sejtek BRET 

hányadosának különbségéből számítottuk, a stimulus első három időpontjának átlagát 

felhasználva. A maximális BRET változás hasonló volt a két receptor esetében, azonban 

az AVP hatáserőssége jelentősen csökkent volt az N321K mutáns receptoron a vad 

típushoz képest. Az AVP pEC50 értéke a vad típusnál -10,46 ± 0,04 M volt, a mutáns 

esetében -6,49 ± 0,07 M-nak adódott.  
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11. ábra 

AVP (A panel) és dDAVP (B panel) cAMP jel dózis-hatás görbéi V2R-okat kifejező sejtekben. 

A HEK-293 sejteket tranziensen transzfektáltuk a vad típusú vagy N321K mutáns V2R-ral és 

Epac-BRET szenzorral. 24 órával később végeztük a BRET mérést. Az agonisták hatását a vad 

típusú receptort (négyzet, folyamatos vonal) és az N321K-V2R-t (háromszög, szaggatott vonal) 

kifejező sejtekben az agonistával (stim) és vehikulummal stimulált (nstim) sejtek kezelést 

követő első időpontban mért BRET hányados különbségeként ábrázoltuk. A görbéket nem-

lináris regressziót követően, GraphPad szoftver segítségével ábrázoltuk. AVP esetében a 

mutáció a dózis-hatás görbét jelentősen jobbra tolja. A dDAVP nem hozott létre cAMP 

emelkedést a mutáns receptort kifejező sejtekben. Mindkét panelen három független kísérlet 

átlag ± SEM értékeit ábrázoltuk. 

 

 Az AVP analóg dDAVP hatásának vizsgálata mind a diabétesz inszipidusz 

diagnózisának felállításában, mind a terápia meghatározásában esszenciális. Emiatt a 

dDAVP cAMP termelésre kifejtett hatását vizsgáltuk VT-V2R és N321K-V2R 

konstrukciókat kifejező HEK-293 sejtekben (11. ábra, B panel). A hatás mérésekor a 

ligand és vehikulum kezelt, Epac-BRET szondát kifejező sejtek BRET hányadosának 

különbségét vizsgáltuk. A dDAVP pEC50 értéke a vad típusú receptoron -9,23 ± 0,07 M 

volt. Dezmopresszin stimulust követően nem volt mérhető cAMP termelődés a mutáns 

receptort kifejező sejtekben. Ez az eredmény konzisztens a beteg korábban leírt klinikai 

képével.  
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5.1.3.2. Az N321K-V2R internalizációs tulajdonságai 

 

A V2R mutációk esetén fontos kérdés, hogy a mutáció befolyásolja-e a receptor 

internalizációs tulajdonságait. Első lépésben a receptorok β-arresztin 2 kötését 

vizsgáltuk élő sejtekben BRET technikát alkalmazva. A vad típusú receptor β-arresztin 

2-vel történő interakcióját AVP stimulus hatására az mVenus jelölt receptor és β-

arresztin2-Rluc interakciójakor létrejövő BRET hányados emelkedése jelzi (12. ábra).  
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12. ábra 

A vad típusú V2R β-arresztin2 kötésének vizsgálata BRET módszerrel. A HEK-293 sejteket 

VT-V2R-mVenus és β-arresztin2-Rluc konstrukciókkal tranziensen transzfektáltuk a BRET 

mérés előtt 24 órával. A sejteket 1 µM AVP-vel (négyzet, folyamatos vonal) vagy 

vehikulummal (szaggatott vonal) kezeltük a harmadik mérési pont után. Ábrázoláskor a kontroll 

sejtekre normalizáltuk az eredményeket. AVP hatására fokozódik V2R β-arresztin kötése. 

Három független kísérlet átlag ± SEM értékeit ábrázoltuk. 

 

 A 13. ábra a receptorok β-arresztin 2 kötésének dózis-hatás görbéjét mutatja 380 

másodperrcel az AVP stimulálást követően. Az ábrán jelölt BRET változás a ligand és a 

vehikulum kezelt sejtek BRET hányadosának különbsége. A β-arresztin2 kötés pEC50 

értéke a vad típusú receptorok vizsgálatakor -8,03 ± 0,005 M volt. Igen magas, 
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szuprafiziológiás AVP koncentrációk esetében sem tudtunk β-arresztin 2 kötést mérni 

az N321K-V2R-mVenus konstrukciót kifejező sejtekben.  
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13. ábra 

A vad típusú és mutáns V2R-ok β-arresztin2 kötésének dózis-hatás görbéje AVP kezelésre. 

HEK-293 sejteket VT-V2R-mVenus (négyzet, folyamatos vonal) vagy N321K-mVenus 

(háromszög, szaggatott vonal) és β-arresztin2-Rluc konstrukciókkal tranziensen transzfektáltunk 

a BRET mérés előtt 24 órával. A sejteket AVP-vel (stim) vagy vehikulummal (nstim) kezeltük, 

a jelölt hatás a stimulált és nem-stimulált sejtek BRET hánydosának különbsége (stim-nstim). A 

görbéket nem-lináris regressziót követően, GraphPad szoftver segítségével ábrázoltuk. Az 

N321K-V2R mutáns receptor esetében nem tudtunk β-arresztin kötést detektálni. Három 

független kísérlet átlag ± SEM értékeit ábrázoltuk. 

 

Következő lépésben a receptorok internalizációs kinetikáját vizsgáltuk BRET 

technikával. Ebben a kísérleti felállásban a receptorokat a módosított biolumineszcens 

donor Renilla luciferáz enzimmel jelöltük (V2R-Sluc). Az energia akceptor szerepét 

betöltő sárga fluoreszcens fehérjét (YFP) egy olyan konszenzus szekvencenciához 

kapcsoltuk, amely mirisztoilálódást és palmitoilálódást követően a plazmamembránhoz 

rögzül (MP-YFP) (212,217). A BRET hányados ebben az esetben a nem-specifikus 

rezonancia energiatranszfert mérte, amely az energia donor és akceptor, tehát a receptor 
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és a plazmamembrán távolságától függ (14. ábra). A BRET mérés során az Sluc 

intenzitása (485 nm-en mérve) a sejtpermeábilis szubsztrát cölenterazin jelenlétében az 

Sluc enzim kifejeződésétől függ. Így az Sluc intenzitások összehasonlítása az enzimmel 

jelölt receptorok mennyiségéről ad információt. A mérésekben nem volt különbség a 

vad típusú és mutáns receptorok kifejeződése között (az adatokat nem mutatjuk). A vad 

típusú V2R-t kifejező sejtek 1 μM AVP-vel történő stimulációja a BRET hányados 

csökkenést okozott az energia donor és akceptor megváltozott lokalizációja miatt. Ez a 

sejtfelszíni receptorok internalizációját és endoszómális kompartmentekbe helyeződését 

jelzi. Az N321K-V2R-Sluc és az MP-YFP közötti BRET hányados csökkenés 

jelentősen kisebb mértékű volt, mint a vad típus esetében mért. Ezen adat arra utal, hogy 

a mutáns receptor internalizációja csökkent mértékű. 
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14. ábra  

A vad típusú és mutáns V2R-ok internalizációs kinetikájának vizsgálata. A HEK-293 sejteket 

tranziensen transzfektáltuk VT-V2R-Sluc (folyamatos vonal) vagy N321K-V2R-Sluc 

(szaggatott vonal) konstrukciókkal, valamint a plazmamembránt jelölő MP-YFP plazmidjával. 

A BRET mérést 24 órával később végeztük. A jelölt időpontban a sejteket 1 µM AVP-vel (stim) 

vagy vehikulummal (nstim) kezeltük. A BRET hányados változását a stimulált és nem-stimulált 

sejtek különbségéből számoltuk (stim-nstim). A jelcsökkenés a receptorok plazmamembrántól 

történő eltávolodását és internalizációját jelzi. Az N321K mutáns receptor csökkent 

internalizációs kinetikát mutat. Három független kísérlet átlag ± SEM értékeit ábrázoltuk. 
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5.1.3.3. Az N321K-V2R agonista érzékenységének vizsgálata 

 

Elméletileg a mutáns receptor funkcionális elégtelensége megmenthető egy olyan 

agonista segítségével, amely képes aktiválni az N321K-V2R-t és megfelelő 

hatáserősséggel rendelkezik a cAMP termelésre. Néhány kereskedelmi forgalomban 

hozzáférhető, ismert V2R ligand peptidet vizsgáltunk kísérleteinkben. Célunk volt egy 

olyan vegyületet találni, amely képest aktiválni a mutáns receptor függő cAMP 

termelést, de emellett nagy a V2R szelektivitása, hogy minimalizálhatóak legyenek az 

V1R-függő mellékhatások in vivo rendszerekben. A kísérletekben a Val
4
-

dezmopresszint (dVDAVP) (149); a V2R agonista, de V1R antagonista deamino-

Pen
1
,Val

4
-dezmopresszint (PVDAVP) (218); Lys

8
-vazopresszint (LVP); valamint 

Asu
1,6

-arginin-vazopresszint (AsuAVP)  (219) teszteltünk. A dózis-hatás görbéket a 

receptorokat (vad típus vagy N321K) és a cAMP mérésére alkalmas Epac-BRET próbát 

tranziensen kifejező HEK-293 sejtekben vettük fel (15. ábra). A 2. táblázat mutatja a 

peptidek pEC50 értékeit az egyes receptorokon. A VT-V2R-t kifejező sejtekben a 

dVDAVP, LVP és AsuAVP vegyületek hatékonysága az AVP-hez hasonló volt (15. 

