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1. Roviditések jegyzéke

7TTMR
ACTH
ADNDI
AgRP
AP
AQP
ARNDI
AsSUAVP
AT1R
AVP
BRET
CAMP
CaSR
CDI
CREB
dDAVP
DI
DMEM
DNdyn1
dVDAVP
dynl
ENaC
EP4R
Epac
ER
ERK1
FBS
FRET
FSH

7-transzmembran receptor

adrenokortikotrop hormon

autoszomalis dominans nefrogén diabétesz inszipidusz
agouti-szerti protein

adapter protein

aquaporin

autoszomalis recessziv nefrogén diabétesz inszipidusz
Asu™®-arginin-vazopresszin

1-es tipusU angiotenzin receptor
arginin-vazopresszin

biolumineszcencia rezonancia energiatranszfer
3'-5'-ciklikus adenozin-monofoszfat
kalcium-érzékel6 receptor

centralis diabétesz inszipidusz

CAMP vélasz kotd fehérje

dezmopresszin

diabétesz inszipidusz

Dulbecco altal mddositott dsszetételli Eagle médium
dominans-negativ dinaminl

Val*-dezmopresszin

dinaminl

epitélialis natrium csatorna

EP4 prosztaglandin receptor

CAMP-aktivalt kicseréld fehérje

endoplazmas retikulum

extracelluléris jel altal requlalt kinaz

magzati borju szérum

fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer

follikulus stimulalé hormon



GDP
GEF
GFKR
GHRH
GnRHR
GRK
GTP
GTPyS
HA
HEK
1130N-V2R
IGFR
IP3
JNK
LH
LVP
LHR
MAPK
MC4R
MEK
MP-YFP

MRFP
mVenus
N321K-V2R
NDI

NLS
NSIAD

PBS

pEC50
PGE2

PH

DOI:10.14753/SE.2016.1884

guanozin-difoszfat

guanin nukleotid kicseréld faktor

G-fehérje kapcsolt receptor

ndvekedési hormont felszabadit6 hormon
gonadotropint felszabaditd hormon receptor
G-fehérje kapcsolt receptor kinéz

guanozin-trifoszfat
guanozin-5’-O-[gamma-tio]trifoszfat

hemagglutinin

human embriondlis vesesejt

130N mutaciot tartalmazo6 V2 vazopresszin receptor
inzulin-szerti ndvekedési faktor receptor
inozitol-triszfoszfat

c-Jun N-termindlis kinaz

luteinizal6 hormon

Lys®-vazopresszin

luteinizal6 hormon receptor

mitogén-aktivalt protein kinaz

4-es tipusu melanokortin receptor

mitogén-aktivalt protein kindz kinaz 1
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PI3K foszfatidil-inozitol-3-kinéz

PIP2 foszfatidil-inozitol-biszfoszfat

PKA protein kinaz A

PKB protein kinaz B
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RTK receptor tirozin kinéz

SIADH kéros antidiuretikus hormon szindréma
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T3/T4 trijod-tironin/tiroxin
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TRPV1 tranziens receptor potencial V1
TSHR tiroideastimulalé hormon receptor
UT-Al urea transzporter

V1a/bR V1 a/b vazopresszin receptor

V2R V2 vazopresszin receptor
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XNDI X-hez kotott nefrogén diabétesz inszipidusz
YFP sarga fluoreszcens fehérje

B1AR B1 adrenerg receptor

B2AR 2 adrenerg receptor

pu-OR L opioid receptor
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2. Bevezetés

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

A G-fehérje kapcsolt receptorok (GFKR), illetve masneven 7 transzmembran
receptorok (7TMR) szupercsaladja az egyik legnagyobb fehérjecsalad az emlds
genomban (1). Alapveté kommunikéacios csatolok a sejten kivili és sejten bellli tér
informécios egysegenek létrehozésaban. Ezek a membranfehérjék kozvetitik hormonok,
parakrin faktorok és neurotranszmitterek sejtekre gyakorolt hatasat, valamint a latas,
szaglas és izérzés alapveté molekulai. A receptorszupercsaladon belil igen nagy a
variabilitas, azonban az ide tartoz6 fehérjék kozos jellemzoje, hogy mind rendelkeznek
7 darab, egyenként 25-35 aminosavbdl all6 szekvencidval, amelyek hidr6fob a-
hélixeket képeznek a sejtek membranjaban. Ezeket a hélixeket intra- és extracellularis
hurkok kapcsoljak 6ssze, valamint a receptorok rendelkeznek valtozatos hosszusagu,
sejten kiviil elhelyezkedé N-termindlis és sejten bellili C-terminalis doménnel is (2). A
7TMR szupercsalad tovabbi jellemzéje, hogy a receptorok ligandkotése G-fehérjék

aktivitasanak megvaltozasaval jar.

Tobb osztalyozési rendszert is leirtak, napjainkban azonban filogenetikai és
struktaralis hasonldsagok miatt 6t osztalyba soroljuk a G-fehérje kapcsolt receptorokat:
a rodopszin tipusuak (A), szekretin (B) — és glutamat csalad (C), valamint adhézids (D)
és frizzled/taste2 (E) tipusu receptorok (2). A legtdbb fehérjét magaba foglal6 csalad a
rodopszin csalad, a dolgozat kdzéppontjaban allé V2 vazopresszin receptor (V2R) is ide
tartozik. Az utobbi par év kutatdsainak eredményeként robbanasszeriien megnétt a
csaladba tartozo, felderitett kristalystruktaraval biré receptorok szama, amely a
receptorok miikodésének megeérteséhez is jelentdsen hozzajarult. A receptorok
ligandjukkal egy ligandkoté ,,zseben” keresztil hoznak létre kapcsolatot. A
ligandkoteshez kozvetlendl a 3., 6. és 7. transzmembran hélix extracellularis oldal felé
néz6 része jarul hozza (3). Ezen kivil a ligandkotéshez a vizsgélatok alapjan szikseges

a 2. extracellularis hurok is: a ligand felismeréséhez és szelektivitdshoz szlikséges,
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valamint a kotés Kinetikjat is befolydsolhatja (4-6). A transzmembran hélixek
kommunikécios kapcsolatot képeznek a ligandk6tdé zseb ¢és a jelatviteli utak
aktivalasaban szerepet jatszo intracellularis hurkok kozétt. Az intracellularis régiok
kdzvetlenll részt vesznek az effektor fehérjékkel torténd interakciokban. A receptorok
mikodésében elengedhetetlen szerepet jatszik a 3. transzmembran hélix citoplazmatikus
végében elhelyezkedé6 DRY (aszpartat-arginin-tirozin) szekvencia, amelynek arginin
aminosava a G-fehérje C-termindlisdhoz kdzvetlenul kapcsolddik (7). Hasonléan
kiemelt szereppel bir a 7. transzmembran domén ugyancsak citoplazmatikus végén
elhelyezked6 NPXXY (aszparagin-prolin-X-X-tirozin) motivum. A GFKR ezen része
receptortol fliiggéen G-fehérje kotésben, ligand iranti affinitasban és az arresztin

kotésben is szerepet jatszhat (8,9).

A GFKR ligandkotését koveto aktivitas fokozodasa jelatviteli utak aktivalodasat
és/vagy gatlasat vonja maga utdn. A GFKR miikodésének alapja heterotrimer G-
fehérjék aktivalasa: az aktiv receptor és a heterotrimer G-fehérje interakcidja a GDP
(guanozin-difoszfat) disszociaciojat okozza, amelyet a sejtekben magasabb
koncentracioban jelen levé GTP (guanozin-trifoszfat) kotése kdvet. A GTP-kotott a-
alegység egyrészt hidrolizalja a GTP-t GDP-vé, igy sajat miikodését limitalja, masrészt
a BY alegységgel egyetemben mas jelatviteli enzimek és ioncsatorndk mitkodését
szabalyozza kozvetlendl vagy mésodlagos hirvivokon keresztiil (10). Az aktiv receptor
egymast kovetden tobb G-fehérjét aktivalhat, amely a sejten beliili jel erdsitéséhez
vezet. Fontos hangsulyozni, hogy egy adott GFKR nem csak egy tipusu a-alegységet
aktivalhat, egyes receptorok esetében szovet- illetve sejtspecifikus lehet a létrehozott G-

fehérje aktivalddasi mintazat (11).

2.1.1. A G-fehérje kapcsolt receptorok aktivitasa

A receptorok aktivitasa egyrészt ligandok kotdédésétdl fiigg, masrészt a receptor sajat
tulajdonséaga, hogy mekkora a bazalis - tehat agonista hianyaban mutatott - aktivitasa. A
legkorabbi elképzelések szerint a ,.kulcs — zar” modell irta le a receptorok miikodését.
Eszerint az agonista ligand kotddése a neki megfeleld kornyezetbe - a ligandkotd zsebbe

- hozza létre azt az aktiv konformaécidt, amely G-fehérje aktivalédashoz vezet. A modell

8
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hasznélatat korldtozza, hogy egyrészt a fehérjék konformacidja kismértékben
dinamikusan valtozik, masrészt nem magyarazza az olyan ligandok miikddését, amelyek
a receptorok aktivitasat egyéb ligandok hianyaban csokkentik (inverz agonistak) (12). A
farmakalogiai vizsgalatok alapjan a receptor miikodés és receptor aktivitas valtozas
leirhatd a konformacio-szelekcids modellel. A modell (illetve az ebbdl tovabbfejlesztett
bonyolultabb modellek) figyelembe veszi, hogy receptoroknak lehet bazalis aktivitasa,
tehat spontan képes aktiv vagy inaktiv konformacioét felvenni. Ha a ligand kot6dése a
konforméciok eltérd affinitdsa miatt nagyobb valdszintiséggel torténik az aktiv
konformécidhoz és stabilizalja azt, akkor agonista a ligand. Parcialis agonista, ha nem
hoz létre maximalis bioldgiai valaszt a receptor. Inverz agonista az a ligand, amely
nagyobb affinitassal kotddik és stabilizalja az inaktiv konformacidt. Antagonista ligand
valtoztatja meg az eredeti inaktiv-aktiv konformaciok eloszlasabol fakadd dsszaktivitéast
egy sok receptorral bird rendszerben. Az antagonista ugyanakkor gatolja az agonistak
aktivitast fokozé hatasat (13).

Ezt a modellt egésziti ki, illetve finomitja Kobilka és munktarsainak elképzelése
a GFKR konforméaciokrél. A megkdzelités alapja, hogy a receptoroknak nem kétféle
konformacidja (aktiv-inaktiv) létezik, hanem folyamatos atmenettel végtelen szdmu
konformécidt vehet fel a receptor az aktivitas teljes hidnya és a maximalis aktivitasu
allapot kozott. A receptor bazélis konformacidban (tehat ligand hianyaban) alacsony
Ebbdl mas konformacioba is atalakulhat, ennek valdsziniisége a két konformacio
energiaszintjétdl és a koztiik levd energia killonbség nagysagatol fiigg. igy agonista az a
ligand, ami a kiilénbség mértékét és/vagy az aktivabb konformacio energidjat csokkenti
(1. &bra) (14).
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- - = = Receptor alone

- - - = Receptor alone — Agonist-bound receptor

Active Inactive

Inactive Active

Conformation Conformation

1. &bra

GFKR elméleti energiaképe Kobilka és munkatarsa szerint. (a) GFKR konformécids allapotai
ligand hidnyaban. A receptor folyamatos atmenettel vegtelen szamu konformaéciot vehet fel.
Alacsony aktivitasu allapotokra alacsonyabb energiaszint jellemz6, magas aktivitasu allapot
kisebb valosziniiséggel fordul eld. (b) Agonista kotédése az allapotok kozOtti energia

kildnbséget eés/vagy az aktivabb konforméacio energiaszintjét csokkenti (14).