ábra A, C, D, négyzetekkel jelölve). Az N321K-V2R konstrukciókkal transzfektált 

sejtekben ezen peptidek hatáserőssége azonban jelentősen csökkentnek bizonyult (15. 

ábra A, C, D, háromszöggel jelölve). A PVDAVP hatáserőssége elmaradt a dVDAVP, 

LVP és AsuAVP peptidekétől VT-V2R-t kifejező sejtekben (15. ábra B, négyzettel 

jelölve). A PVDAVP nem volt képes mérhető cAMP koncentráció emelkedést 

létrehozni a mutáns receptoron keresztül (15. ábra B, háromszöggel jelölve). A vizsgált 

peptidek közül a dVDAVP hatáserőssége (pEC50 = -6,3 ± 0,07 M) volt a legnagyobb a 

mutáns receptoron a cAMP jel létrehozásában. Ez a hatáserősség hasonló nagyságrendű, 

mint az AVP hatáserőssége az N321K receptoron (pEC50 = -6,49 ± 0,07 M).  

 

DOI:10.14753/SE.2016.1884



73 

 

A B

C D

-15 -14 -13 -12 -11 -10 -9 -8 -7 -6 -5

VT

N321K

0

0,1

0,2

log (dVDAVP) (M)

- 
B

R
E

T
 (

s
ti

m
-n

s
ti

m
)

-15 -14 -13 -12 -11 -10 -9 -8 -7 -6 -5
0.0

VT

N321K

0,1

0,2

log (PVDAVP) (M)

- 
B

R
E

T
 (

s
ti

m
-n

s
ti

m
)

-15 -14 -13 -12 -11 -10 -9 -8 -7 -6 -5
0.0

VT

N321K

0,1

0,2

log (LVP) (M)

- 
B

R
E

T
 (

s
ti

m
-n

s
ti

m
)

-15 -14 -13 -12 -11 -10 -9 -8 -7 -6 -5
0.0

VT

N321K

0,1

0,2

log (AsuAVP) (M)

- 
B

R
E

T
 (

s
ti

m
-n

s
ti

m
)

15. ábra 

Peptid agonisták cAMP jel dózis-hatás görbéi V2R-okat kifejező sejtekben. A HEK-293 

sejteket tranziensen transzfektáltuk a vad típusú vagy N321K mutáns V2R-ral és Epac-BRET 

szenzorral. 24 órával később végeztük a BRET mérést. Az agonisták hatását a vad típusú 

receptort (négyzet, folyamatos vonal) és az N321K-V2R-t (háromszög, szaggatott vonal) 

kifejező sejtekben az agonistával (stim) és vehikulummal stimulált (nstim) sejtek kezelést 

követő első időpontban mért BRET hányados különbségeként ábrázoltuk (stim-nstim). A 

görbéket nem-lináris regressziót követően, GraphPad szoftver segítségével ábrázoltuk. Az 

agonisták különböző mértékben jobbra tolódott dózis-hatásgörbével rendelkeznek az N321K-

V2R-on. PVDAVP adásakor nem detektáltunk BRET hányados csökkenést az N321K mutánst 

kifejező sejtekben. Minden panelen három független kísérlet átlag ± SEM értékeit ábrázoltuk. 
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pEC50 (M) VT N321K 

AVP -10,46 ± 0,04 -6,492 ± 0,07 

dDAVP -9,229 ± 0,07  

dVDAVP -10,02 ± 0,11 -6,30 ± 0,05 

AsuAVP -10,56 ± 0,04 -5,94 ± 0,02 

LVP -10,08 ± 0,02 -5,52 ± 0,13 

PVDAVP -8,75 ± 0,01  

 

2. táblázat 

Az egyes agonista peptidek pEC50 értékei a vad típusú (VT) és mutáns (N321K) V2R-on a 15. 

ábra méréseiből számolva. Két vegyület (dDAVP és PVDAVP) alkalmazásakor nem mértünk 

hatása N321K-V2R-t kifejező sejtekben. Az AVP analóg peptidek közül a dVDAVP esetében 

mértük a legkisebb különbséget a vad típusú és a mutáns receptor pEC50 értéke között.  

 

 Ezen eredmények alapján felmerült a lehetőség, hogy a dVDAVP képes lehet az 

N321K-V2R funkciójának megmentésére. Minden NDI kezelésében használatos AVP 

analóg esetében fontos kérdés a vegyület érösszehúzó mellékhatása. Emiatt a dVDAVP 

V1R-függő vazokonstriktor hatását miográfiával vizsgáltuk izolált egér artériákon. Az 

16. ábrán látható, hogy az AVP koncentráció emelése a vaszkuláris simaizomsejteken 

keresztül növeli a konstrikciót. A vazokonstriktor választ az 1 μM fenilefrin okozta 

prekontrakció százalékos értékében adtuk meg. A dVDAVP azonban még 10
-5

 M 

koncentrációban sem hozta létre ezt a hatást.  
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16. ábra 

AVP és dVDAVP érösszehúzó hatásának vizsgálata egér artériákon miográffal. Az izolált egér 

artériák kontroll relaxációjának és kontrakciójának (acetil-kolin és magas [K
+
] használatával) 

ellenőrzése után az erek referencia összehúzódását 1µM fenilefrin hozzáadását követően 

mértük. Az erek növekvő koncentrációjú AVP (négyzet) vagy dVDAVP (háromszög) kezelést 

kaptak. A vazokonstriktor válasz a referencia fenilefrin összehúzodás százalákában került 

jelölésre. A dVDAVP nagy koncentrációban sem hozott létre vazokonstrikciót. Három 

független kísérlet átlag ± SEM értékeit ábrázoltuk. 
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5.2. Az I130N mutáció 

 

5.2.1. Az I130N mutáció azonosítása 

 

A betegség felismerése és a mutáció azonosítása (mind a beteg, mind a család genetikai 

analízise) német szerzőtársaink munkája volt. A receptor mutáció sejtélettani hatásainak 

megismeréséhez, illetve a következtetések levonásához szükséges lehet azonban a 

klinikai kép és a mutáció azonosításának ismerete, ezért röviden bemutatjuk azokat.  

  

A vizsgált 34 éves férfi beteg krónikus hiponatrémiájára először egy rutin vizsgálat 

során derült fény 2008-ban. Korábbi érdemi gyermekkori betegsége nem volt, jelenkori 

panasza alkalmi palpitáció érzés. Fizikális eltérése a betegnek nem volt. Átlagos napi 

folyadékfogyasztása 2-3 literre becsülhető. A laboratóriumi eredményeket a 3. táblázat 

foglalja össze. Kiemelendő az euvolémiás állapotban mért alacsony szérum AVP 

koncentráció, valamint az emelkedett 24 órás nátrium kiválasztás és hiponatrémia. Ezek 

a változások megfelelnek a még mindig kidolgozás alatt álló NSIAD diagnózis 

kritériumainak (202). 
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 Beteg 

értéke 

Normál 

tartomány 

Életkor (év) 28 - 

Klinikai panasz palpitáció - 

Vérnyomás (Hgmm) 

szisztolés 

diasztolés 

 

120 

80 

 

< 140 

< 90 

Szérum és plazma vizsgálatok 

Nátrium (mmol/liter) 

 

121 

 

136-145 

Kálium (mmol/liter ) 4,4 3,5-4,8 

Kreatinin  (mg/dl) 0,7 0,7-1,2 

Glomeruláris filtrációs ráta  (ml / min) 136 60 - 160 

Urea nitrogén (mg/dl) 16,9 16,6 – 48,5 

ACTH (ng/l) 10,8 4,7-48,8 

Kortizol  (ng/ml) 59,5 23-194 

Aldoszteron (ng/l) 56 40 - 310 

Renin (ng/ml/h) 1,3 0,2 – 2,8 

AVP (ng /l) < 0,6 0 – 7,8 

Vizelet vizsgálatok 

Vizelet fajsúly (g/l) 

 

1020 

 

1000 - 1030 

Nátrium kiválasztás ( mmol/24 h) 300,6 40 - 220 

Vizelet ozmolalitás ( mOsm/kg) 652 50 - 1200 

 

 

 

3. táblázat 

A vizsgált beteg vizsgálati eredményei és azok referencia tartománya. Kiemelendő a beteg 

hiponatrémiája, alacsony szérum AVP koncetrációja, valamint emelkedett nátrium kiválasztása 

euvolémiás állapotban (renin koncentráció normális tartományban).  

 

 Az AVPR2 gén molekuláris analízise új, eddig nem ismert misszensz mutációt 

igazolt a betegnél. Az AVPR2 c.389T>A mutációja a V2R 130. pozíciójában izoleucin-

aszparagin cserét okoz (17. ábra A panel). A család genetikai analízise X-hez kötötten 

DOI:10.14753/SE.2016.1884



78 

 

öröklődő genetikai betegségre jellemző mintázatot mutatott (17. ábra B panel): míg a 

beteg apja vad típusú alléllal rendelkezett, addig nőnemű testvére, anyja és nagyanyja 

hordozóknak bizonyultak. A klinikai kép okaként feltételezett mutáció szerepét 

valószínűsítette, hogy a mutációk vizsgálatára alkalmas „Mutation Taster” szoftver 

0,999-es valószínűségi ponttal a mutációt „betegséget okozónak” jelezte 

(www.mutationtaster.org).  

 

 

17. ábra 

A vizsgált beteg (III.1) genetikai analízise (A panel) és családjának genetikai vizsgálata (B 

panel).  

(A). A beteg genomiális DNS-ének izolálását követően az AVPR2 gén PCR 

sokszorosítását végezték. A gén szekvenálása egy új, eddig nem ismert mutációt (c.389T>A) 

tárt fel, amely izoleucin – aszparagin cseréhez vezet a V2R 130. pozíciójában. 

 (B). A család genetikai vizsgálatának eredménye. A hemizigóta férfi beteget telt 

jelölésű négyzet mutatja. A férfiakat négyzet, a nőket kör jelöli. A heterozigóta nőket telített 

középpontú körök mutatják. A születés (sz.) és halálozás (h.) éve is jelölésre került. A római 

számok generációkat, az arab számok az adott generáción belüli egyént jelölik. A vizgált beteg 

testvére (III.2), anyja (II.2) és nagyanyja (I.2) is hordozónak bizonyult. 
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5.2.2. Az I130N-V2R sejten belüli elhelyezkedése 

 

Egy korábban ismeretlen, nem karakterizált mutáns receptor vizsgálatának alapvető 

feladata a receptor sejten belüli eloszlásának meghatározása. Konfokális mikroszkópia 

segítségével, két megközelítést alkalmazva vizsgáltuk az I130N-V2R-t (I130N mutációt 

tartalmazó V2 vazopresszin receptor). Ennek oka, hogy tapasztalataink szerint a fixálás 

rontja a minták minőségét, ezért az Anyagok és módszerek fejezetben leírt módon, 

fixálás nélkül végeztük az immunfestést a plazmembrán elhelyezkedés megítéléséhez. 

Így azonban nem lehetséges a sejtek permeabilizációja, ezért a sejten belüli 

elhelyzkedést fluoreszcensen jelölt fehérjék plazmidjainak transzfektálásával vizsgáltuk. 

HEK-293 sejtekben tranziensen fejeztük ki a következő konstrukciókat: mirisztoilálódó 

és palmitoilálódó, plazmamembránt jelölő konszenzus szekvenciát, amelyet Cerulean 

fluoreszcens fehérjével jelöltünk (MP-Cerulean); magba lokalizálódó szignált, amelyet 

mRFP-vel jelöltünk (nuclear localization signal, NLS-mRFP) és vagy a vad típusú (VT-

V2R-mVenus), vagy a mutáns receptort (I130N-V2R-mVenus), amelyeket mVenus 

fluoreszcens fehérjéhez kapcsoltunk. A konfokális mikroszkópos felvételen látható (18. 

ábra), hogy a mutáns receptort kifejező sejtek intracelluláris fluoreszcenciája a vad 

típust kifejező sejtekéhez hasonló. Azonban az I130N-V2R plazmamembrán 

elhelyezkedése kevésbé hangsúlyos a vad típushoz viszonyítva.  
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18. ábra 

Vad típusú és I130N mutáns receptorok sejten belüli elhelyezkedésének vizsgálata konfokális 

lézermikroszkóppal. A HEK-293 sejteket a vizsgálat előtt 24 órával a plazmembránt jelölő MP-

Cerulean, NLS-mRFP és mVenus-jelölt vad típusú, vagy I130N mutáns receptor plazmidjával 

tranziensen transzfektáltuk. Az egyes fluoreszcens jelölések külön csatornáiknak megfelelően és 

összesítve láthatók. A reprezentatív ábrák három független kísérletből származnak. Lépték: 5 

µm. 
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A plazmamembrán expresszió megerősítésére immunfestést alkalmaztunk. A HEK-293 

sejtekben HA-jelölt vad típusú vagy I130N mutáns receptorokat alkalmaztunk, illetve 

minden esetben NLS-mRFP-t fejeztünk ki a sejtekben. A festés során 4
o
C-os 

környezetben, fixálás nélkül kezeltük a sejteket anti-HA-Alexa488 antitesttel. A 

konfokális mikroszkópia az Anyagok és módszerek fejezetben leírtak szerint szintén 

hűtött környezetben történt. A nem-permeabilizált, HA-I130N-V2R-t kifejező sejtek 

egyértelmű plazmamembrán festődést mutattak, jelezve, hogy a mutáns receptor kijut a 

sejtfelszínre (19. ábra). Kontrollként csak NLS-mRFP-t kifejező sejteket használtunk, 

amelyeket az antitest nem festett meg.  
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19. ábra 

Az I130N-V2R plazmamembrán megjelenésének vizsgálata konfokális lézer mikroszkóppal. A 

HEK-293 sejtek tranziens transzfekciója során a sejtekbe NLS-mRFP-t valamint a következő 

konstrukciók egyikét jutattuk: HA-V2R, HA-I130N-V2R vagy üres pcDNA3.1 vektor. 24 

órával később az élő sejteket fixálás nélkül, hűtött (4
o
C) körülmények között monoklonális anti-

HA-Alexa488 antitesttel festettük, majd konfokális lézer mikroszkóppal vizsgáltuk. Az I130N 

mutáns V2R megjelent a sejtek plazmamembránján a vad típusú receptorhoz hasonlóan. 

Kontroll körülmények között (pcDNA3.1) nem volt plazmamembrán festődés. A reprezentatív 

ábrák három független kísérletből származnak. Lépték: 5 µm. 
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5.2.3. Az I130N-V2R funkcionális vizsgálata 

 

5.2.3.1. Az I130N-V2R hatása a cAMP szintézisre 

 

A funkcionális vizsgálatok során arra kerestük a választ, hogy az I130N mutáns receptor 

milyen sejtélettani hatásokon keresztül hozza létre a betegnél tapasztalt fenotípust. Ezen 

vizsgálatok alapja az előzőekben ismertetett BRET alapú cAMP koncentráció mérésre 

alkalmas technika volt. A HEK293 sejtekben tranziensen kifejeződő Epac-BRET 

szondát a cAMP koncentráció valós idejű követésére alkalmaztuk. A próba plazmidja 

mellett a sejtekbe a következő V2R variánsok egyikét juttatuk be: vad típusú receptor 

(négyzet), N321K-V2R (háromszög) és I130N-V2R (kör). A sejteket a jelölt 

időpontokban először 100 nM tolvaptannal, majd 1 μM AVP-vel kezeltük (teli 

jelölések). Kontrollként a vehikulum-kezelt sejteket használtuk (üres jelölések). A 

bazális (kezelés előtti) BRET hányadosok különbözőek voltak az egyes receptorokat 

kifejező sejtekben, amely az eltérő bazális cAMP koncentrációt tükrözi (20. ábra A és B 

panelje).  
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20. ábra 

BRET alapú cAMP monitorozás V2R-okat kifejező sejtekben tolvaptan és AVP kezelést 

követően. (A) A HEK-293 sejteket tranziensen transzfektáltuk a vad típusú (négyzet), I130N 

(kör) vagy N321K mutáns V2R-ral (háromszög) és minden esetben Epac-BRET szenzorral. 24 

órával később végeztük a BRET mérést. A nyíllal jelölt időpontokban 100 nM tolvaptan, illetve 

1 µM AVP kezelést alkalmaztunk (teli jelölések). A kontroll sejtekhez vehikulumot adtunk 

(üres jelölések). A BRET hányados különbözősége a kezelelések előtt az egyes receptorok 

eltérő bazális aktivitására utal. Tolvaptan kezelés hatására létrejövő BRET jel növekedés cAMP 

szint csökkenést jelöl. Három független kísérlet átlag ± SD értékeit ábrázoltuk. (B) A jelölt 

BRET hányadosok a 20. ábra A paneljének méréseinek következő kezelés előtti utolsó ponjait 

mutatják. Kétutas variancianalízis, Bonferroni post hoc teszt eredménye *p<0,05, ***p<0,001 
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Ebben a rendszerben a vad típus a korábban leírt (lásd 10. ábra) bazális aktivitást 

mutatta, valamint a kísérletekben negatív kontrollként szereplő N231K-V2R nem 

rendelkezett alap aktivitással. Az I130N-V2R jelentősen csökkent kezdeti BRET 

hányadosa a mutáns konstitutív aktivitására utal. Az inverz agonista tolvaptan 

hozzáadása mind a vad típus, mind az I130N mutáns esetében csökkentette a cAMP 

koncentrációt. Ugyanezen receptorok az AVP stimulációra nagymértékű cAMP szint 

emelkedéssel válaszolnak, amelynek mértéke a forskolin (FK, adenilát-cikláz aktivátor) 

kezeléshez hasonló (21. ábra). Az emelkedés kinetikája a mutáns és a vad típus esetén 

hasonló volt.  
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21. ábra 

AVP stimulus hatásának mérése Epac-BRET bioszenzorral vad típusú V2R-t kifejező setjekben.  