2.1.1.1. Bazalis vagy konstitutiv aktivitas

A GFKR-ok ligand hianyaban mutatott aktivitasat nevezziik bazéalis vagy konstitutiv
aktivitasnak. Tébb, mint 60 GFKR-rol kimutattak, hogy rendelkezik bazélis aktivitassal
(15). Fontos tudni, hogy a legtébb ilyen receptort tranziensen kifejezve sejtkultirakban,
a sejtfelszini receptorszam tdbbszordse lehet az endogén receptorszdmnak. Az
elézOekben leirtak szerint azonos inaktiv-aktiv konformacids eloszlast feltételezve a
mesterséges rendszerben nagyobb szami aktiv receptor van jelen, amely igy a
konstitutiv aktivitast fokozza. Egyes receptorok esetén kérdéses lehet a bazalis aktivitas
fizioldgids relevancidja, ugyanakkor tobb receptor esetén bizonyitott, hogy a nativ
szovetben is rendelkezik konstitutiv aktivitassal. Ilyen a 4-es tipusi melanokortin
receptor (MC4R, az egyetlen fizioldgiasan el6forduld inverz agonsita, az AgRP -
agouti-szerii protein a ligandja), a H3 hisztamin receptor vagy a CB1 kannabinoid
receptor a kdzponti idegrendszerben (16-18). Léteznek olyan receptorok is, amelyek
egyatalan nem rendelkeznek konstitutiv aktivitassal: ilyen példaul a follikulus stimulalo
hormon (FSH) receptora vagy a bifazisos konforméacidval bir6 rodopszin (14,19). Tébb

10
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receptor esetében leirtdk, hogy a vad tipushoz képest fokozott bazalis aktivitassal
rendelkeznek egyes splicing variansok vagy polimorfizmusok, amelyek a mutaciokkal
szemben a populacioban relative nagy prevalenciaval jelennek meg (20). A GFKR-ok
ritka, funkcidnyerd szomatikus mutdcidi szdmos betegség patofiziologiai alapjai, a
késdbbiekben részletesen kifejtésre keruilnek. A bazalis aktivitds alapja, hogy a receptor
flexibilitdsa miatt tobbféle, eltéré aktivitassal bird konforméciét is felvehet a ligand
hianyaban, illetve hogy nagyobb G-fehérje affinitassal rendelkezik. A fokozott bazalis
aktivitds magyardzhatd egyrészt az aktiv és inaktiv konformécié kozotti alacsony
energiaszint kilonbséggel és igy az aktiv konformacidba alakuléssal, amely nagyobb
valoszintiséggel torténik meg. Amennyiben a receptor tulnyomorészt egy adott
konformacioban fordul eld, ugy ezen konformacido G-fehérje iranti emelkedett

aktivitasaval magyarazhat6 (2. abra) (14).

(a)

(b) High basal activity because of a low- (c) High basal activity because of a

Low basal aciviy more active basal conformation

activation energy barrier

Energy
Energy
Energy

Inactive Active Inactive Active Inactive Active
Conformation Conformation Conformation

2. abra

Alacsony és magas bazalis aktivitdsi GFKR elméleti energiaképei Kobilka és munkatéarsa
szerint. (a) Alacsony bazalis aktivitassal rendelkez6 GFKR konformacios allapotai. (b) GFKR-
ok alacsony energia kiilonbség miatt 1étrejové fokozott bazalis aktivitas konformacios allapotai.
(c) Alacsony energiaszintli, de magas bazalis aktivitassal jar6 konformacidval rendelkezd

GFKR képe (14).

2.1.2. A G-fehérje kapcsolt receptorok deszenzitizacioja és internalizacidja

Minden jel, igy a GFKR-ok altal létrehozott bioldgiai jel esetében is alapvetd
fontossagu a jel kezdetét szabalyoz6 mechanizmusokon kivil a jel végét meghatarozd
folyamatok ismerete. A deszenzitizacié (a GFKR szétkapcsolasa a G-fehérjétdl) és az

internalizacio (a sejtfelszini receptorszam csokkentése) régéta intenziven Kkutatott
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folyamatok, alapvetd szerepet jatszanak a receptorok miikddésének szabalyozasaban. A
GFKR-t kifejez6 sejt valaszkészségét a deszenzitizacio és az internaliz&cio a sejtre hato
agonista koncentracidhoz illeszti: érzékenysége ismétldd6é vagy hosszantarté agonista

stimulus esetén csokken (21).

2.1.2.1. A deszenzitizaci6

A deszenzitizacionak két alapveté mechanizmusat kilénbdztetjik meg: a heterolog és a
homoldg deszenzitizacidt. A heteroldg deszenzitizacio alapja a masodlagos hirvivé-
fiiggd kinazok (protein-kindz A és protein-kinaz C) aktivalasa (22,23). Ezek a kindzok
mind az agonistat kotd aktiv, mind az inaktiv receptorokat egyes szerin és treonin
oldallancaikon foszforilaljak és igy deszenzitizaljak (24). A homoldg deszenzitizacio
folyamata soran G-fehérje receptor kinazok (GRK) foszforilaljak a receptort. Fontos
kiilonbség az el6z6hoz képest, hogy a GRK-k képesek felismerni és megkullonboztetni
kovetkezményes [-arresztin kotés sztérikusan gatolja a tovabbiakban a G-fehérje kotést
és aktivalast (25). A rendelkezésre allo bizonyitékok alapjan egyes receptoroknal -mint
pl. az 1-es tipusu angiotenzin receptor (AT1R)- a méasodlagos hirvivé-fiiggd kinazok és
a GRK szerepének fontossaga a deszenzitizicidban agonista koncentrécio fiiggé (26). A
hét, emberben kifejez6d6 GRK izotipus koziil kettd csak a retinaban (GRKI1 €s -7) a
GRK4 pedig szinte csak a herében fejezddik ki. A sokféle szdvetben kifejez6do,
alapvetéen citoplazmatikus GRK2 és -3 C-termindlis PH-doménjik segitsegével G-
fehérje Py-alegység- és PIP2-fiiggd (foszfatidil-inozitol-biszfoszfat) mdédon keriilnek a
plazmamembranba és az aktiv receptorok kozelségébe. A GRKS5 lipid modifikacio altal,

a GRKG6 foszfolipidek kotésén keresztil rogzul a plazmamembranhoz (21).

2.1.2.2. Az arresztinek szerepe

A receptor foszforilalt tirozinjaihoz arresztin fehérjék kapcsoldodnak, sét csak igy johet
létre teljes homoldg deszenzitizacio (27). Mind az agonista kotésekor 1étrejovo aktiv

konformécid, mind a GRK altali foszforilacio szerepet jatszik az arresztin kdtodésében
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(28). A csaladba négy arresztin (1-4) izotipus tartozik, amelyek koziil ketté csak a
retinaban fejezédik ki (arresztinl és -4). A tobbi sejtben a B-arresztinl és -2 (arresztin2
és -3) jatszik szerepet a deszenzitizacidban és internalizaciéban. A B-arresztinek és a
receptorok kapcsolatdnak megértéséhez mutacids vizsgalatok, valamint a fehérjék
kristalystrukturajanak feltérképezése vezetett (29-31). Altalanossagban elmondhato,
hogy az arresztinek egy rovid a-hélix kivételével B-redokbdl és az azokat Gsszekotd
hurkokbdl allo elnyujtott fehérjék. Két f6 doménjiiket, az N- és C-terminalis domént
egy polaros mag koti 6ssze. Az aktivalt receptor felismerésében és kotésében az N-
termindlis régio jatszik elengedhetetlen szerepet. Ezt kovetéen a C-terminalis domén
konformacioja és a két f6 domén egymashoz valo relativ helyzete is megvaltozik, igy az
arresztin  aktivalt allapotba kerll (32). Az aktivalt arresztinek a GFKR
deszenzitizaciojan tul a receptor endocitozisahoz vezetnek - csokkentve a sejtfelszini
receptor szdmot -, valamint az utobbi években jelent6s figyelmet élvezé G-fehérje

fluggetlen jelatviteli utakat aktivalnak a sejtekben.

2.1.2.3. Az internalizéacio

A receptorok altal ligandkotés hatasara (illetve konstitutiv aktivitds esetén annak
hianyaban is) kozvetitett jel nagysagat és idétartamat a deszenzitizacio mellett, az
internalizacio is befolyasolja. A folyamat sordn a plazmamembranban elhelyezkedd
sejtfelszini receptorok bekerilnek a sejt belsejébe, amely lehet reverzibilis és
irreverzibilis is (32). A GFKR-ok internalizacidja klasszikus felosztas szerint Kklatrin-
fliggd, kaveolin-fliggd és ezektdl fliggetlen utakba sorolhato. A GFKR-ok esetén
legintenzivebben kutatott Gtvonal a klatrin-fiiggé internalizacio. A Klatrin szétagazo,
haromlabd molekula (triszkelion (33)), amely a 190 kDa nagysagu nehézlanc és -25
kDa nagysagu konnytilancbol allo alegység trimerje. Ez az triszkelion képezi az alapjat
annak haldzatos struktdranak, amely az Ot- és hatszdgeket képez oligomerizacidjuk
esetén (34).A folyamat kezdeti lépéseként a B-arresztin kotott GFKR a klatrinburkos
godrocskékbe keril. A klatrinburkos godrocskékben, valamint lefiiz6dés utan a
vezikuldban a maésodik legnagyobb mennyiségben eléforduld fehérjék az adapter
proteinek (AP) komplexei. A GFKR-ok internalizaciéjaban kiemelendé az AP-2
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komplex (35). Az aktivalt receptorhoz kotott B-arresztin molekula kapcsolodhat
kdzvetlendl a klatrin fehérjéhez vagy az AP-2 komplexen keresztil (36,37). A receptor
a klatrinburkos godrocske leflizédésével jut a sejt belsejébe. A klatrin-fiiggd
endocitozissal internalizalodd6 GFKR-okat két csoportra oszthatjuk a folyamat soran
mutatott B-arresztin kotés minésége alapjan. Az A-osztalyba tartozé receptorok (pl. p2
adrenerg receptor - B2AR) a B-arreszint2-t nagyobb affinitassal kotik, mint a -
arresztinl-et, valamint az arresztin levalik a receptorrdl a Klatrinburkos vezikula
lefiiz6dését kovetden. A B-osztalyra ezzel szemben az jellemzd, hogy az ide tartozé
receptorok (pl. V2 vazopresszin receptror - V2R) a két nem-vizualis arresztin izoformat
korulbelul egyforma affinitissal kotik. Ez a kotés az internalizacio folyaman stabilan
fennmarad és az endocitotikus vezikulakig kovetheté az arresztin molekula (38). A
klatrinburkos godrocske vezikulaként leflizédik és a sejt belsejébe jut. A lefiizodéshez
elengedhetetlen a GTPaz aktivitassal rendelkezé dinamin molekula jelenléte. A GTP-4z
aktivitas mutacioval vagy GTPyS (guanozin-5’-O-[gamma-tio]trifoszfat) hozzaadasaval
torténd gatlasaval megakadalyozhaté a godrocske lefiizédése a plazmamembranrol
(39,40).

A receptorok leflizodést kdvetden a korai endoszomakba jutnak, ahol a savas pH
hatasara a ligand disszocial a receptorrdl. A korai endoszémakat kdvetéen a receptor
sejten belili mozgésa tobb utvonalon keresztil térténhet. Az egyes kompartmentek
kozotti transzport Rab kis G-fehérjékkel jellemezhetok. A sejtfelszinre - Kkorali
endoszoma transzportot kovetden (Rab5)- a receptor visszajuthat kozvetlenul (Rab4)
vagy kozvetetten, reciklizalo endoszomak érintésevel (Rabll, Rab4). A Kkorai
endoszomakbol a receptorok a késoi tipusuba juthatnak (Rab7), amelyet lizoszomalis
degradaci6 vagy Golgiba jutds kovet (Rab9) (41). A lehetséges utvonalakbol
kovetkezik, hogy a GFKR sejtfelszini mennyiségének szabalyozadsa negativ iranyba
lebontason  keresztill torténhet, azonban fontos megjegyezni, hogy a sejt
hormonerzékenyégének fentartasa is endocitotikus folyamatoktdl fligg. A reciklizacio
soran a receptor visszajut a plazmamembranba és ismét hormont kothet. Egyes
agonistak esetében (pl. morfin) az endocit6zis és igy a reciklizacié elmaradasa az
érzékenyseg csokkenésével és tolerancia kialakulasaval jar (42). Az internalizacio
azonban torténhet B-arresztin fliggetlen maddon is: egyes receptorok kaveolin-fiiggd

maodon kerllhetnek a sejt belsejébe. Ezen receptorok (pl. B-tipust endotelin receptor)
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internalizacioja érzéketlen domindns negativ B-arresztin jelenlétére, ugyanakkor

dominans negativ dinamin hatdkony gatolja a folyamatot (43).

2.1.24. B-arresztin fiiggo jelatviteli folyamatok

A B-arresztinek kozponti szerepét a GFKR-ok mikodésében az is mutatja, hogy
szemben a korai elképzelésekkel, nem csak a receptorok deszenzitizacidjdban és
internalizaciojaban jatszanak szerepet, hanem képesek jelatviteli utakat aktivalni. A B-
arresztinek mint adapter fehérjék vesznek részt Src csaladba tartozd tirozin kinazok
aktivalasaban, valamint az ERK (extracelluléris jel altal regulalt kindz), JNK (c-Jun N-
terminalis kinaz) és p38 MAPK (mitogén-aktivalt protein kindz) esetében is kimutattak
aktivald hatésukat (44). Az els6 felfedezést Luttrell és munkatarai tették, bizonyitva
hogy a B2AR (B2 adrenerg receptor) képes c-Src-t aktivalni B-arresztinl-en keresztiil,
amely fehérje dominans negativ formjanak alkalmazasa ERK valasz csokkenést
okozott (45). A kutatocsoport kimutatta tovabba, hogy a B-arreszin2-hdz kozvetlenil
kapcsolddik a Rafl és ERK1/2, a MEK1 (mitogén-aktivalt protein kindz kinaz 1)
viszont csak kozvetetten, az el6zéeken keresztiil (46). Ez az ERK aktivacio azonban
kulonbozhet a G-fehérje fiiggd ERK valasztol, mint azt az AT1R esetében kimutattak.
Egyrészt G-fehérjét nem koté mutans receptorral kimutattak, hogy ligandko6tés hatasara
aktivalodik ERK, azonban a a fehérjék magba torténé athelyez6dése elmarad. Masrészt,
bar a citoszolikus ERK aktivitas kimutathatoan megnovekszik arresztin fliggd modon, a
kdvetkezmenyes transzkripcid valtozasok elmaradnak (47,48). A B-arresztin fliggd
jelatviteli utak fizioldgias és patofiziologias jelentOségét a jelatvitel szelektiv agonizmus

utobbi években egyre kiterjedtebb vizsgalata mutatta meg.