A HEK-293 sejteket tranziensen transzfektáltuk a vad típusú V2R-ral és Epac-BRET szenzorral. 

24 órával később végeztük a BRET mérést. A nyíllal jelölt időpontokban 1 µM AVP-vel, majd 

10 µM forskolinnal (FK) stimuláltunk (teli jelölések). A kontroll sejtek vehikulum kezelést 

(üres jelölések) kaptak. A BRET hányados csökkenése a cAMP koncentráció emelkedésére utal, 

az AVP a forskolinhoz hasonló mértékben hozott létre cAMP emelkedést. Három független 

kísérlet átlag ± SEM értékeit ábrázoltuk. 
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Ezt követően meghatároztuk a tolvaptan dózis-hatás görbéjét. A kísérletek során a 

vegyülettel és a vehikulummal kezelt sejtek BRET hányadosának különbségéből került 

a hatás kiszámításra. Az inverz agonista tolvaptán az I130N-V2R mutáns receptoron 

nagyobb hatáserősséggel rendelkezett, mint a vad típusú receptoron (22. ábra). A 

vegyület hatáserőssége is meghatározásra került a receptorokon. Az I130N-V2R pEC50 

értéke -7,94 ± 0,07 M, az VT-V2R esetén ez az érték -8,15 ± 0,03 M volt.  
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22. ábra 

Tolvaptan V2R-ok bazális aktivitására kifejtett hatásának dózis-hatás görbéi cAMP mérés 

esetén. A HEK-293 sejteket tranziensen transzfektáltuk a vad típusú vagy I130N mutáns V2R-

ral és Epac-BRET szenzorral. 24 órával később végeztük a BRET mérést. Az inverz agonista 

hatását a vad típusú receptort (négyzet, folyamatos vonal) és az I130N-V2R-t (kör, szaggatott 

vonal) kifejező sejtekben a tolvaptannal (stim) és vehikulummal kezelt (nstim) sejtek 

hozzáadást követő első időpontban mért BRET hányados különbségeként ábrázoltuk. A 

görbéket nem-lináris regressziót követően, GraphPad szoftver segítségével ábrázoltuk. A 

vegyület hatáserőssége nagyobb volt a mutáns, mint a vad típusú receptorokon. Három 

független kísérlet átlag ± SEM értékeit ábrázoltuk. 
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5.2.3.2. Az I130N-V2R plazmamembrán elhelyezkedésének vizsgálata 

 

Az I130N mutáns receptor konstitutív aktivitása befolyásolhatja a receptor 

plazmamembrán jelenlétét az aktiváció-függő internalizációs folyamatok miatt. A 

plazmamembrán jelenlét kvantitatív méréséhez áramlási citometriás méréseket 

végeztünk. A HEK-293 sejtekben kifejezett HA-jelölt receptorokat (vad típus vagy 

I130N-V2R) anti-HA-Alexa488 antitestekkel festettük (23. ábra). A mérés során az 

I130N-V2R relatív fluoreszcens intenzitása (RFI) szignifikánsabban kisebb volt (RFI: 

0,59 ± 0,1), mint a vad típusé (RFI: 1,0). Ez az eredmény a mutáns receptorok csökkent 

plazmamembrán jelenlétére utal.  
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23. ábra 

A sejtfelszíni receptorszám meghatározása áramlási citometriával. A HA-jelölt vad típusú (VT 

oszlop) vagy I130N mutáns V2R-t (I130N oszlop) tranziensen kifejező, illetve üres pcDNA3.1 

vektorral transzfektált sejteket anti-HA-Alexa488 monoklonális antitesttel festettük. Az 

áramlási citometriás mérések kiértékelésekor a mért fluoreszcens intenzitások geometriai 

átlagából kivontuk a hátteret (pcDNA3.1), majd a vad típusra normalizáltunk (RFI). Az I130N-

V2R plazmamembrán kifejeződése szignifikánsan alacsonyabb, mint a vad típusú receptoré.  

Négy független kísérlet átlag ± SEM értékeit ábrázoltuk, *p<0,05.  
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A plazmamembrán jelenlét változásainak monitorizálához a BRET technikát 

alkalmaztuk. Az előzőekben leírt módon nem-specifikus rezonancia energiatranszfert 

mértünk a jelölt receptor (V2R-Sluc) és a plazmamembránba juttatott energiaakceptor 

között (MP-YFP), amely tehát távolságfüggő. A BRET hányados csökkenése stimulus 

hatására ebben az esetben tehát a receptor plazmamembrántól történő eltávolodását és 

internalizációját jelzi. Az áramlási citometriás adatoknak megfelelően a bazális BRET 

hányados alacsonyabb az I130N-V2R-Sluc konstrukciót kifejező sejtekben (24. ábra). 

100 nM tolvaptan hozzáadása szignifikánsan emeli a BRET hányadost ezekben a 

sejtekeben.   
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24. ábra 

V2R-ok plazmamembrán jelenlétének BRET vizsgálata. A HEK-293 sejteket tranziensen 

transzfektáltuk VT-V2R-Sluc (négyzet) vagy I130N-V2R-Sluc (kör) konstrukciókkal, valamint 

a plazmamembránt jelölő MP-YFP plazmidjával. A BRET mérést 24 órával később végeztük. A 

jelölt időpontban a sejteket 100 nM tolvaptannal (teli jelölés) vagy vehikulummal (üres jelölés) 

kezeltük. A látható BRET hányados eltérés a két receptor között eltérő plazmamembrán 

megjelenésre utal. Tolvaptan adását követően az I130N-V2R növekvő plazmamembrán 

megjelenést mutat. Három független kísérlet átlag ± SD értékeit ábrázoltuk, *p<0,05.  
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A kísérlethez szükség volt olyan kontrollra, amely kizárja, hogy a mutáns receptor 

plazmamembrán jelenlétének csökkent volta kifejeződési különbségből adódott. A 

BRET mérés során az Sluc intenzitása (485 nm-en mérve) a sejtpermeábilis szubsztrát 

cölenterazin jelenlétében az Sluc enzim kifejeződésétől függ. Így az Sluc intenzitások 

összehasonlítása az enzimmel jelölt receptorok mennyiségéről ad információt. A 

normalizált Sluc intenzitásokban (a 24. ábrán bemutatott kísérletek során vizsgálva) 

nem volt szignifikáns különbség a vad típusú és az I130N-V2R receptorok között, 

amely az összehasonlítható mértékű expressziót mutatja (25. ábra).  
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25. ábra 

24. ábrán bemutatott kísérletek során detektált relatív Sluc intenzitás értékek. A sejtpermeábilis 

cölenterazin hozzáadása után mért intenzitás (I485 nm) az energiadonor (és így az általa jelölt 

receptor) mennyiségétől függ. A 24. ábrán látható kísérletek során a kezelések előtti két mérési 

pont intenzitás értékének átlagát normalizáltuk az egyes független kísérletekben a vad típusú 

receptor értékére. Három független kísérlet átlag ± SEM értékeit ábrázoltuk. 

 

A funkciónyerő V2R mutációk vizsgálatakor érdekes kérdés, hogy a konstitutív 

aktivitással rendelkező receptor milyen internalizációs választ ad agonista stimulus 

hatására. Az előzőekben ismertetett kísérleti felállásban (a receptor és a 
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plazmamembrán közötti BRET mérés) 1 μM AVP stimulust követően a kezdeti 

alacsonyabb BRET hányados további csökkenését mértük az I130N-V2R-Sluc 

konstrukciót kifejező sejtekben (26. ábra). A látható BRET hányados eltérés a két 

receptor között eltérő plazmamembrán megjelenésre utal (lásd 24. ábra). AVP adását 

követően az I130N-V2R csökkenő plazmamembrán megjelenést mutat. 
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26. ábra 

V2R-ok internalizációs kinetikájának és plazmamembrán jelenlétének vizsgálata. A HEK-293 

sejteket tranziensen transzfektáltuk VT-V2R-Sluc (háromszög) vagy I130N-V2R-Sluc (kör) 

konstrukciókkal, valamint a plazmamembránt jelölő MP-YFP plazmidjával. A BRET mérést 24 

órával később végeztük. A jelölt időpontban a sejteket 1 µM AVP-vel (teli jelölés) vagy 

vehikulummal (üres jelölés) kezeltük. Három független kísérlet átlag ± SD értékeit ábrázoltuk, 

*p<0,05. 