2.1.3. Jelatvitel-szelektiv agonizmus

A jelatvitel-szelektiv agonizmus egyes receptor-ligand komplexek jellemzéje, amely
komplexek nem az adott sejtre jellemzé jelatviteli kaszkadok teljes spektrumu
kombinéacidit aktivaljak (pl. G-fehérje aktivalds, deszenzitizacié-internalizacid, -

arresztin fiiggd jelatvitel), hanem ,,elfogultak™ (angol nyelvii irodalomban ,,bias”) egyes
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jelatviteli utak irant, azokat szelektiven aktivaljak. Az alapkoncepcié szerint két
mechanizmussal johet létre jelatvitel szelektiv receptor konformacio (3. abra): vagy a
receptorszekvencidban bekovetkezd mutacid valtoztatja meg a fiziologids ligand
kotésekor 1étrejové konformaciot (jelatvitel szelektiv receptor), vagy a nem-termeszetes
ligand kotése vezet ilyen konforméaciohoz (jelatvitel szelektiv ligand) (49).

a Balanced signal b Biased ligand € Biased receptor
Agonist Agonist Agonist

X OO XD E E LI EROOOOOOON0

[3-arrestin B-arrestin
‘ blased ' bnased
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Nature Reviews | Drug Discovery
3. abra
Jelatvitel szelektiv ligandok és receptorok miikddése Rajagopal és munkatarsai szerint. (a)
Agonista kotodése kiegyensulyozott jelatvitel esetén G-fehérje és B-arresztin fiiggd utvonalakat
aktival, valamint a receptor deszenzitizicidjahoz és internalizéi6jdhoz vezet. (b) Jelatvitel
szelektiv ligand kotddése a receptorhoz elfogulta teszi a jelatvitel a G-fehérje fiiggd vagy B-
arresztin fiiggé utvonal felé. (c¢) Kiegyensulyozott ligand kotédése elfogult receptorhoz is
szelektiven aktivalhat jelatviteli utakat (49).

Az ATIR esetén az elsére példa a DRY/AAY mutans receptor, amely nem aktival G-
fehérjét, azonban képes P-arresztint kotni és ERK vélaszt aktivalni (50,51). Egyéb
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ligandok is képesek hasonld tulajdonsagokkal rendelkezé konformacié létrehozni: a
madositott Angll, a [Sar’, 1le*, 1le®]Angll csak G-fehérje fiiggetlen jelatviteli utakat
aktival és internalizaciot hoz létre, Go-kotés (heterotrimer G-fehérje izoforma) nélkdil
(46,51). Tagabb értelemben véve jelatvitel szelektivek azon ligandok, amelyek az adott
GFKR-hoz kotédve nem aktivaljak az 0sszes G-fehérje izotipust. Ezt a jelenséget
figyelték meg muszkarinos acetilkolin receptor esetében: a karbakol egyforméan
aktivalja a Gs és Gq heterotrimer G-fehérjéket, a pilokarpin azonban csak a Gg-fiiggd
foszfolipdz C-t aktivalja (52,53). Fontos megjegyezni, hogy nem csak a teljes jelatvitel
szelekcid (egyes jelatviteli Utvonalak aktivalasanak teljes hianya) birhat jelent6séggel,
hanem a részleges jelatvitel-szelektiv aktivalas is lehetséges. Az egyes utvonalak
aktivaciojanak hatékonysdgat, hatdserdsségét és egyéb mérhetd paramétereit matrixba
foglalva meghatarozhatd, hogy mennyire kiegyensulyozott az adott ligand vagy receptor
(54). A jelatvitel szelekcié farmakoldgiai és jovobeli terapias jelent6ségét nem lehet
talbecsulni. p-arresztin knock-out egerekben végzett vizsgalatok kimutattadk, hogy G-
fehérje szelektiv ligandokkal stimulélva a receptorokat csokkenthetévé valna a
gyogyszerek bioldgiai hatékonysaganak idében progrediald csokkenése (tachyphylaxis).
A B-arresztinek szerepét a folyamatban igazoltdk a BIAR (Bl adrenerg receptor) -
szivelégtelenség, B2AR - asthma bronchiale és pu-OR (u opioid receptor) - analgézia
vonatkozasadban is (55-58). A p-arresztinek &ltal medialt jelatviteli Utvonalak
jelentéségét mutatjak és lehetséges terapias vonatkozassal birnak egyes jelatvitel
szelektiv ligandok. A B1AR fiiggd szelektiv B-arresztin aktivalds kardioprotektiv
hatasokkal rendelkezik, amelyeket ezen jelatviteli Gtvonal iranyaban elfogult ligandok
(pl. karvedilol) esetében vizsgalnak (59,60). Az ATIR B-arresztin jelatvitel szelektiv
ligandjanak, a TRVO027-nek jelenleg Kklinikai vizsgalatat végzik, mely az akut
szivelégtelenség lehetséges terdpiajaként szerepelhet (61). A vegyulet alkalmazasanak
elénye az lehet, hogy kordbban megfigyeltek, hogy a jelatvitel szelektiv ligand az
artérias kozépnyomast csokkenti, mikdzben meglepé modon — szemben az ATIR

antagonistakkal - a sziv teljesitményét és pumpafunkcidjat javitja (62).
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2.1.4. G-fehérje kapcsolt receptorok mutacioi és klinikai kovetkezményeik

A GFKR-ok altal precizen szabalyozott élettani folyamatokbol kovetkezik, hogy ezen
receptorok mutacié miatti funkciovaltozdsa betegségek kialakulasahoz vezethet. A
GFKR-ok kutatdsanak torténetéhez szorosan kapcsolédik, hogy egy adott receptor
cDNS-ének megismerését altalaban szorosan kovette a szekvenciaban bekovetkezd
mutacio kdvetkezményeként kialakult betegség megismerése és az ok-okozati viszony
felismerése. Kortlbell 30 betegséget ismeriink, amelyek hatterében GFKR mutéacid all.
A mutécidkat két csoportra oszthatjuk attdl fliggéen, hogy hogyan valtoztatja meg a
konformaciovaltozas a receptor funkcidt. Funkcioveszté mutacid esetén a receptor
bazélis vagy ligand-indukalt aktivitasa csokken, illetve megsziinik. Funkcionyerék azok
a mutaciok, amelyek az egyébként alapaktivitassal nem rendelkez6 receptort konstitutiv
aktivitassal ruhazzadk fel vagy a bazalis aktivitast a vad tipusU receptoréhoz képest
novelik. A mai napig tobb, mint 600 funkciovesztd- és kozel 100 funkcionyerd mutaciot

ismertiink meg (63).

2.1.4.1. A receptor diszfunkci¢ sejtélettani alapjai

A mutacié mechanizmusat tekintve megfigyelhet6k misszenz- (aminosav cserét okoz),
MRNS leolvasi keret eltolédast okozo- (frameshift) és nonszenz mutécidk (korai stop
kodon miatt ledll a transzlacid), illetve eléfordulhat nagyobb, komplex szakaszok
inzercidja és delécidja. A misszenz mutaciok esetén természetesen nagyobb
valoszinliséggel marad meg a receptor csokkent funkcionalitdsa, valamint funkcionyerd
mutaciok esetén az aktivitas fokozodhat is. Nonszenz és frameshift mutaciok esetén
altalaban a fehérjeszekvencianak olyan jelentds valtozasa kovetkezik be, amely a GFKR
mikodését teljesen lehetetlenné teszi. Hasonld probléma jelentkezik a nagyobb
szekvenciadarabok  kiesésének  vagy eltér6 helyre torténé  beépiilésének
kovetkezmenyeként kialakulo konforméciok esetén is. A Schoneberg és munkatarsai
altal Osszegyljtott GFKR mutaciokbol megallapithatd, hogy a tobbségik misszenz
mutacio (65%) (63).

A mutacid tobbféle mddon vezethet a GFKR funkcidvaltozashoz. A receptor

szintézis folyamataban okozhat valtozast azaltal, hogy az eltér6 mMRNS szekvencia
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annak érését befolyasolja. Kimutattdk a kalcium érzékelé receptorrol, hogy 6roklédé
mutécidja az mRNS splicing-ot befolyasolja, ezéltal a transzlacioé folyamata soran az
olvasasi keret megvaltozasa korai stop kodon megjelenését okozza (64). A
fehérjeszintézis az endoplazmés retikulum (ER) riboszémain torténik, a receptor a
lumenbe jut. A szintézist kovetden a fehérje felvesz egy olyan konformaciot, amely az
ER-bdl a Golgi-n keresztiil a plazmamembranra torténé kijutasat lehetdvé teszi. Ett6l
eltéré konformaci6 johet 1étre a mutécio €s a kovetkezményes rossz fehérje hajtogatodas
miatt. Ebben az esetben a rosszul hajtogatodd fehérje nem jut ki a plazmamembranra
(65,66). Ez a patomechanizmus igen gyakran vezet GFKR mutacio fliggé betegség
kialakulasahoz. El6szor a rodopszinrol, majd a 2-es tipusd vazopresszin receptorrol
irtdk le, hogy mutacié esetén visszamaradnak az ER-ban (67,68). Amennyiben a
mutécié ellenére a receptor atjut az ER mindségellen6rzé rendszerén, Kikerll a
plazmamembranra. A plazmamembranban elhelyezkedé mutans receptor funkcidjat
befolyasolja a vad tipustol eltéré konformécio: érintheti a ligandkdtést, G-fehérje kotést

és —aktivalast, valamint a jelatvitel és internalizacié folyamatat.

A ligand illetve hormon affinitds cstkkenése szdmos receptor mutaciojanak
esetén bizonyitott: kimutattak jelentéségét MC4R, TSHR (tiroideastimulald hormon
receptor), V2R és a GnRHR (gonadotropint felszabadito hormon) altal medialt
folyamatokban (69-72). Fontos azonban megjegyezni, hogy az affinitas csokkenése nem
bizonyitja 6nmagaban, hogy a mutacid miatt megvaltozott aminosav részt vesz
kozvetlenil a ligandkotésben. Elképzelhetd, hogy a mutacié miatt megvaltozott
harmadlagos szerkezet olyan konforméciot jelent, amely befolyasolja a ligandko6té zseb
hozzaférhet6ségét vagy a kotésben esszencialis szerepet jatszo6 aminosavak helyzete
valtozik meg. A ligand affinitas valtozasaval egyiitt és attol izolaltan is csokkenhet a
recepor G-fehérje koto- és aktivalo képessege. Utdbbi jelenséget mutattak ki az R137H
V2R mutécional. Hasonlé elvaltozés jelentkezik a Hirschsprung betegséget okozé B-

tipusu endotelin receptor mutécional is (73,74).
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2.1.4.2. Funkcioveszto GFKR mutaciok

Az eléz6ekben leirtak szerint nagyobb szamban fordulnak el6 olyan mutaciok, amelyek
a receptor funkciot elrontjak és kisebb a valosziniisége, hogy a mutacid miatti valtozas a
receptor alap aktivitasat fokozza, illetve létrehozza. A mutaciok GFKR-ok széles korét
érinthetik, szdmos betegség alapjat képezve. Ebben a fejezetben réviden bemutatunk
oroklédé GFKR mutaciokat és az altaluk okozott betegségeket, a Dolgozat kdzponti
témajaul szolgald V2R mutéaciokat és kovetkezményeiket a késdbbiekben részletesen

ismertetjuk (75).

A rodopszin génjében bekdvetkezd mutacid retinitisz pigmentosa betegség
kialakuldsdhoz vezet. A rodopszin GFKR a retinaban elhelyezekedé palcikak fotonok
érzékelését lehetdvé tevo fehérje. A mutdcioi miatt kialakuld betegség az elsd felismert
GKFR fliggé monogénes 6roklédésii betegség (76). A ndvekedési hormont felszabadito
hormon (GHRH) receptordban bekovetkez6 mutiacido a novekedési hormon
elvalasztasanak elégtelensége miatt torpeséghez vezet (77). A koros elhizasok 1-6%-
ban a taplalékfelvétel szabalyozasaban szerepet jatsz6 MC4R mutacio a kivaltd ok (78)
Erdekes felvetés ugyanakkor, hogy az MC4R esetén a funkciovesztés a fiziologias
konstitutiv aktivitds kéarosodésat jelentheti (79). A TSH receptoranak inaktivalo
muticidja a pajzsmirigy miikodésének elégtelenségéhez vezet a T3/T4 (trijod-
tironin/tiroxin) hormonok képzddésének, felszabadulasanak és a szerv fenntartasanak
zavara miatt (80). A GnRH receptor funkcidoveszté mutacidja hipogonadotrop
hipogonadizmushoz, a hormon altal szabalyozott FSH (follikulus stimul&lé hormon) és
LH (luteinizdl6 hormon) receptoranak oroklott zavara pedig hipergonadotrop
hipogonadizmushoz vezet (81-83). A kozel sem teljes felsorolas ramutat, hogy a GFKR
altal szabalyozott élettani folyamatok elégtelensege milyen komplex betegsegekhez

vezet azok funkcidvesztdo mutacioi esetén.

2.14.3. Funkcionyeré6 GFKR mutaciok

A funkcionyer6 mutaciok sokkal ritkabban fordulnak elé, mint a funkcidvesztok:

minddssze a betegséget okoz6 GFKR mutaciok 13%-ban talaltak agonista fuggetlen
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aktivaciohoz vezet6 mutaciot (63). A funkcionyeré mutaciok kissé eltérd
tulajdonsagokkal rendelkeznek, mint a funkciovesztok. Az altaluk okozott betegségek
altalaban dominans moédon o6roklodnek, illetve embrionalisan letalisak lehetnek. Ez
utobbi esetben természetesen csak szerzett formaja fordulhat el6 a betegségnek.
Eléfordulhat, hogy a betegség nem jelentkezik sulyos tiinetekkel, a szervezet
kompenzatdrikus folyamatai miatt csak bizonyos téarsbetegségek esetén ker(l
felfedezésre a mutacio, mint példaul a késdbbiekben részletesen kifejtett NSIAD
(nefrogén koros antidiurézis szindroma) betegség esetében. Az egyik elséként
felfedezett konstitutiv aktivitast okoz6 GFKR mutacio, amelyet 6rokl6dé betegséghez
kapcsoltak, a luteinizalé hormon receptoranak (LHR) mutacidja. A dominans modon
oroklédo, csak férfiakban jelentkezd pubertds precox a receptor aktivitds miatt korai
¢letkorban bekovetkezo tesztoszteron termelés kovetkezménye (84). A TSHR aktivitast
fokoz6 mutécidja autoszomalis dominans 6roklédést mutatd velesziiletett hipertiredzist
okoz (85). A parathormon felszabaduldsat szabalyozé CaSR (kalcium-érzékeld
receptor) konstitutiv aktivitast fokoz6 mutécioi a tobbi GFKR-hoz képest igen nagy
szamban vannak jelen a populacidban (eddig tobb, mint 80 ilyen mutécid ismert) (86).

A CaSR talmiikodésének kovetkezménye az autoszomalis dominans hipokalcémia.

2.2. Azarginin-vazopresszin rendszer fiziologiaja

2.2.1. A vese koncentral6 és higitdo miikodése

A szervezet vizhomeosztazisanak fenntartdsdban kulcsszerepet jatszik a vese
koncentrald és higito miikodése. A folyadékegyensuly megteremtésének érdekében és a
plazma fizioldgias ozmolalitdsanak (290-295 mOsm/kg H,0) biztositasaban nemcsak a
felvételi oldal (szomjlsag), hanem a viz kivalasztasa is precizen szabalyozott (87). A
vese milkddésének alapvetd logikdja szerint nagy volument, a vérplazma alkotdelemei
kozll szinte csak a fehérjéket nem tartalmazo szirlet képzodését kdvetden a viz és
egyeb anyagok nagy mennyiségben visszaszivodnak a nefronok és gytjtécsatornak
lumenébdl. Az ionokat és vizet tekintve a visszamaradd kisebbik hanyad vizeletként

keriil eltavolitdsra a szervezetbdl. Fiziologias koriilmények kozott a glomerularis
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filtracio kozelitdleg 180 I/nap primer sziirletet produkal, amelynek talnyomo része
visszaszivodik (88). A vizreabszorpcio mértékét fizioldgidsan a kdrnyezeti hatdsok,
ugymint a viz és s bevitel, illetve a kivalasztas aktualis allapota hatadrozza meg.
Amennyiben a szervezet vizkivalasztasa csokken az egyensuly megtartasa erdekében, a
vese koncentrélt vizeletet valaszt el, amely az oldott anyagokat a szabalyozas
kovetkeztében nagymértékil reabszorpcid utan nagy koncetracioban tartalmazza. A hig
vizelet esetén nagy volument a vizeletképzddés, oldott anyagokat kis koncentracioban
tartalmaz.

A vizmozgas hajtoereje az ozmotikus gradiens, koncentrald vese esetén a kéreg-
papilla vonatkozasban egyre ndvekvd ozmotikus koncentraciot mérhetiink a vese
intersticiumaban (89). A magas intersticidlis ozmotikus koncentracio létrehozasaban
kiemelt szerepe van a vastag felszalld6 szegmentumnak (TAL). A TAL vizre nem
atjarhatd, azonban SLC12A1 (natrium/kalium/Klorid transzporter) transzporterek
segitségével Na* és CI” ionokat juttat az intersticiumba (90). Ez a mechanzmus a hosszu
kacsu nefronok esetében a viz reabszorbciojan keresztiil, révid kacsu nefronok esetén
NaCl Ilumenbe jutasan Kkeresztlil a vastag leszall6 szegmentum ozmotikus
mikodésének sajatossaga miatt higitdo szegmentumnak is szokas nevezni. Tovabbi NaCl
eltavolitds megy végbe a disztalis kanyarulatos csatornaban: SLC12A3 transzporter
felelds a transzportért (89). A gytijtdcsatornat elérd filtratum igen hipozmotikus, tovabbi
valtozdsa a gyljtdcsatorna vizpermeabilitdsatol fiugg: amennyiben nincs tovabbi
vizmozgas alacsony ozmotikus koncentracioju vizelet ril (higito vese). Ha azonban a
vese  koncentrdl, akkor az arginin-vazopresszin rendszer = mikodésének
kdvetkezményeként az ellenaram sokszorozd rendszer altal felépitett ozmotikus
gradiens mentén vizreabszorbcid térténik, a vizelet ozmotikus koncentracidjat névelve.
Fontos az el6zdeket kiegésziteni azzal, hogy a koncentraldo mitkdéshez sziikséges az
urea intersticialis koncentraciojanak emelkedese is, amely urea transzport szintén az

arginin-vazopresszin rendszertdl fiigg (91).
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2.2.2. Az arginin-vazopresszin

A vizhomeosztazis szabalyozéasaban kritikus szerepet jatszik az arginin-vazopresszin
(AVP), ami egy 9 aminosavbol allo peptid hormon. Az arginin megjeldlés kilonbozeti
meg a mas fajokban fiziologidsan eléforduld analdgoktol (sertésben példaul lizin-
vazopresszin van jelen) (92). A peptid tartalmaz egy diszulfid hidat a Cys' és Cys®
aminosavak kozott. A hormont kodolé AVP gén a hipotalamusz magnocellularis
(szupraoptikus és paraventrikularis mag) és parvocellularis neuronjaiban fejez6dik ki
(87). A szintézis sordn a prekurzor fehérje AVP-re, neurofizin 2-re és kopeptinre
vagadik (93). Ez utdbbi egyik jelentdsége, hogy plazmaban torténé mérése egyszeriibb
lehet, mint a vele ekvimolaris mennyiségben képz6d6 AVP-é (94). A hormon
felszabadulasat és szisztémas keringésbe jutdsat a vérplazma ozmolaritasanak
emelkedése, a magas- és alacsonynyomasl baroreceptorok csokkent stimulacioja
fokozza. A hipotalamusz el6bb emlitett magnocellularis neuronjai hiperozmolaritas
esetén a sejt térfogatvaltozasara valaszolnak. A szenzoros miikodés alapja a
plazmamembranban elhelyezked6 TRPVI1 (tranziens receptor potencial V1)
mechanoszenzitiv csatorna jelenléte: depolarizacio jon létre a sejtek zsugorodasakor. A
depolarizaciot AVP felszabaduldsa koveti (95). Az alacsonynyomdasu baroreceptorok
csokkent aktivitasa az alacsony keringd vérvolumen és csokkent vénas visszaaramlés
kdvetkezmenye és hatékonyan emeli a plazma AVP szintet (96). Megfelelé stimulus
esetén az AVP felszabadulas helye a hipofizis hatso lebenye, ahova a magnocellularis
neuronok axonja hazodik. Ebben az anatémiai lokalizacioban nincs jelen a ver-agy gat,

igy a felszabadulo AVP a kapillarisokon keresztul a véraramba jut (97).

2.2.3. Vazopresszin receptorok

Az AVP fiziologias es patofiziologias hatasait GFKR-on hozza létre. A sejtélettani
kovetkezmenyeket harom receptor jelatviteli aktivitdsa biztositja: az l1a tipusd
vazopresszin receptor (V1aR), 1b tipusu vazopresszin receptor (V1bR) és 2-es tipusu
vazopresszin receptor (V2R) ligandja fiziologias korilmények kézott az AVP. Jelent6s

homoldgiat mutatnak az oxitocin hormon receptoraval, bar a V1aR és V1bR izotipusok
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jobban hasonlitanak, mint a V2R (98). A hangsulyt a receptorok ismertetése soran a

Dolgozat szempontjabol kdzponti szerepet betolté V2R-ra helyezzik.

2.2.3.1. Vi1aR

A Vl1aR heptahelikalis szerkezetli receptor, amely a vaszkuldris simaizomsejtekben,
hepatocitakban és az agyban expresszalddik (98). Jelatvitelére jellemzd, hogy a receptor
Gy fehérjét képes aktivalni, amely foszfolipaz Cp-n (PLCP) keresztll a foszfatidil-
inozitol metabolizmust befolyasolja. A foszfatidil-inozitol-biszfoszfat (PIP,) bontasa
inozitol-triszfoszfat (IP3) koncentracio emelkedéshez vezet. IP; receptorokon keresztiil
az endoplazmas retikulumbél Ca?* szabadul fel, amely mint masodlagos hirvivé szamos
tovabbi jelatviteli utat képes aktivalni (99). Az erek falaban kifejez6dé V1aR hatasara
vazokonstrikcid jon létre, amelynek mértéke dozis és szovet fiiggd. Amig a bdrben,
vazizomzatban, hasnyalmirigyben és a pajzsmirigyben erds vazokonstriktor, az agyi,
koronaria és mezenterialis hatdsa mérsékeltebb (100). Az agyban az AVP vazodilataciot
okozhat, NO felszabaduldsan keresztiil, amelyet angiografias vizsgalatokkal
bizonyitottak (101). Kimutattak tovabba, hogy egyazon érben dézisfiiggé modon
konstrikciot és relaxaciot is okozhat az AVP (102). A V1aR a vese medulla ereinek
Kifejezédik tovabba a vese gylijtdcsatorna interkalaris sejteiben is. Bizonyitottak, hogy
egerekben a V1aR jelenléte szlkséges az aldoszteron-fliggé sav-bazis szabalyozas
miikodéséhez (104).

2.2.3.2. V1bR

A V1DbR-t a tobbi vazopresszin receptortol eltéré ligandspecificitasanak segitségével
azonositottdk patkanyok eliilsé hipofizis lebenyében (105). A receptor altal aktivalt
jelatviteli utak a V1aR-hoz hasonléan Ca®* mobilizalashoz vezetnek Gq-fehérjén
keresztil. Fiziologias szerepe keveshé tisztazott, mint a masik két izoformaé. A V1bR

stimulacioja a hipofizis eliilsé lebenyében fokozza az ACTH (adrenokortikotrop
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hormon) felszabadulast, ezéltal a stressz vélaszban lehet szerepe (106). Emberben is
Kimutattdk memadriara és tanulésra kifejtett hatasat (107).

2.2.3.3. V2R

A V2R heptahelikdlis szerkezete a GFKR-ok rodopszin csaladjara jellemz6
tulajdonsagokat mutatja: az aktivaciohoz szikséges ligandkotésben szerepet jatszik a
receptor extracellularis N-termindlisa, a jelatviteli funkcidhoz pedig sziikséges a

receptor C-terminalisa és a harmadik intracellularis hurok (98).

A sejtfelszini receptorszamot a szintézis és az endocitdzist kovetd lizoszomalis
lebontds vagy plazmamembrénra torténd visszajutas egyenstulya hatarozza meg. A
szintézis az ER riboszomain torténik, az ER-Golgi utvonalon keresztil jut a receptor a
felszinre mikozben poszttranszlaciés modosulasokon megy keresztil. A receptor
glikozilacidja a 22-es pozicidban taladlhatd aszparagin és N-terminalis szerin-treonin
lancain torténik, azonban ezen aminosavak elmutalasa bar lathatéan megvéltoztatta a
glikozilaciot, nem érintette a receptor sejtfelszini kifejezédését és funkcidjat (108).
Ezzel szemben a receptor palmitoilalasa a 341. és 342. pozicié ciszteinjein noveli a
sejtfelszini receptorszamot (elegendé a kettd koziil az egyik modosulasa). A
lipidmodifikacio teljes hianyaban csokken a receptorszam a plazmamembranban, de a
receptorfunkciot (ligand affinitads, CAMP jel, internalizacié) nem érinti (109). A 112-es
és 192. pozicidban elhelyezkedd ciszteinek a feltételezések szerint diszulfid hidat
képeznek. A diszulfid hid alapvetd szerepet jatszik a receptor konformacio
kialakitasaban, barmelyik aminosav elmutalasa intracellularis retenciét okoz, a receptor

valdsziniileg nem jut at az ER mindségellenérzé rendszerén (110).