 

5.2.3.3. Az I130N-V2R internalizációs tulajdonságai 

 

Az előzőekben bemutatott kísérletek alapján az I130N-V2R rendelkezik konstitutív 

internalizációval, amely internalizáció inverz agonistával gátolható, agonistával pedig 

tovább fokozható. A továbbiakban a mutáns receptor internalizációs tulajdonságait 
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karakterizáltuk. Az I130N-V2R bazális és agonista-indukált β-arresztin2 kötését BRET 

módszerrel vizsgáltuk. A receptor mVenus fluoreszcens fehérjéhez kapcsolt plazmidját 

és a β-arresztin2-Rluc konstrukciót fejeztük ki a HEK-293 sejtekben. A vad típusú és a 

mutáns receptort tartalmazó sejtek bazális BRET hányadosa között nem volt különbség, 

amely azt jelöli, hogy a mutáns receptor agonista hiányában nem köt β-arresztin2-t (27. 

ábra). AVP kezelés hatására megnövekedett a BRET hányados, amely β-arresztin2 

kötés azonban elmarad a vad típusétól. 
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27. ábra 

A V2R-ok β-arresztin2 kötésének vizsgálata BRET módszerrel. A HEK-293 sejteket VT-V2R-

mVenus (négyzet) vagy I130N-mVenus (kör) és β-arresztin2-Rluc konstrukciókkal tranziensen 

transzfektáltuk a BRET mérés előtt 24 órával. A sejteket 1 µM AVP-vel (teli jelölések) vagy 

vehikulummal (üres jelölések) kezeltük a jelölt időpontban. A bazális BRET hányados nem tér 

el a két receptor esetében. Az I130N-V2R agonista stimulust követően fokozódó β-arresztin2 

kötést mutat. Három független kísérlet átlag ± SD értékeit ábrázoltuk. 
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A sejtekben az internalizáció többféle útvonalon keresztül történhet, alábbi 

kísérleteinkben a dinamin fehérjék szerepét vizsgáltuk. Ehhez domináns negatív 

dynamin konstrukciót fejeztünk ki a sejtekben, együtt a vizsgált mutáns receptorral. 

Kontrollként vad típusú dynamint használtunk, amely az üres pcDNA3.1-hez hasonló 

BRET hányadost hozott létre V2R-Sluc és MP-YFP közötti energiatranszfert mérve (az 

adatot nem mutatjuk), ugyanakkor használata előnyösebb, mert a plazmidról történik 

fehérjeszintézis a transzfekciót követően. Azon sejtek, amelyek az I130N-V2R-Sluc és 

az MP-YFP mellett a domináns negatív dinamin 1 (DNdyn1) fehérjét is tartalmazták, 

magasabb bazális BRET hányadost mutattak, mint a vad típusú dinamint (dyn1) 

kifejezők (28. ábra). Ez az eredmény azt jelzi, hogy DNdyn1-et tartalmazó sejtekben 

alacsonyabb mértékű a konstitutív internalizáció. Tolvaptan kezelés hatására ezekben a 

sejtekben a receptor plazmamembrán jelenléte tovább fokozható volt, azonban ez 

elmarad a dyn1 konstrukciót kifejező sejtekben létrejövő hatástól.  
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28. ábra 

Domináns negatív dinamin hatása az I130N-V2R internalizációjára. A HEK-293 sejteket 

tranziensen transzfektáltuk I130N-V2R-Sluccal, a plazmamembránt jelölő MP-YFP 

plazmidjával és a domináns negatív dinamin1 (négyzet, DNdyn1) vagy vad típusú dinamin1 

(kör, dyn1) konstrukciókkal. A BRET mérést 24 órával később végeztük. A jelölt időpontban a 

sejteket 100 nM tolvaptannal (teli jelölés) vagy vehikulummal (üres jelölés) kezeltük. A látható 

bazális BRET hányados eltérés a domináns negatív dinamin konstitutív internalizációt gátló 

hatását mutatja. Tolvaptan adását követően az I130N-V2R növekvő plazmamembrán 
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megjelenést mutat, amely kevésbé jelenik meg a DNdyn1-et kifejező sejtekben. Három 

független kísérlet átlag ± SEM értékeit ábrázoltuk, *p<0,05. 

 

A domináns negatív dynamin mutáns receptorok bazális cAMP termelésére 

kifejtett hatását is vizsgáltuk. Az Epac-BRET, I130N-V2R és DNdyn1 konstrukciókat 

kifejező sejtekben alacsonyabb cAMP koncentráció volt mérhető, mint a kontroll 

sejtekben (Epac-BRET, VT-V2R és dyn1) (29. ábra). A sejteket egymást követően 100 

nM tolvaptannal, majd 1 μM AVP-vel kezelve azonban a dinamin konstrukciók nélküli 

sejtekben mért válaszhoz hasonló eredményeket kapunk (20. ábra).  
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29. ábra 

Domináns negatív dinamin hatása az I130N-V2R cAMP termelésére. A HEK-293 sejteket 

tranziensen transzfektáltuk a vad típusú dinaminnal (háromszög, dyn1) vagy domináns negatív 

dinaminnal (kör, DNdyn1) és Epac-BRET szenzorral valamint az I130N-V2R plazmidjával. 24 

órával később végeztük a BRET mérést. A nyíllal jelölt időpontokban 100 nM tolvaptan, illetve 

1 µM AVP kezelést alkalmaztunk (teli jelölések). A kontroll sejtekhez vehikulumot adtunk 

(üres jelölések). Domináns negatív dinamin jelenléte csökkenti az I130N-V2R függő cAMP 

produkciót. Három független kísérlet átlag ± SEM értékeit ábrázoltuk, *p<0,05. 
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6. Megbeszélés 

 

A dolgozat első részében a II. Belgyógyászati Klinika férfi betegében azonosított 

AVPR2 misszenz mutációt karakterizáltuk. Az N321K mutációt már azonosították, mint 

XNDI-hez vezető receptor mutációt, azonban ebben a publikációban nem vizsgálták a 

szerzők a mutáció sejtélettani következményeit (164). A beteg gyermekkorában 

elvégzett vízmegvonás teszt egyértelművé tette a DI diagnózis felállítását. A teszt során 

továbbá hatástalannak bizonyult a dDAVP, a vegyület beadását nem követte vizelet 

koncentráció emelkedés. Amellett, hogy teszt NDI-t valószínűsített, a családi anamnézis 

öröklődő betegség képét mutatta, hiszen a betegségre jellemző tünetek legalább 4 

generációra visszamenőleg feltárhatóak voltak, az öröklődésmintázat pedig XNDI-re 

jellemző volt. Az általunk végzett genetikai vizsgálat CG szubsztitúciót igazolt az 

AVPR2 génben, amely pontmutáció aszparagin-lizin cseréhez vezet a V2R 321. 

aminosav pozíciójában. Az érintett aszparagin a már korábban említett NPXXY 

motívum első tagja. Az NPXXY konzervált szekvenciája a GFKR-ok funkciójában igen 

fontos szerepet játszik. A β-adrenerg receptor ligand-kötésében, G-fehérjéhez 

kapcsolódásában és internalizációjában is szerepet játszhat (8). Az AT1R-ban az 

aszparagin elmutálása jelentősen csökkenti a receptor G-fehérje kötését és így a 

másodlagos hírvivők mennyisége is elmarad agonista stimulust követően, azonban nem 

érintette a receptor internalizációját (9). V2R esetében az eddig rendelkezésre álló 

adatok szerint a 322. pozícióban levő prolin mutációja a receptor Gs-kapcsolódását 

érintette hátrányosan (165). 

 A bemutatottak alapján tranziens kifejeződés esetén az N321K-V2R 

plazmamembrán expressziója a vad típuséhoz hasonlónak bizonyult (9. ábra). 