A fiziologias ligand, az AVP megkotését kovetden a V2R jelatviteli utakat
aktival. Mint GFKR, ligandkoétést kovetden heterotrimer G-fehérje fiiggd szignalizaciot
indit be a receptor. Gs G-fehérjét aktival, amelynek GTP-kotott a-alegysége adenilat-
cikld&z enzim aktivitasat fokozza (111). Az ATP-cAMP (3'-5'-ciklikus adenozin-
monofoszfat) atalakulas kovetkeztében a citoplazmatikus cAMP koncentracio

hormonstimulus hatasara emelkedik. A cAMP hatasara parhuzamosan tébb Gtvonal
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aktivalodhat. Egyrészt a cAMP Aaltal szabalyozott kinaz, a PKA (protein kindz A)
aktivalodhat (98). Régota ismert, hogy AVP hatdsara V2R-on keresztiil a belsé veld
gylijtdcsatorna sejtekben emelkedik a citoplazmatikus Ca®* koncentracié (112,113).
Gatloszeres vizsgéalatokkal bizonyitottak, hogy a Ca* oszcillacié, amelyet AVP indukal
a gyljtécsatorna sejtekben, cAMP-fiiggé és nem befolyasolja a PKA. Szelektiv
agonistaval bizonyitottdk, hogy a Rap-GEF-ként (guanin nukleotid kicserél6 factor)
megismert Epac (CAMP-aktivalt kicserélé fehérje) kepes cCAMP altal szabalyozottan
Ca®* oszcillaciokat létrehozni rianodin receptorokon keresztil (114). A PKA mellett
mas protein-kinazok, igy a PKB/Akt (protein kindz B) is aktivalodik V2R hatéséra. Ez
az aktivacio PI3K-fiiggé (foszfatidil-inozitol-3-kindz) modon torténik, tobb feltételezett
Gtvonalon keresztiil: Ca?*/kalmodulin, G-fehérje (mind «-, mind py-alegységen
keresztiil) és a B-arresztinek szerepét is felvetették (115). Fontos azonban kiemelni,
hogy ebben a vizsgalatban ERK1/2 foszforilacio csokkenését mérték, amely ellentétben
all az eredménnyel, amely szerint Src és RTK (receptor tirozin kindz) transzaktivacion
keresztil a V2R G-fehérje fiiggetlen moédon ERK1/2 ttvonalat aktival belsd veld
gyiijtesatorna sejtekben (116). A munkacsoport késobb leirta, hogy ebben az esetben a
B-arresztinek egyrészt elengedhetetlenek az aktivalas folyamataban, masrészt a
transzaktivacio soran az inzulinszer(i novekedési faktor receptoratol (IGFR) fliggéen
aktivalodnak és nem azonosak a V2R altal kozvetleniil aktivalt B-arresztin készlettel
(117). A vizsgalat egyuttal megerdsitette a PI3K aktivacio egyik lehetséges utvonalét,
amely szerint IGFR-fligg6 lehet.

Az AVP megkotését kovetéen a V2R a G-fehérje fiiggd jelatviteli utak mellett
aktivdl GRK-okat. A GRK foszforilalja az agonista kotott receptort. A klasszikus
felfogas szerint a kovetkezményes P-arresztin kotés szétkapcsolja a V2R-t a G-
fehérjétol, majd a receptor internalizalodik klatrin-fiiggd és fiiggetlen utvonalakon. A
vizsgalatok szerint a receptor-arresztin komplex stabil, nemcsak a plazmamembran
kdzelében, hanem a korai endoszémakban is fennall. A megfigyelés alapjan a V2R B-
osztalyd GFKR az internalizacié szempontjab6l (118). Az altalanosan elfogadott
nézetekkel szemben, egy vizsgalat felvetette, hogy a V2R cAMP szignalizacidjat nem
kapcsolja le a B-arresztin kotés a plazmamembranon. A mérések szerint a receptor

aktivitasa a korai endoszomakban fenntartott, csak késobb az endoszomalis retromer
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komplex allitja le a jelatvitelt (119). Az internalizaciés mechanizmus miikodésének
szempontjabol kritikus elem a V2R C-termindlis farkanak NPxxY motivuma. A
terminalis tirozin elmutalasa a receptor internalizaciét gatolta, ugyanakkor nem érintette
az adenilat-ciklaz jelatviteli ut mikodését (120). Szemben az GFKR-nal altalanos
a receptor rovidebb vagy hosszabb Utvonalon visszakeril a plazmamembrénra vagy
lebontasra keril) a V2R rendelkezik nehany kilénleges tulajdonsaggal. Kimuttak, hogy
a V2R nem képes hamar visszajutni a plazmamembranra (118). Az is régéta ismert,
hogy a lizoszomalis degradaciora keriilé receptorokkal egyiitt az AVP is kimutathato a
kompartmentben (121). A V2R lebontasa ubikvitinalodas fliggvénye: alaphelyzetben
lassu ez a folyamat, ligand kotését kovetden azonban felgyorsult ubikvitinacié mérhetd
(122). A teljes képet a V2R internalizaciot kovetd reciklizacidjarol és lebontasarol
Bouley és munkatarsai tartak fel. A jelenlegi elképzelés szerint a V2R az internalizéciot
kovetéen teljes mértékben lizoszomalis degradécidra keril, a membranra Kijut6
receptorok mind de novo szintézis termékei. A fehérjeszintézis gatlasa esetén a
munkacsoport nem tudott plazmamembranra kijutd V2R-t kimutatni. Mindez
0sszhangban all az elképzeléssel, hogy a veseveldben uralkodd specidlis korilmények
kdzott (hiperozmotikus és alacsony pH-ju kozeg) térténik a V2R AVP kotése. A savas
karakterti endoszémakban ezért nem disszocial az AVP, igy a receptor reciklizacidja
sem torténhet meg (123). Azonban nemcsak az internalizaciot befolydsolja a
hiperozmotikus és acidotikus kdrnyezet, az AVP-V2R specifikus interakciot is biztositja
a bels6 veldben. Ilyen koriilmények kozott a V1aR AVP affinitasa lecsokken, illetve a

receptorcsalad ligandja, az oxitocin sem kotédik a V2R-hoz (124).

A V2R eloszlasa és miikodése a szervezetben

V2R a vesében

A vese gylijtdcsatornaiban talalhatd V2R alapvetd szerepet jatszik a vizhomeosztazis
szabalyozésdban. A legnagyobb mennyiségben a gyiijtécsatorna fOsejtjeinek
bazolateralis membranjaban taldlhatd a receptor. Kimutattak azonban jelenlétét az

apikalis membran ciliumaiban is (125). Bar a vizsgalatok targya nagyobbrészt a
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bazolaterélis V2R volt, ciliopatidk mutatjak, hogy fiziologiés funkcidval birnak (126). A
gyiijtéesatorna epitél sejtjeinek vizpermeabilitdsdt és igy a koncentralds-higitas
szabalyozasat a V2R aquaporin (AQP) csatornak sejten bellli elhelyezkedésének
regulacidjan keresztil végzi. Az AQP3 és -4 csatornak folyamatosan jelen vannak a sejt
bazolaterdlis membranjaban, azonban az AQP2 elhelyezkedése V2R-fiiggéd (127). Az
AVP hormon hidnyaban az AQP2 intracelluléris vezikuldk membréanjaban talalhatd, igy
az epitél sejt vizre nem atjarhato (128). A V2R AVP kotése adenilat-ciklaz — cAMP —
PKA utvonalon keresztiil az AQP2 plazmamembranon torténd feldusulasahoz vezet
(127). A vezikula-plazmamembran viszonylatban az AQP2 kompartmentek kozotti
mozgasat a V2R mind a kihelyezddés fokozasaval, mind a vizcsatorna endocitozisanak
gatlasaval szabalyozza (129,130). Az AQP2 Thr** Ser®™, Ser®®!, Ser®®* és Thr?®®

aminosavai az irodalomban altalanosan elfogadott foszforilaciés helyek (131). A Ser®®

a kihelyezddésben bizonyult kulcsfontossag szabalyozasi pontnak (132). A Ser®®
foszforilacioja (szintetikus agonistak hatdsara) csokkenti a plazmamembran expressziot
(133). A Ser®™ ¢s elbzetes Ser”™® foszforilacio endocitézist gatol (134,135). A V2R
AQP2 hatésai nem azonos id6ben jelentkeznek. Az exocitdzis szabdlyozashoz képest
késdbb jelentkezik az aktivalt V2R hatasa az endocitotikus folyamatokra (89).

Az AQP2 génexpresszios szinten is szabalyozott. A V2R hosszi tavon
befolyasolja a csatorna kifejezddését a cAMP — PKA - CREB (CAMP valasz koto
fehérje) Gtvonal altal fokozott transzkripci6 fokozassal (136,137). A V2R jelatvitelében
szerepld Epac fehérje rovid és hosszi tava hatasokért is felelds. Utobbi az AQP2
kifejezésének reguléciojat jelenti és fliggetlen a PKA-CREB rendszertdl (138). Az Epac
altal létrehozott Ca®* oszcillaciok a PKA foszforilacio mellett alapvetéen sziikségesek
az AQP2 exocitozisahoz (114). A vazopresszin a vese gyijtocsatornainak urea
permeailitasat is szabalyozza V2R-on keresztil. A koncentralé vese magas intersticialis
urea koncentraciojaért az UT-AL urea transzporter V2R-fiigg6 foszforilacioja felelés a
belsé velében (139)). A gyijtécsatornak mellett a V2R kifejez6dik a TAL
epitélsejtjeiben is. Az SLC12A1 transzporter mitkodése ebben a szegmentumban V2R
altal szabalyozott, igy az AVP a TAL szintjén is szabalyozza a vizelet koncentralast
(140). A Na" kivalasztast is szabalyozza a V2R azaltal, hogy a disztalis kanyarulatos
csatorna és a gytjtécsatorna ENaC (epitélidlis natrium csatorna) csatornainak aktivitasat
fokozza (141).
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V2R az endotéliumban

A vesén kiviil kifejez6dé V2R fiziologias funkcidi kevésbé részletesen feltartak. Az
endotél sejtek V2R-ainak izgatasa a véralvadasban szerepet jatsz6 von Willebrand
faktor felszabadul&sat hozza létre (142). A VIII. faktor felszabadulasat serkent6 hatasa a

hemofilia A kezelésében lehet hasznos (98).

V2R a kozponti idegrendszerben

A kozponti idegrendszer perfaziojat befolyasolta a V2R szelektiv agonista
dezmopresszin adasa. A perfazié emelkedése a vaszkularis rezisztencia csokkenésének
kdvetkezmenye volt (143). A receptor jelenlétét reverz transzkripcid6 — polimeraz
lancreakcio segitségével igazoltak patkany hippocampus és cerebellum régiokban (144).
A receptor fiziologias funkcidja a kdzponti idegrendszerben nem tisztazott, a human

vonatkozas kétseget kizaro kisérletes bizonyitdsa még varat magara.
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2.3. Az arginin-vazopresszin rendszer patologiaja

2.3.1. Diabétesz inszipidusz

Az arginin-vazopresszin rendszer koncentralasi funkcidjanak alulmiikodési zavara a
diabétesz inszipidusz (DI) betegségcsoport. Jellemzdje a nagy mennyiségii napi vizelet
(>30 ml/ttkg/nap), a hiposztenuria (hig vizelet; <250 mmol/kg) és a folyadékegyensuly
fenntartdsdhoz szukséges kovetkezményes polidipszia. A klasszikus triasz (poliuria,
polidipszia, hiposztenuria) a DI-t megkilonbdzteti a diébetesz mellitusztol. DI esetén
nincs nagy mennyiségii cukor a vizeletben, eredetileg a nevét is a megkllonbdztetés
miatt kapta: az inszipidusz ,,iztelent” jelent. A definicié megkiilonbozeti tovabba a tobbi
ozmotikus diurézis formatdl is.