Eredményeink szerint tehát a mutáns receptor kijut a sejtek felszínére és bár 

elképzelhető bizonyos mértékű ER retenció, nem ez a mechanizmus felelős a kialakított 

fenotípusért. Az N321K-V2R fiziológiás hormonnal, AVP-vel történő stimulációja a 

vad típushoz képest jelentősen csökkent hatáserősséget, viszont változatlan 

hatékonyságot mutatott ki a receptor cAMP termelésében (11. ábra A panel). A 

kísérletek egyik érdekes eredménye a mutáns receptor bazális cAMP szintre gyakorolt 

hatása volt. Az N321K-V2R a vad típussal szemben csökkent konstitutív cAMP 

produkciót mutatott (10. ábra). Az I130N-V2R mutánssal együtt végzett kísérleteinkben 
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is látható (20. ábra), hogy a N321K-V2R bazális körülmények között mérhető BRET 

hányadosa (stimulus előtt) – amely a sejtek cAMP szintjét reflektálja - hasonló mértékű 

volt ahhoz a vad típusú receptor BRET hányadosához, amelyet nagy koncentrációjú 

antagonista hozzáadásával maximális gátlásnak vetettünk alá. Összefoglalva tehát, a 

mutáns N321K-V2R mind az agonista jelenlétében, mind annak hiányában csökkent 

másodlagos hírvivő koncentrációt hoz létre a sejtekben, amely jelenség a receptor 

károsodott G-fehérje kötésére utal (IIIa. osztályú mutáció). Fontos azonban 

megjegyezni, hogy mint azt korábban is írtuk, egy NDI-hez vezető mutáns receptor nem 

csak egy osztályba tartozhat a patomechanizmus szempontjából. Az R137H mutációt 

eredetileg, mint IV. osztályba tartozó mutációt írták le (169). Később mutatták ki, hogy 

ugyanezen mutáció a β-arresztin konstitutív kötése mellett, mind csökkent G-fehérje 

kötéssel, mind ER retencióval jellemezhető (74,220). Eredményeink alapján nem 

zárható ki, hogy a mutáns receptor csökkent ligand-affinitás tulajdonsággal is 

rendelkezik.  

 Egy szövet hormonérzékenysége alapvetően függ a receptorok deszenzitizációs 

és internalizációs folyamataitól, amelyek a sejtfelszíni receptorszámot befolyásolják. 

Kísérleteinkben az N321K-V2R internalizációs tulajdonságainak meghatározása többek 

között BRET technikával történő β-arresztin2 kötési vizsgálattal történt agonista 

stimulust követően és a vad típuséhoz hasonlítottuk az eredményeket. A vad típusú 

receptor β-arreszin2 kötésének dózis-hatás görbéje (13. ábra) a cAMP termelés dózis-

hatás görbéjéhez képest (11. A ábra) jobbra tolt AVP stimulust követően. Ez a jelenség 

a „tartalék” receptorok jelenségére és a másodlagos hírvivők termelésének erősítésére 

utal. Az elképzelés szerint egy receptor (pl. ebben az esetben a V2R) több G-fehérjét is 

képes aktiválni, valamit egy G-fehérje több adenilát-ciklázt aktivál, amely enzimek több 

másodlagos hírvivő létrehozásában játszanak szerepet inaktiválódásukig. Ilyen erősítés 

nincs jelen a receptor β-arresztin kötésekor (11,221).  

A vad típusú receptorral szemben, az N321K-V2R esetén nem volt mérhető β-

arresztin2 kötés (13. ábra). Elképzelhető, hogy a használt módszer és/vagy az AVP 

koncentrációk miatt nem detektáltunk β-arresztin2 kötést. A kísérletben használtnál 

nagyobb hormon koncentrációk még in vitro kísérletekben is extrém magasnak 

számítottak volna, így relevánsabb vizsgálatként az N321K-V2R internalizációs 

kinetikáját határoztuk meg (14. ábra). A BRET-alapú mérésben a plazmamembránra 
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irányított YFP szolgált a plazmamembrán indikátoraként és a luciferáz-jelölt receptorok 

internalizációját a jelölt sejtfelszíntől történő távolság változásként mértük stimulust 

követően (212). Bár a technika bizonyos körülmények között alkalmas a receptorok 

intramembrán elmozdulásának monitorizálására is, a vad típusú és az N321K-V2R 

kinetikájának összehasonlítása elsősorban az internalizációt tükrözi (217). Ebben a 

kísérleti felállásban, a mutáns receptorok vad típuséhoz képest jelentősen csökkent 

mértékű internalizációját regisztráltuk. Az N321K-V2R kismértékben megtartott BRET 

hányados csökkenése utalhat a kismértékű β-arresztin-függő és az attól független 

internalizációra is. A vizsgálatokból levonható következtetés, hogy szemben az AT1R-

ral, a V2R NPXXY motívumában bekövetkező mutáció érinti a receptor internalizációs 

folyamatokat (8). Fontos ugyanakkor megjegyezni, hogy a csökkent internalizáció nem 

jár feltétlenül a receptor folyamatos szignalizációs tevékenységével a 

plazmamembránban. Látható, hogy szemben a vad típuséval, az N321K-V2R cAMP 

jele tranziens jellegű (10. ábra). A jelenségre magyarázat lehet, hogy a mutáció nem 

befolyásolja jelentősen a receptor deszenzitizációját (10. ábra). A korábbiakban írtak 

szerint, a receptor β-arresztin-függő szétkapcsolása a G-fehérjétől nem az egyetlen 

lehetséges deszenzitizációs mechanizmus. Másodlagos hírvivők által aktivált kinázok 

receptorfoszforilációja az aktiváció termináláshoz vezethet (25).  

 A DI-os betegek diagnosztikájában és terápiájában is kiemelt szerepe van az 

AVP analóg dDAVP-nek. Kísérleteinkben ezért vizsgáltuk a dDAVP hatását az N321K-

V2R-ra. A kísérletben nem detektáltunk cAMP koncentráció emelkedést a mutáns 

receptort kifejező sejtekben (11. ábra B panel). Ez az eredmény konzisztens a beteg 

klinikai vizsgálati eredményeivel, a gyermekkori dDAVP próba nem volt hatással a 

teszt során vizsgált paraméterekre. Dózis-hatás vizsgálatainkban a dDAVP AVP-hez 

képest csökkent hatáserősségét regisztráltuk a vad típusú receptorokat kifejező 

sejtekben cAMP szint mérésekor. A jelenség ismert az irodalomban: bár a dDAVP 

specifikus V2R agonista, affinitása a receptorhoz elmarad a fiziológiás hormonétól 

(150). Összegezve a kapott eredményeket elmondhatjuk, hogy az N321K mutáció a 

V2R olyan konformációt alakít ki, amely csökkent ligand affinitáshoz és/vagy G-fehérje 

kötéshez vezet. Ilyen körülmények között a dDAVP hatástalan a mutáns receptor cAMP 

termelésére azokban az ésszerű koncentrációkban, amiket a kísérletek során 

használtunk.  
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A munkahipotézisünk szerint, egy receptor megváltozott konformációja csökkentheti 

egy adott agonista hatáserősségét a receptoron, de a jelenség eltérően érintheti a 

receptor más agonistáit. Egy olyan agonista azonosítása, amely a konformáció változás 

ellenére képes aktiválni a receptorokat, az N321K-hoz hasonló mutációk esetén a 

terápiás stratégia alapját képezheti. Fontos ugyanakkor megjegyezni, hogy az eltérő 

konformációk esetében más és más agonisták bizonyulhatnak a legoptimálisabbnak. A 

munkahipotézis bizonyításához és a megfelelő agonista azonosításához néhány 

kereskedelmi forgalomban kapható AVP analóg agonistát teszteltünk, közös 

tulajdonságuk a magas V2R affinitásuk volt (15. ábra és 2. táblázat). Az LVP, 

dVDAVP és az AsuAVP vegyületek hasonló hatáserősséggel bírtak a vad típusú 

receptoron. Ezektől elmaradt a PVDAVP hatáserőssége, valamint ezzel a vegyülettel 

stimulálva az N321K-V2R-t kifejező sejtekben nem mértünk cAMP koncentráció 

emelkedést. A vegyület speciális tulajdonságát, miszerint bár V2R-on agonista, V1aR-

on antagonista, a jó mellékhatásprofil miatt szerettük volna kihasználni (218). A 

legnagyobb hatáserősségel a mutáns receptoron a dVDAVP rendelkezett. A 

munkahipotézisünket igazolták az eredmények, amelyek arra utalnak, hogy az N321K 

mutáció csökkent hatással volt az agonistára. Az N321K-V2R-on és a vad típusú 

receptoron mért agonista hatáserősség különbsége a dVDAVP esetén egy 

nagyságrenddel kisebb, mint más vegyületeknél (a ΔpEC50 érték a dVDAVP-re 3,71 

M, az LVP és AsuAVP esetén 4,56 M és 4,62 M volt). Statisztikai analízissel a 

különbségek szigfnikánsnak bizonyultak. Az N321K mutáció tehát eltérő agonista 

érzékenységgel járó receptor konformációt okoz, amely sokkal előnyösebb a dVDAVP 

általi, mint egyéb vegyülettel történő aktivációra. Szerencsére a vizsgált vegyületek 

közül leghatásosabbnak bizonyuló dVDAVP V2R szelektív agonista (149). Egy nagy 

dózisú agonista kezelés NDI betegekben veszélyes lehet azok vaszkuláris V1aR 

keresztreakciója miatt (222). Fiziológiásan az AVP plazmakoncentrációja nem éri el a 

vazokonstrikcióhoz szükséges szintet, de a DI-ban alkalmazott magas agonista 

koncentráció elérheti ezt a szintet és vérnyomás emelkedéshez vezethet. Szeptikus sokk 

vizsgálatok szerint az agonista hatás a V1aR-on akár a szív, a vese és belek csökkent 

perfúziójához is vezethet (223). A várható mellékhatások miatt a dVDAVP N321K-

V2R-on hatásos, cAMP termelést fokozó koncentrációjának perifériás arteriolákra 

gyakorolt vazokonstriktor hatását vizsgáltuk (16. ábra). Mint látható, az igen magas 10 
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µM végső dVDAVP koncentráció esetén sem detektáltunk vazokonstrikciót az egér 

arteriolákon. Eredményeink szerint a megfelelő (meglehetősen magas) dózisú kezelés a 

vegyülettel jótékony hatással lehet a beteg poliuriájára és polidisziájára, veszélyes 

vazokonstrikció-függő mellékhatások nélkül.  