A DI betegcségcsoport négy forméaja ismert (ezekben az esetekben teljesul a
fenti definicid): centralis DI (CDI), nefrogén DI (NDI), gesztaciés DI és a primer
polidipszia (145). A CDI esetén a probléma az AVP elvélasztasaval van, abszolut vagy
relativ hormonhidnyos allapot alakul ki. NDI betegségrél beszéliink, ha a jelenlévo AVP
hormon a vese célsejtek valamilyen defektusa miatt hatastalan. A gesztaciés DI a
terhességben bekovetkezd (kor)élettani valtozasok kovetkezménye és bar hasonldsagot
mutat a CDI-vel, az eltéré mechanizmus indokolja a kiillonvalasztast. Ebben a specialis
betegcsoportban ugyan elvalasztasra kerll az AVP, mégis relativ hiany alakul ki a
fokozott lebontas miatt. A primer polidipszia esetében az arginin-vazopresszin rendszer
miikddése zavartalan. S6t, a nagymennyiségli folyadékbevitelre adott kompenzacios
valasznak tekintheték a valtozasok. A belgyOgyaszati gyakorlatban kilon szoktak
valasztani a tobbi formatdl az igen eltéré mechanizmus miatt.

CDI és a NDI esetén megkillonbozetiink szerzett és velesziletett formakat. A
Dolgozatban csak a velesziletett formakrol értekeziink, a szerzett DI patologiaja igen
szerteagazo és nem kapcsolddik a bemutatando kutatas koncepcidjahoz. A velesziiletett
formak a DI-os esetek kb. 10%-aért felelnek (145). A genetikai alapon kialakuld
betegségekre jellemzd, hogy terdpidjuk tervezése csak az egyes mutacidk sejtélettani
kovetkezményének megértésével lehetséges. A kovetkezend6kben bemutatjuk a

velesziiletett DI molekularis szintli alapjait €s az ezek alapjan alkalmazhat6 lehetséges
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terapias stratégiakat, kilonos tekintettel a V2R funkcioveszté mutaciok altal okozott
NDlI-re.

2.3.1.1. Veleszuletett centralis diabétesz inszipidusz

A veleszilletett CDI esetén a genetikai mutacio olyan eltérést okoz, amely csokkent
AVP elvélasztashoz vezet. Az AVP gén tobb, mint 50 mutécidja ismert, amely mutécidk
autoszomalis dominans vagy recessziv modon 6roklédve CDI-hez vezetnek (145). A
mutéciok tobbféle mechanizmussal is létrehozhatjék a fenotipusra jellemz6é AVP hianyt.
A genetikai megbetegedésekre jellemzd protein tekeredési hibabol fakadé mechanizmus
ismert a CDI esetében is. A mutacio kovetkeztében az ER-ban nem torténik meg a
megfelelé fehérjekonformacio kialakuldsa, emiatt az nem jut tovabb a Golgiba. A CDI
ezen forméajaban az érdekesség, hogy a hibas AVP felhalmozodasa citotoxikus és a
magnocellularis neuronok sejthalalat okozza. A mechanizmus egyuttal magyarazat a
betegség autoszomalis dominans 6roklédési mintazatara (146). Hasonld mechanizmusu
az a CDI tipus, amelyben az ER retenci6t stlyosbitja a vad tipusu és a mutans AVP
kozott létrejovo heterodimerizacid. A vizsgalatok szerint a mutans protein dominans
negativ tulajdonsaggal bir (147). A magnocelluléris neuronok pusztulasaval jar6 CDI
formakra jellemzO, hogy az akkumulacié és a kovetkezményes sejthalal id6ben
elh(z6do folyamat. Emiatt — szemben a sziletés utdn azonnal tlineteket okozo
velesziletett NDI-vel - a betegség altalaban az els6 életévet kovetden jelentkezik (148).
A recessziven 0roklodé CDI sokkal hamarabb manifesztalodhat. Jellemzo tovabba,
hogy a betegseg megjelenesenek sulyossaga is valtozatos lehet (145).

A betegseg terapiaja az AVP hatasanak potlasa az egyébkent egészséges V2R-
okon. Az AVP adasnhak azonban sulyos mellékhatasai lehetnek, amelyek kozil
kiemelendék a Vl1aR-on keresztil létrehozott kardiovaszkularis hatdsok. A CDI
terapiajaban az attorést az AVP analog dezmopresszin (ADAVP) megjelenése okozta.
A dDAVP-t a az AVP strukturalis mddositasaval hoztak létre a 1973-ban Manning
laboratériumaban (149). A dDAVP eldnye, hogy affinitasa jelentésen nagyobb a V2R-
hoz, mint V1aR-hoz. Ez standardizalt kortilmények kdzott in vivo patkanyokban mérve
3000-szer nagyobb antidiuretikus hatast jelent, mint vazopresszor valaszt (150). A

peptid elényds tulajdonsaga, hogy féléletideje és hatastartama hosszabb, mint a
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fiziologias hormoné. A betegek életminéségét jelentésen javitotta, hogy a
desmopresszin  készitmények nemcsak parenterdlisan, hanem intranazalisan is
adagolhatok. Mindezek hatasara a dDAVP a CDI betegség terapidjaban elsoként

valasztando szer az elmult évtizedekben, jol toleralhatd mellékhatasokkal (151).

2.3.1.2. Velesziletett nefrogén diabétesz inszipidusz (NDI)

A veleszuletett NDI genetikai alapja az AVPR2 vagy AQP2 génekben bekovetkezett
mutécid, amely elvaltozasok szinte minden — a fenotipust egyértelmiien mutaté - NDI
betegben kimutathatok. A velesziletett NDI hatterének felfedezése szorosan
Osszekapcsolodik a betegségben érintett gének klonozédsaval. Az AVPR2 gén
érintettségét a szekvencia leirasat kovetden tobb munkacsoport is kimutatta. Egy évvel
kés6ébb kertilt klonozasra az AQP2 gén és rovidesen kimutattak oki szerepét egyes NDI
betegekben (89). A velesziletett NDI kiilonbozé formait az eltéré oroklédési
mintazattal kulonitjik el a nomenklatirdban. Az AVPR2 gén mutacioin alapuld NDI X-
kromoszomahoz kototten, recessziven oOroklédik (XNDI). Az AQP2 mutacio

autoszomalis dominéns vagy recessziv 6roklédést mutat (ADNDI és ARNDI).

Autoszomalis DI

Az autoszomalisan 6rokléddé DI formak az AQP2 csatorndban bekdvetkezd mutaciok
kdvetkezmenyei és a veleszuletett DI esetek 10%-aért felelosek. A 12. kromoszoman
elhelyezked6 AQP2 gén termeéke a 271 aminosavbdl all6 AQP2 csatorna. A 6
transzmembran doménbol alld monomer fehérje tetramerizacidja hozza létre a
vizcsatornat (152). A vizcsatorna sejten belili elhelyezkedését fizioldgiasan a V2R
aktivitdsa befolyasolja a vese gylijtdcsatorna sejtjeiben. A DI-hoz vezeté AQP2
mutaciok mechanizmustol fliggben recessziv vagy dominans Oroklodésmenetet

mutatnak.
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Autoszomalis dominans nefrogen diabétesz inszipidusz

Az ARNDI esetében olyan 40 mutacio ismert, amely koroki szereppel bir (153). A
poliuria alapja, hogy a V2R aktivitas fokozddasanak ellenére nem kovetkezik be a
csatornak kihelyez6dése az epitélsejt apikalis membranjaba. Az esetek tulnyomo
tobbségében misszenz mutécié okoz aminosavcserét a vizcsatorndban. A megvéltozott
tekeredés miatt a V2R mutécidkra jellemz6 ER retencio kévetkezik be. A felhalmozodo
AQP2 fehérjék végul lebontasra kertilnek (154). A felhalmozodo vizcsatorndk egy része

a kisérletes adatok alapjan funkcionalis lehet a retencio megsziintetése esetén (155).

Autoszomalis recessziv nefrogén diabétesz inszipidusz

A velesziiletett DI betegségek koziil az ADNDI fordul elé a legritkabban (<1%), az
ismert mutaciok mennyisége is kevesebb, mint a tobbi formaban. Szemben az el6z6
formaval, ADNDI mutéaciok minden esetben funkciondlis csatornat eredményeznek,
mert a mutaciok kivétel nélkiil a csatorna vizvezetésben részt nem vevé C-terminalisan
helyezkednek el (153). Ezek a mutécidk a csatorna sejten bellli elhelyezkedését
befolyasold iranyitd szakaszokat érintik, ezért az nem jut ki az apikalis membrénra
(154). Ezek a csatorndk nem maradnak vissza az ER-ban és képesek tetramerbe
rendez6édni (156). Minden olyan tetramer, amely tartalmaz mutans alegységet, érintetté
valik. Ez a gyljtdcsatorna epitél sejtjének szintjén azt jelenti, hogy minden 16.
vizcsatorna funkcidképes a csak vad tipusi monomer 6sszetétel miatt (153). Erre
vezethetd vissza, hogy az ADNDI betegek tlineti késébbi életkorban kezdddnek,
enyhébbek, mint az ARNDI-ben és a betegek részlegesen valaszolnak dDAVP adasara
(154).

X-hez kotott nefrogén diabétesz inszipidusz

A velesziiletett NDI-s betegek kb. 90%-ban a betegség hatterében a V2R funkcidveszto
mutacioja all (153). A betegségre az 6roklodésmenetbdl fakadodan jellemzé, hogy
tulnyomoreszt férfiak érintettek. Ismertek azonban esetek, amelyekben ndk is

kiilonb6z6 sulyossagu NDI tiineteket mutattak (157). Egy japan populacion végzett
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vizsgélat alapjan az AVPR2 mutaciét hordozé ndk negyedében volt kimutathato
poliuria, 6%-ban pedig ez a tinet talmutatott az enyhe diabétesz inszipiduszon, a teljes
format mutatva (158). A hordozo nékben létrejovo tiinetek alapja az egyenlétlen X-
inaktivacio: az apai és anyai kromoszomak inktivalodasanak aranya a szervezet
sejtjeiben normal eloszlast mutat, amelynek maximumhelye az 50-50%-os aranyon all.
Leteznek néi betegek, akiknek sejtjeiben az inaktivalodasi arany eltolodott az
egészseges AVPR2 gént tartalmazd X-kromoszéma kardra (157). Fontos felismerés
ugyanakkor, hogy az X-inaktivaciés mintazat vizsgalatara altalanossagban hasznalt
limfocitdk nem feltétlenll tiikrozik a betegségben érintett vese mintazatat (159).

Az XNDI alapjat képez6 AVPR2 mutaciokbdl jelenleg tobb, mint 250 féle
ismert, amely mutéciok kb. 300 csaladban voltak kimutathatdéak (160). Ismert tovabba
tébb, mint 20 polimorfizmus, amelyek a populacié kb. 1%-ban vannak jelen, azonban
NDI tuneteket nem okoznak (153). Ugyan a betegek jelentds része egyedi mutaciot
hordoz, ismertek olyan mutaciok, amelyek egyes teriileten jelentds halmozddast
mutatnak. llyen mutaciok a Hopewell (T71X) és Cannon (L312X) mutacidok. Az XNDI
incidencija becsléseken alapul és terlleti eltéréseket a mutathat: 8,8 (x4,4)/1 millié
ferfi élvesziiletésre tehet6 (89).

Spanakis és munkatarsai kiterjedt vizsgalattal (326 f6 211-féle mutacioja)
megallapitottak, hogy a mutécidk kozul a leggyakoribb tipus a misszenz mutécié, amely
48,34%-0s frekvenciaval birt és a csalddok tobb, mint a fele érintett volt. A mésodik
helyen az 50 nukleotidnal nagyobb szekvenciak delécioja allt (16,66%). Ugyancsak
relative gyakori tipus a frameshift delécié (mérettdl fuggetlentl Gsszesen tobb, mint
21%) ¢és a nonszenz mutacio (9%). Egyéb tipusok lényegesen ritkabban fordulnak eld
(160). A receptort sematikusan a 4. abra szemlélteti, feltintettve az ismert
funkcioveszté mutaciok egy részét és a kiemelt fontossagd DRY- és NPXXY

motivumokat.
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A V2R és az ismert funkciovesztd mutaciok. Piros kiemeléssel az NPXXY-, kék
kiemeléssel a DRY motivum Keriilt jelolésre. Moeller és munkatarsainak abraja,
maodositva (161).

Az XNDI sejtélettani alapjai

A V2R funkcidvesztésén alapul6 XNDI hatterében all6 mutacidkat sejtélettani
mechanizmus és funkcié alapjan csoportositjak, mintaul véve a cisztikus fibrozis
eltérések (kuldn csoport vagy alcsoport képzés), de a Iényeglk, illetve a csoportositas
alapja ugyanaz. A mutécidok szekvenciajanak analizise nem elégséges a csoportba
sorolashoz, a mutans V2R-okat minden esetben funkciondlis vizsgalatok ala kell vetni
ahhoz, hogy a fenotipust l1étrehoz6 sejtélettani mechanizmusra fény derdljon.