 Bár a dDAVP dominanciája egyértelmű DI-os betegek terápiájában, korai 

közlemények utalnak a dVDAVP klinikai használatára. Czakó és munkatársai klinikai 

vizsgálatban mutatták, hogy a dVDAVP nemcsak CDI-s beteg terápiájában bizonyult 

hatékonyabbnak a dDAVP-nél, de igen érdekes módon leírták a vegyület rövid 

hatástartamú, közepes mértékú antidiuretikus hatását „ADH-rezisztens” diabétesz 

inszipiduszos betegekben (224). Intravénás használat esetén a dVDAVP továbbá 

háromszor hosszabb hatással rendelkezett CDI-s betegekben, mint a dDAVP, valamint 

intranazálisan is adagolható volt.  

 

 A kísérletek másik részében egy a kollaborációs partner által azonosított 

funkciónyerő V2R-t vizsgáltunk. Az eddig nem ismert mutáció NSIAD betegséghez 

vezetett egy német betegben, amely betegség hiponatrémia és alacsony AVP 

plazmaszint miatt került felismerésre. Az AVPR2 gén szekvenálása igazolta a misszenz 

mutációt, amely izoleucin-aszparagin cseréhez vezet a receptor fehérje 130. 

pozíciójában. A receptor karakterizálása során derült fény az I130N-V2R-t kifejező 

sejtek magas bazális cAMP szintjére (20. ábra). A receptor konstitutív aktivitása 

tolvaptan inverz agonistával gátolható volt. Bár az irodalomban eléggé elterjedt a 

vegyület antagonista megnevezése is, a fenti kísérlet mutatja a tolvaptan inverz agonista 

tulajdonságát: képes a vad típusú receptor bazális aktivitását is csökkenteni. Az I130N-

V2R ezen tulajdonsága hasonló volt az F229V NSAID-ot okozó V2R mutációhoz és 

ellentétes a tolvaptan-rezisztens R137C/L mutációkkal (204,205). A kísérlet 

legfontosabb klinikai vonatkozása az lehet, hogy a tolvaptan azonnal csökkentette 

mutáns receptor cAMP termelését a sejtekben, így az I130N és ehhez hasonló 

mutációkat hordozó NSIAD-os betegek esetében a vegyület terápiás lehetőséggel 

kecsegtet. A 20. ábrán látható, hogy az I130N-V2R cAMP produkciója AVP hormon 

stimulációval tovább fokozható volt, szemben az R137C/L mutánsokkal (204).  

 Kísérleteinkkel azt is bizonyítottuk, hogy az I130N-V2R képes agonista-

indukált β-arresztin kötésre (27. ábra). Ugyanakkor az is látható, hogy a robusztus 
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cAMP termelés ellenére, a konstitutív aktív konformációjú receptor nem mutatott 

bazális β-arresztin kötést. Az eredményeket összefoglalva, az AVP hiányában létrejövő 

konstitutív aktív I130N-V2R konformációja különbözik az agonista kötésekor létrejövő 

aktív receptor konformációtól és egyértelműen különbözik az AVP által aktivált vad 

típusétól. Ilyen tekintetben az I130N-V2R hasonlít az irodalomban leírt F229V-V2R-ra, 

mivel mindkettő esetében hiányzik a bazális β-arresztin kötés, szemben a betegség 

felfedezésekor leírt R137C/L mutációkkal (204,205,220). Az eredmények arra utalnak 

továbbá, hogy az I130N misszenz mutáció jelátvitel szelektív mutáns V2R-nak 

tekinthető, hiszen a G-fehérje függő jelátviteli út szelektíven aktiválódik. A 

megállapítás jól illeszkedik abba a koncepcióba, hogy a GFKR-oknak többféle aktív 

konformációja létezhet, amelyek eltérő karakterisztikával bírnak (51).  

 Konfokális mikroszkópiával kimutattuk, hogy az I130N-V2R megjelenik a 

sejtek plazmamembránján, de a sejtek belsejében nem jelent meg intracelluláris 

vezikulákban (19. ábra). Ez a megfigyelés hasonló az F229V-V2R sejten belüli 

megoszlásához és megmagyarázható az I130N-V2R mutáns receptor hiányzó bazális β-

arresztin kötésével (205). A plazmamembrán mutáns receptor mennyiségét mérő 

áramlási citometriás vizsgálatok azonban a vad típushoz képest csökkent I130N-V2R 

sejtfelszíni kifejeződést mutattak (23. ábra).  

 A kérdés tisztázására megvizsgáltuk a mutáns receptor internalizációs 

tulajdonságait (24. és 26. ábra). Agonista stimulust követően igen gyors internalizációra 

utaló BRET hányados csökkenést mértünk az I130N-V2R-t kifejező sejtekben. A 

kísérleti eredmény azonban egyúttal az áramlási citometriás vizsgálatokkal konzisztens 

bazális BRET hányadost egyértelműen jelzi, amely a mutáns receptor vad típushoz 

képest csökkent plazmamembrán elhelyezkedését mutatja. Ez az alacsonyabb bazális 

plazmamembrán receptor mennyiség csökken tovább AVP stimulus hatására. Tolvaptan 

adását követően az I130N-V2R-Sluc és MP-YFP (plazmamembrán) közötti távolságot 

reflektáló BRET hányados lassú emelkedését tapasztaltuk, ez a jelenség azonban a vad 

típusú receptor esetében elmaradt. Az eredmények alapján megállapítható, hogy az 

I130N-V2R konstitutív aktivitása nemcsak a cAMP termelést érinti, de a receptor inverz 

agonista tolvaptannal gátolható internalizációjához is vezet. Az I130N-V2R szemben az 

R137C/L mutációkkal, agonista hiányában nem kötődik β-arresztinhez, ugyanakkor 

mégis tolvaptan szenzitív módon konstitutívan internalizálódik. Ez a megfigyelés 
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egyúttal felveti, hogy az I130N-V2R az F229V-V2R-tól eltérő konformációval 

rendelkezik. Carpentier és munkatársainak konlúziója szerint az F229V mutáció nem 

okoz konstitutív internalizációt (205). A közlemény hátránya ugyanakkor, hogy a 

kísérletekben csak receptor/β-arresztin és β-arresztin/AP2 (adapter protein) interakciót 

mértek domináns negatív dinamin és agonista jelenlétében. Nem vizsgálták azonban, 

hogy inverz agonisták milyen hatással lennének a mutáns receptor sejtfelszíni 

kifejeződésére. A kísérleteinkben látott eltérés az I130N-V2R konstitutív és agonista 

indukált internalizációjának mechanizmusa között nem egyedi a GFKR-ok között, 

korábban leírták a β-arresztin függő agonista indukált és a β-arresztin független 

konstitutív internalizáció lehetőségét (225-227). Azt is fontos kiemelni, hogy más 

GFKR-ok esetén sem következik a konstitutív aktivitásból a receptor bazális 

internalizációja (228). 

 A internalizációs mechanizmus pontos megértésének érdekében kísérleteinkben 

megvizsgáltuk a domináns negatív dinamin hatását is (28. ábra). A domináns negatív 

tulajdonsággal bíró fehérje kifejezése a sejtekben az I130N-V2R plazmamembrán 

megjelenését fokozta. A tolvaptan hozzáadása kevésbé kifejezett hatást hozott létre a 

vad típusú dinamint tartalmazó sejtekkel összehasonlítva. Az eredmények alapján tehát 

az I130N mutáció hatására a receptor bazális endocitózisa független β-arresztintől, de 

dinamin függő módon történik. Hasonló körülmények között végzett kísérletekben a 

domináns negatív dinamin az R137C/L mutánsok sejtfelszíni kifejeződését és β-

arresztin/AP2 interakcióját fokozta, amely a szerzők szerint arra utal, hogy az R137C/L 

receptorok csapdába estek a plazmamembránban és β-arresztin-AP2 komplexben 

felhalmozódtak (204). Az F229V-V2R azonban nem mutatott fokozódást a β-

arresztin/AP2 interakció mérésekor domináns negatív dinamin jelenlétében, amely 

eredmény konzisztens a mutáns bazális endocitózisának β-arresztin-független 

mechanizmusával. Ebben a munkában azonban nem vizsgálták a domináns negatív 

dinamin hatását az F229-V2R sejtfelszíni megjelenésére (205). Az I130N-V2R-nál 

feltárt endocitotikus pálya jól ismert a GFKR-ok esetében. Az irodalomban leírtak 

szerint az endocitotikus funkciók plasztikusak és a receptorok képesek β-arresztin-

független, de dinamin-függő módon a sejtek belsejébe jutni (43,229-231).  