I. osztalylak azok a mutacidk, amelyek esetén nincs effektiv V2R protein
mutans szekvencia megvaltoztathatja a promotert, a splicing helyét az mRNS-ben,
illetve ismertek olyan mutaciok, amelyek az mRNS stabilitasat érintik. Fontos, hogy
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ebbe a csoportba tartoznak azok a frameshift mutaciok, amelyek annyira révid protein
szintéziséhez vezetnek a korai stop kodon miatt, ami gyorsan lebontasra keril. Ha a
degradacio nem torténik meg, akkor a V2R mutans masik osztalyba tartozik (153). Az
osztalyba sorolhaté példak a korai stop kodont okoz6 W284X, Q119X, R337X és
W71X mutécidk (154,162,163). Hasonlban viselkedik a delécio miatti frameshiftet (és
kdvetkezményes korai terminalddast) okozé 458delG; 161X mutacié (164). A 733-
738insG és 700delC mutansok esetében a transzlacio elégtelen vagy rendkivil gyors a
degradacio, mert nincs protein produktum a sejtekben (165,166).

A 1l. osztalyba tartozik az AVPR2 misszenz mutaciok tlilnyomé tébbsége, igy az
0sszes XNDI-t okoz6 mutaciok tdbb, mint 50%-a (154). A tipusra jellemz6 hogy a
misszenz mutécid teljes hosszusagu proteint eredményez (nonszenz mutaciok is
ismertek, késoi stop kodonnal), azonban az aminosav csere kovetkeztében a V2R nem
képes felvenni a megfeleld konformaciot (tekeredési defektus) az ER-ban chaperon
fehérjék hatasara. Az ER mindségellendrzé rendszere a hibasan tekeredett V2R-t
felismeri és visszatartja (153). A visszatartott receptorok végul proteoszomalis
degradaciora kerulnek (167). Bar a legtobb esetben a retenci6 az ER-ban torténik,
ismertek olyan mutansok is, amelyek az érés késobbi fazisaig eljutnak, és a Golgiban
torténik a felhalmozodasuk (168). A terapia szempontjabol kiemelendd, hogy az ide
tartoz6 AVPR2 mutaciok funkciéra képes V2R-t kodolhatnak, a probléma az ER
retencié miatti alacsony plazmamembran kifejez6édéssel van (160).

A TII. osztalyra jellemz6, hogy a misszenz mutécid teljes hosszisagu V2R
proteint eredményez, kijut a plazmamembranra, de a receptor csokkent funkcioju vagy
funkcioképtelen. Egyik altipusdban (Illa) a fiziologids hormon megkdtését kovetden a
mutans receptor aktiv konformécidja csokkent G-fehérje kotéssel és/vagy aktivalasi
tulajdonsaggal bir (153). A V2R jelatvitelének ennyire durva hibaja a fizioldgias
miikodést ellehetetleniti és XNDI betegséghez vezet. A llla osztalyba tartozik a D85N
és P322S mutécid is. A IIIb altipus (egyes szerz6k IV. osztalynak nevezik) elégtelen
funkcidja a csokkent ligandaffinitas kovetkezménye. Mig a Illa osztalyba tartozd
mutaciok jellemzben a transzmembran és intracellularis receptorrégiokban fordulnak
el6, a IIIb osztadlyl mutaciok inkabb transzmembran és extracellularis szakaszokra
jellemzoek (153). Mig a ligandkot6 zsebben (és kérnyekén) elhelyezkedé aminosavak

mutécidja Illb-oszalya elvéltozast okoz, addig fontos hangsulyozni, hogy ez forditva
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nem feltétlenll igaz (165). Eltéré régioban bekovetkezé aminosav szubsztitlcio miatt is
valtozhat ugy a receptor harmadlagos szerkezete, hogy az a ligandkotéshez keveshé
optimalis konformécidt eredményezhet.

Az R137H mutacié azonositdsa sziikségesse tette egy tovabbi (IV.) osztaly
létrehozasat, mert az eddigiektdl eltéré6 mechanizmussal hoz 1étre XNDI-t. Barak és
munkatarsainak vizsgalata alapjan az R137H mutans agonista jelenléte nélkil, inaktiv
(G-fehérjét nem koté) konformacioban foszforilalodik és p-arresztint kot. A P-
arresztinnel egyltt a receptor endocitdzisra kerll és intracellularis vezikuldkban
halmozddik. A folyamat kovetkezménye az alacsony plazmamembran kifejez6dés és
AVP érzéketlenség (169).

Ismertek tovabba olyan mutaciok, amelyek tdbb osztaly tulajdonsagaival is
rendelkeznek. Jellemz6en ezek olyan misszenz szekvencia eltérések, amelyek részleges
ER retenciés V2R-t eredményeznek, a receptorok egy hanyada kijut a sejtfelszinre. A
Kijutott receptorok azonban a III. osztalyra jellemz6 zavartdl is szenvednek. Robben és
munkatarsai az R113W, G201D és T204N mutansok esetén mutattak ki ilyen kombinalt
mechanizmust (170).

A komplett XNDI teljes V2R funkci6zavarral jar és a mutéciok tulnyomd
tobbségére ez a forma jellemzé. Ismertek azonban olyan mutaciok, amelyek bizonyos
fokig megtartott V2R funkcidval jarnak egyitt, ezt a betegséget részleges XNDI-nek
nevezi az irodalom (89). Az elsé megismert részleges XNDI-t okoz6 mutécié a D85N
mutacio volt (171). Ismertek olyan mutaciok, amelyek mind részleges-, mind teljes
XNDI-t okozhatnak, ilyen példaul a V88M mutacio (89). A reszleges fenotipust okozd
mutaciok a Il. osztalyba tartoznak, a megtartott funkcio hatterében pedig a valtozatos

aranyban plazmamembranra kijuto, ER retenciotol megmenekiilé V2R-k allnak.
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2.3.2. A velesziletett NDI klinikuma

2.3.2.1. A velesziletett NDI tUnetei

A DI betegségcsoport legnyilvanvalobb tiinete a poluria és a kdvetkezményes
polidipszia. A poliura definicioja a 3 I/nap mennyiseget meghaladd vizeletprodukcid
felndtteknél és a 2 1/m>-nél nagyobb gyermekeknél (172). A veleszilletett DI-os betegek
felnottként a  vizhomeosztazis  szabalyozasanak  eredményeként megjelend
szomjusagérzetet extrém vizfelvétellel kompenzaljak. Amennyiben a vizfelvétel és a
vizelet mennyisége egyensulyban van, felndttekben egyéb nyilvanval6 tiinetetek nem
alakulnak ki. A NDI felndttkorban megfeleld koriilmények kozott nem okoz
¢letveszéElyt, ugyanakkor az életmindséget jelentsen rontja. A betegekre jellemzo a 10
I/nap mennyiséget meghaladd vizeletmennyiség, amely vizeletiritési gyakorisag és az
egyensuly fenntartasahoz szlikséges nagy mennyiségii vizfelvétel precizen szervezett és
kompromisszumokkal teli életmddot kivan. Igen hatranyos tovabba a betegekre nézve,
hogy a nokturia és éjszakai vizivas gyakorisaga miatt gyakorlatilag nem alszanak at egy
¢jszakat sem. A velesziiletett NDI csecsemdkben nyilvanvald tiineteket okozva hamar
felkelti a sziildk gyanujat. A poliuria miatt a csecsemd nagyon gyakran, erdteljesen
szopik. Ugyanakkor a csecsemék esetében probléma, hogy a gasztrointesztinalis
rendszeriik fejletlensége miatt a nagymennyiségii folyadékfelvétel refluxot, kozvetlendl
a szoptatas utan hanyast hoz létre (89).

Az el6zbéekben leirtak szerint a felndttek folyadékfelvétellel kompenzaljak a
poliuriat és altalaban nem alakul ki stlyos sz6vOdmény az NDI talajan. A csecsemok
azonban sérilekenyebbek, mert nem képesek a szilok felé specifikusan a
szomjusagérzésuiket kdzvetiteni. A nagymennyiségii, hig vizelet produkcié nem-adekvat
folyadékfelvétellel kombinalddva hipernatrémids hipovolémiat okozhat a csecsemokben
vonhatja maga utan (173). A fejlett vilag egéeszseégligyi rendszerében a hipernatrémias
hipovolémia kezelhet6 allapot, igy az NDI talajan kialakulo mentalis retardacio extrém
ritka. Ugyanakkor kimutattdk, hogy az NDI-s gyermekek kozott igen gyakori a
figyelemhianyos hiperaktivitas-zavar (174). Bockenbauer és Bichet felvetette, hogy ez a

zavar allatkisérletek alapjan lehet a magasabb plazma AVP koncentracié kozponti
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idegrendszeri hatasanak is a kévetkezmeénye is (89). Fontos azonban megjegyezni, hogy
ez esetben nem akut AVP hatésrdl lehet sz, hiszen a vizsgalt iskolaskord gyermekek
mar képesek egyensulyt tartani vizfelvétellel, igy nem véarunk emelkedett Na* és AVP

plazmakoncentraciot.

2.3.2.2. A velesziletett NDI diagnozisa

A velesziiletett NDI diagnézisanak felallitdisahoz szikséges differencialdiagnosztikai
Iépéseket Kklinikai ajanlasok foglaljak 0ssze és szabalyozzak (175). A kovetkezOkben
ezeket ismertetjik. A poliuria differencidldiagnozisa soran az ozmotikus diurézis
kiilonb6z6 formait és a primer polidipsziat kell a DI betegségcsoporttdl elkiloniteni. A
DI csoporton belll a veleszilletett — szerzett, centralis — nefrogén formak felismerésén
van a hangsuly. A diagnosztikus stratégia szerint az anamnézis (kifejezetten fontos a
csalddi anamnézis) felveti a gyanit, amelyet specifikus klinikai tesztetek erdsitenek
meg. Szabad folyadékfelvétel mellett a plazma natrium koncentracidja ritkan hasznos.
A velesziiletett NDI esetén a pontos eltérés csak a genomialis DNS megfeleld génjeinek
szekvenalasaval allapithaté meg.

Anamnézis: a poluria megjelenésének ideje alapvetd segitséget nyujt a
differencialdiagnézisban. A felnéttkorban, hirtelen jelentkezé DI szinte kizérdlag a
szerzett forma esetén fordul el6. A velesziiletett NDI talnyomo részt a sziiletést kovetd
elsd héten poliuridval jelentkezik, a velesziiletett CDI az elsd életévben, igen ritkan
fiatal felnbttkorban jelentkezik (145). A korabbiakban leirtaknak megfeleléen az
ADNDI és ARNDI esetében is van megjelenési eltérés a patomechanizmus
kiilonbozdsége miatt.

Csaladi anamneézis: Mind a CDI, mind az NDI velesziletett formaiban a csaladi
anamnézis preciz felvételével jellegzetes halmozodast lehet felfedezni. Az 6roklddési
mintazat (X-hez kotott — autoszomalis) alapvetd segitséget nyujt az NDI-ben érintett
genetikai hattér becslésehez.

Vizeletiirités mérése: a napi vizelet mennyiség mérése a DI betegségcsoport
diagnosztikus kovetelményei koziil a legalapvetobb.

Plazma- és vizelet laboratoriumi vizsgalata: a poliuria hatterében all6 CDI, NDI

és primer polidipszia betegségeket a vizelet alacsony ozmolaritasa kilonbozteti meg az
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ozmotikus diurézisektdl. Szabad vizfelvétel mellett a felnéttekben nem varhato
hipernatrémia, de  magas-normalis  plazma Na® koncentraci6  alacsony
vizeletozmolalitassal eléfordulhat és segithet a diagnozis felallitasaban.  Normalis
plazma Na" koncentracio melletti 600 mOsm/kg viz feletti vizelet ozmolaritas kizérja a
DI lehetdségét. A hipernatrémia a csecsemdkben alacsony vizeletozmolalitassal
parosulva eléfordulhat és nagy segitség a DI felvetésében. Alacsony plazma Na* (<137
mM) és vizeletozmolalitds (kevesebb, mint a plazmaozmolalitds fele) a primer
polidipsziara patognomikus.

Vizmegvonas teszt: a primer polidipszia, a CDI és NDI elkiilonitésének ,,gold-
standardja” a vizmegvonas teszt. A vizmegvonas sordn egészséges egyénekben a
plazmaozmolalitds emelkedése az AVP koncentracio fokozodasan keresztil a
vizeletozmolalitas emelkedését vonja maga utan. Egészségesekben a 295-300 mOsm/kg
plazmaozmolalitds elérése és/vagy 145 mM plazma Na* koncentraci6 meghaladasa
maximalis vese AVP hatast hoz létre, igy a teszt soradn diagnoszikus célbdl adott
dDAVP nem fejt ki tovabbi vizeletkoncentrdld hatast. A teszt soran a felnéttek
vizmegvonasa 600 mOsm/kg viz feletti vizeletozmolalitas végpontnal befejezodik, mert
intakt AVP felszabadulast és hatast jelez. A primer polidipszias betegek diagndzisa
ennél a végpontnal feldllithaté. Nincs olyan részleges DI, amely ezt a
vizeletozmolalitast lehetévé tenné. Amennyiben az el6z6 végpontot a teszt soran nem
éri el a beteg, dDAVP-t adunk a kovetkez6 koztes pontok elérésekor: az emelkedd
plazmaozmolalitas ellenére a vizelet ozmolalitdsa stabil 2-3 egymast kdvetoé orankénti
mérésben vagy a plazma ozmolalitdésa meghaladja a 295-300 mOsm/kg viz értéket
és/vagy a 145 mM plazma Na" koncentraciot. Az intravénas (hozzaférhetéség 100%)
vagy intranazalis (kevésbé invaziv) ADAVP adast kovetden elkiilonithetk a centrélis és
nefrogén DI formak. NDI-ben nincs dDAVP valasz, CDI-ben pedig tébb, mint 100%-0s
vizeletozmolalitas emelkedest mérhetiink. A részleges formak esetén a dDAVP adasa
utdn létrejon valasz, s6t az emelkedés szdzalékosan nagymértékii lehet. Az elkiilonitést
egyértelmiivé teszi a jelenség, miszerint a CDI esetén a vizelet izozmotikus vagy
hiperozmotikus lesz az agonista hatasara, szemben a részleges NDI-vel. Gyermekekben
a teszt kissé modositott valtozatat végezziik. Csecsemokre és kisgyermekekre veszélyes
lehet a vizmegvonas, ezért a korabban leirt laboratoriumi tendencidk esetén csak a

dDAVP adas torténik meg (hiszen a primer polidipszia mar kizarésra kerllt). Ha mégis
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sor kerll a megvonasra, az szigorl monitorizalas mellett torténik, sz&mos biztonsagi
végpont altal hataroltan.