 A domináns negatív dinamin jelenlétében végzett cAMP mérések az I130N-V2R 

egyik érdekes tulajdonságára hívták fel a figyelmünket, amely mérések alapján is ez a 
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mutáns a többi ismert NSIAD-ot okozó mutációtól igen eltérő tulajdonságokkal 

rendelkezik (29. ábra). Domináns negatív dinamin jelenlétében az I130N-V2R-t 

kifejező sejtek cAMP szintje meglepő módon elmaradt a kontroll sejtekétől és így 

ellentétes irányban változott az irodalomban leírt mutánsokhoz képest. A jelenség 

magyarázata a I130N mutációt hordozó receptor heterológ deszenzitizációja lehet. A 

V2R esetében a cAMP által aktivált PKA-függő foszforiláció szétkapcsolja a receptort a 

G-fehérjétől (24). Carpentier és munkatársai szerint az R137C/L mutáns receptorok 

„bezáródtak” aktív konformációjukba. ezek a receptorok érzéketlenek a deszenzitizációs 

mechanizmusokra.  

Az I130N misszenz mutáció miatt létrejövő változásokat a V2R funkciójában a 30. ábra 

foglalja össze. 

 

 

 

30. ábra 

Az I130N mutáció funkcionális következményei a receptor működésre. A nyilak vastagsága a 

cAMP jel, internalizáció és a β-arresztin kötés mértékét jelzi.   
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7. Következtetések 

 

Genetikai vizsgálattal a II. sz. Belgyógyászati Klinikán kezelt beteg esetében a V2R 

321. pozíciójában aszparigin-lizin aminosav cserét azonosítottunk. In vitro vizsgálataink 

alapján az N321K-V2R kifejeződik a sejtek plazmamembránján, a vad típusú 

receptorhoz hasonló mennyiségben megjelenik a sejtek felszínén. A mutáns V2R 

bazális cAMP termelése elmarad a vad típusú receptorétól, AVP stimulus esetén mért 

dózis-hatás görbéje pedig jelentősen csökkent hatáserősséget és változatlan 

hatékonyságot mutatott. Patomechanizmus alapján a receptor III. osztályba tartozó V2R 

mutáns, amely károsodott G-fehérje kötési képességgel bír. Az N321K-V2R 

internalizációs kinetikája a vad típusú receptorhoz képest csökkent mértékű. 

Kimutattuk, hogy a mutáció következményeként olyan receptor konformáció jön létre, 

amely eltérő agonista érzékenységhez vezet. Kísérleteink alapján a dVDAVP képes a 

mutáns receptort olyan koncentrációban aktiválni, amely nem hoz létre V1R mediált 

vazokonstrikciót. Mindezek alapján a terápiás stratégia alapja a kedvező mellékhatás 

profillal rendelkező dVDAVP adása lehet az N321K mutációt hordozó betegeknél.  

 

 Kísérleteink alapján az NSIAD betegség fenotípusát létrehozó I130N mutáció 

funkciónyerő GFKR mutáció. Az I130N-V2R kijut a sejtek felszínére, de a 

plazmamembránban kisebb mennyiségben helyezkedik el, mint a vad típusú receptor. 

Funkcionális vizsgálatokkal kimutattuk, hogy a mutáns receptor emelkedett bazális 

cAMP termeléshez vezet a sejtekben, amely tolvaptannal gátolható, AVP adásával 

fokozható volt. Az emelkedett bazális aktivitás az I130N-V2R konstitutív 

internalizációjával jár együtt, amely a csökkent plazmamembrán megjelenés hátterében 

áll. A mutáns receptor konstitutív internalizációja β-arresztin2-független, de dinamin-

függő mechanizmussal történik. Eredményeink alapján elfogult aktív receptor-

konformáció jön létre a mutáció miatt, amely szelektíven aktiválja a G-fehérje-függő 

jelátviteli utat. Az I130N-V2R agonista-indukált internalizációja β-arresztin2-függőnek 

bizonyult. Kísérleteink szerint az NSIAD komplikációjaként fellépő patológiás 

állapotok rendezésében tolvaptan adása lehet a terápia alapja.  
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8. Összefoglalás 

 

A GFKR-ok a fiziológiás folyamatok alapvető szabályozói, mutációik betegségeket 

okoznak. A V2R a vesében kifejeződve az arginin-vazopresszin hormon hatását 

közvetíti és a vízhomeosztázis centrális szabályozója. A V2R funkcióvesztő mutációja 

NDI betegséghez vezet. A betegségre jellemző poliuria, polidipszia és hiposztenuria 

folyamatos vízfelvétellel kompenzálható, de konvencionális terápiával nem 

gyógyítható. A funkcióvesztő mutációk több, egymástól eltérő mechanizmussal 

károsíthatják a V2R funkcióját a sejtekben. A V2R funkciónyerő mutációja NSIAD 

betegséghez vezet. A nemrégiben felfedezett betegség hiponatrémiát okoz, amely 

állapot felnőttekben tünetmentes lehet, azonban csecsemőkben és kisgyermekekben 

görcsállapotok kialakulásához vezethet.  

 Eredményeink szerint az általunk vizsgált NDI-os beteg N321K mutációt 

hordoz. Az N321K-V2R nem szenved ER retenciót, kijut a sejtek plazmamembránjára. 

Bár a receptor fiziológiás hormon stimulusra a vad típuséhoz hasonló hatékonyságot 

mutatott, jelentős hatáserősség csökkenés jellemző rá. Kimutattuk, hogy a mutáns 

receptor csökkent G-fehérje kötési képessége állhat a funkcióvesztés mögött. A 

károsodott internalizációs folyamatokért az I130N-V2R nem detektálható β-arresztin 

kötése lehet felelős. A mutáció által létrehozott konformáció agonista szelektivitásnak 

kedvez, nagyobb az érzékenysége a dVDAVP, mint más vizsgált peptidek iránt. A 

N321K-V2R funkciója megmenthető dVDAVP adásával, cAMP termelést aktiváló 

koncentrációban nem hozott létre vazokonstrikciót. Vizsgálatainkkal karakterizáltuk az 

N321K mutációt és eredményeink alapján a terápiás stratégia alapja dVDAVP adása 

lehet a mutációt hordozó betegeknél.  

 A NSIAD betegséghez okozó új, eddig nem ismert I130N mutációt 

karakterizáltunk. A mutáció elfogult receptor konformációhoz vezet. A receptor 

emelkedett bazális cAMP termelést okoz a sejtekben, de aktivitása nem jár konstitutív 

β-arresztin kötéssel. Az I130N-V2R azonban agonista hiányában is internalizálódik, 

dinamin-függő módon. A receptor aktivitása tolvaptannal gátolható, a vegyület a 

sejtfelszíni receptor mennyiséget is növeli. Eredményeink alapján a főleg 

gyermekkorban jelentkező NSIAD komplikációk esetén tolvaptan adása segíthet a 

mutációt hordozó betegeknek.  
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9.  Summary 

 

The G-protein coupled receptors (GPCR) are essential in the regulation of physiological 

processes. Mutations of GPCRs may lead to diseases. V2R expressed in the kidney 

mediates the water-conserving effect of the AVP hormone. Loss-of-function mutations 

of the V2R lead to NDI. The symptoms of NDI (polyuria, polydipsia, hyposthenuria) 

may be compensated with excessive water-uptake. Until today, there is no effective 

therapy for NDI. Various mechanisms may be responsible for the impaired receptor 

functions. Gain-of-function mutations of the V2R lead to NSIAD disease. This recently 

discovered syndrome may cause hyponatremia and especially in infants, convulsions.  

 We identified a not characterized mutation in our patient. We demonstrated that 

N321K mutation does not lead to ER retention, mutant receptors can reach the plasma 

membrane of the cells. The mutant receptor showed decreased potency and unchanged 

efficacy for AVP, most likely due to impaired G-protein coupling. The N321K-V2R 

showed impaired internalization and we could not detect β-arrestin binding. The mutant 

receptor had different sensitivity for agonists. Our results showed, that the receptor 

function may be rescued with the administration of dDAVP without detectible side 

effects on V1R. Based on our findings, a therapeutic strategy can be formed for patients 

carrying N321K mutation.  

 We characterized a newly identified gain-of-function mutation of the V2R.  The 

conformation of the I130N receptor leads to selective G-protein activation and cAMP 

production without β-arrestin binding. The biased receptor showed constitutive 

internalization, which process was dynamin dependent. The activity of the I130N-V2R 

can be blocked with tolvaptan and the inverse agonist also leads to increased cell 

surface expression of the receptor. According to our data, tolvaptan could be the 

treatment for seizures resulting from NSIAD and hyponatremia in children carrying the 

I130N mutation.    
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