AVP koncentracio mérése: Az AVP koncentracié mérése torténhet a plazmaban
és a vizeletben is. A korabban leirtak szerint, a mérésnek csak a vizmegvonasos teszt
a teszt alatt kizarja a CDI-t, az emelkedés mellett 1étrejové megfelelé vizelet
koncentralas pedig kizarja az NDI-t. A tesztnek komoly limitacidi vannak: az egyes
tesztek érzékenysege igen alacsony lehet, az AVP pedig instabil a plazmaban (176). A

korabban emlitett kopeptin mérés jelenthet megoldast a problémakra.

2.3.2.3. A veleszlletett NDI terépidja

A klinikumban rutinszertien alkalmazott terapia csak szupportiv, a tiinetek enyhitésere
koncentrdl, a poliuriat megsziintetni nem tudja. Az NDI, a V2R és az AQP2 elmult két
évtizedben intenziv kutatdsi témak voltak, igy tébb nem-konvencionélis terapias

stratégia is felvetésre keriilt. Ezen 0j lehetdségek a sejtélettani patomechanizmusok

crer

Jelenlegi terapia

Diéta

A vese miikodésébdl kovetkezik, hogy a kivalasztott vizelet térfogata az ozmotikus
terhelést6]l fliigg. A megfelelé formulakkal kiszamolhatdo az az optimalis ozmotikus
terhelés, amelyet a taplalékfelvétellel juttat be a beteg (177). Természetesen fontos
tigyelni arra, hogy a csecsemdkorban a folyadék és energia bevitel szorosan dsszefiigg,
ezert az ozmotikus terhelés minimalizalasa mellett kell biztositani a megfelelé protein

és energia bevitelt (89).

Tiazid diuretikumok

41



DOI:10.14753/SE.2016.1884

A tiazid diuretikumok igen régéta a klinikumban hasznélt terdpia sarokkovei,
ugyanakkor miikodési mechanizmusuk nem teljesen tisztdzott. A tiazid diuretikumok
hatdsat az 1950-es években bizonyiottdk (178). Egészen az elmult iddszakig a
vegytiletek miikodési mechanizmusaban a tiazid diuretikum-érzéekeny SLC12A3
transzporter szerepét tartottdk egyedilallonak. Az elképzelés szerint a transzporter
gatlasa csokkenti a disztalis kanyarulatos csatorndban a NaCl rezorpciot, amely
kovetkezményes vizelet ozmolalitas emelkedéshez vezet. A Na* vesztés miatt csokken a
keringd vérvolumen, amely végiil a glomerularis filtracio csokkenésen keresztil jarul
hozza a vizelet mennyiségének redukciojahoz (89). Az elmélet azonban nem alkalmas
onmagaban ezen diuretikumok hatasdnak megértéséhez. Egy kdzelmaltban publikalt
kdzlemény szerint a tiazidok hatdsa megmaradt a transzportert kodolé gén knock out
egerekben. A jelenség magyarazatdban a Na® visszaszivas csokkenését tartottak
kulcspontnak. A szénsav-anhidraz gatlésa tiazid diuretikummal a munkacsoport szerint
noveli a proximalis tubulusban a Na® koncentraciot, amely a tubuloglomerularis

feedback mechanizmus altal a filtraciot és igy a vizelet mennyiségét is csokkenti (179).

PGE2 szintézis gatlok

A nem-szteroid gyulladasgatlok kozil a klinikumban az indometacint hasznaljak a NDI-

=77

csokkenti a PGE2 (prosztaglandin E2) Na'-rezorbcié gatlo hatasat. A proximalis
tubulus fokozott sO visszaszivasa vizmozgassal jar, ami vegul csokkenti a kivalasztott
vizelet mennyiségét (180). A mechanizmus elény6s hatasa DI-ban az 1980-as évek ota
ismert (181).

Igéretes terapias lehetéségek

V2R antagonistak

crer

funkcionald nem-peptid V2R ligandok. NDI-t okozé V2R mutacion mutattak Ki

Morello és munkatérsai, hogy a Il. osztalyba tartozO mutans receptor funkcidja
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megmentheté (182). A koncepcié nemcsak a V2R mutaciok vizsgalatdban jelentett
Oridsi attorést, hanem hasonlé patomechnizmussal tiineteket okoz6, més GFKR
szenvedd V2R funkcionalisan ép lehet (tehat képes ligandot kétni és jelatviteli utakat
aktivalni), de nem jut ki a sejtfelszinre, ahol a fiziologias peptid agonistaval, az AVP-
vel taldlkozhat. A V2R nem-peptid antagonistai sejtpermeabilis ligandok, atjutnak a
plazmamembranon, a receptorhoz koétédve az ER-ban a V2R konformacidjat
megvaltoztatjdk. Az antagonista-V2R komplex U0j konforméacidja atjut az ER
mindségellenérzé rendszerén és a receptor kijut a plazmamembranra. A farmakoldgiai
chaperon elnevezés a vegyiletek tulajdonsagaira utal: chaperonként segitik a receptor
megfeleld hajtogatodasat és szemben a kémiai chaperonokkal, amelyek a fehérjék érését
nem specifikusan segitik, ezek a vegyiletek egy adott receptor ligandjai. Az antagonista
a plazmamembranra kijutott receptorrdl disszocial, igy képes ahhoz a fiziol6gias
agonista kotédni és jelatvitelt aktivalni. Morello és munktarsai felfedezését szamos
vizsgalat kovette, amelyek alapjan szamos mutaciot képesek az antagonistak
megmenteni (184-187). Szerencsére a V2R-fiiggd NDI betegségek nagy része misszenz
mutacio miatt alakul ki (ebben az esetben van esély arra, hogy a receptor funkcidjanak
egy része megmaradjon) és ezek kozil igen gyakoriak a Il. osztalyba tartozok, amely
kortilmények a terapias metddus fontossagat hangsilyozzak. Az in vitro Kisérleteket egy
esetben in vivo klinikai vizsgalat kdvette. Az eddig egyetlen XNDI-s betegeken végzett
vizsgélatban a V1aR specifikus SR49059 vegytiletet hasznaltak. A szerz6k elgondolédsa
alapjan a kisebb V2R affinitds ugyan mersékeltebb ER kimentést és plazmamembran
expressziot okozhat, de elényosebb az AVP bekotésének szempontjabol a gyorsabb
antagonista disszociacid. A vizsgalt 6t betegben a vegyulet sikeresnek bizonyult, ugyan
mérsékelten, de csokkentette a vizelet mennyiségét (188). A késoébbi felhasznalast
sajnos limitalja, hogy a vegyilet egyéb Klinikai vizsgalatokban hepatoxikusnak
bizonyult és betiltottak. Ez azonban nem zarja ki a lehetdségét, hogy mas vegyiiletek a

késobbiekben a terapia részéveé valjanak.
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V2R agonistak

A nem-peptid V2R agonistak kis szama és korlatozott elérhetésége miatt eddig egy in
vitro vizsgalat mutatta be a vegyuletek igéretes hatékonysagat. Robben és munkatarsai
harom nem-peptid agonista mikodését vizsgaltdk ER retencioban. Az antagonistakkal
szemben egyértelmiinek tlinik az agonistak eldnye a hidnyzo receptor-gatlo hatas miatt.
A munkacsoport azonban tovabbi érdekességeket tart fel. A vegyuletek intracellularis
receptorok jelatvitelét voltak képesek aktivalni, anélkiil, hogy az aktivalt receptorok

degradalodtak volna, szemben a plazmamembran elhelyezkedésti V2R-ral (189).

Prosztaglandin receptor agonistak

XNDI egérmodellben mutattak be el6szoér az prosztaglandin E2 EP4 receptoranak
hatteréll a V2R fliggetlen cAMP jelpalya aktivalas szolgalhat, amely kihelyezi az
AQP2-t a gylijtécsatornak apikalis membranjaba. Hasonlo vizelethatdsokkal birt az
EP2R agonista adasa V2R gatolt patkdnyokban (191). A koncepcio teljes elfogadasa
varat magéara, mert éles ellentétben &ll a korabbiban is emlitett indometacin terapiéval
(177).

Szekretin receptor agonistak

A szekretin receptor agonistak hasznalata hasonlé alapon miikodhet XNDI-s betegben,
mint a prosztaglandin agonistaké. A gytjtdcsatornasejtek Gs-kapcsolt szekretin
receptorainak izgatasa athidalna a V2R mutécié okozta defektust. AVPR2 kondicionalis
knock out egerekben az agonista jelentésen emelte a vizelet ozmolalitast (192).
Aggalyokat vetn fel azonban a szekretin egyéb hatasainak sulyossdga (hanyas,

hasmenés, ajulas).
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Foszfodiészteraz gatlok

A gyljtécsatornak cAMP  szintjének emelése a lebontds gatlasaval megoldast
jelenthetne a NDI-s betegek szamara. Sajnos, amig a vegylletek egérmodellben emelték
a CAMP koncentraciot a sejtekben, emberben hatéstalanoknak bizonyultak (177).
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2.3.3. Koéros antidiuretikus hormon szindrémak

2.3.3.1. ,centralis” koros antidiuretikus hormon szindroma

Az arginin-vazopresszin rendszer alulmiikodési zavara nefrogén diabétesz
inszipiduszhoz vezet, tulmikodési zavarat koros antidiuretikus hormon szindroménak
hivjuk (syndrome of inappropriate antidiuretic hormone secretion- SIADH). A
betegséget Schwartz és munkatarsai irtak le 1957-ben, egyes konyvek Schwartz-Bartter
szindroménak is hivjak (193). A betegség hiponatrémiat okoz a tdlzott AVP szekrécio
és a kovetkezményes vizeletkoncentralas miatt. A SIADH jelenlegi ismereteink szerint
csak szerzett lehet, nem ismeriink ,centralis” velesziiletett format. A betegség
kialakulasénak héatterében gyakrabban ektopias AVP termelés all, kiilondsen a tiid6
Kissejtes karcindmai képesek a hormon kifejezésére (194). A kdzponti idegrendszer
érintettsége is gyakran szerepel az okok kdzott. Iszkémias és vérzéses stroke, valamint
fertézések ¢és koponya-agyi trauma lehet az etiologia. Egyéb, ritkabban szerepld
korokok is el6fordulhatnak, az exogén AVP (illetve dDAVP) adaskor hematologiai
zavarokban (195). A betegség kezelési lehetdségei koziil kiemelendé a V2R inverz
agonista tolvaptan terapias hatasa (196).

A kronikus SIADH-ban a betegek érdekes modon nem koncentrélt vizeletet
valaszthatnak ki az AVP-escape mechanizmus miatt. Ez azt jelenti, hogy a kezdeti
koncentralt vizelet kihigul, a plazma Na* koncentracié pedig egy Uj, alacsony szinten
stabilizalddik (197). A mechanizmus egyes részletei allatmodellben mar tisztazottak.
Egyrészt csokken, masrészt az ozmolalitastdl fliggetlenné valik az AQP2 kifejez6dése
(198,199). A koncentralas csokkenésenek masik komponense az egyebként AVP-fiiggd
expresszidt mutatd UT-3 traszporter gylijtdcsatorna bazolateralis membranjaban térténd
megjelenésének csdokkenése (200,201).

A SIADH betegsegnek a késébbiekben részletezett velesziiletett renalis formaja
alacsony plazma AVP koncentracioval jar egyitt. A hormon szintje azonban nem
kiilonbozteti meg a SIADH szerzett, ,,centralis” formédjatol, differencialdiagnosztikai
szempontbol kiemelendd, hogy eléfordul SIADH alacsony, s6t mérhetetlentil alacsony

AVP szinttel. Felvették, hogy emiatt helyesebb lenne az elnevezésben ,,antidiuretikus
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hormon” helyett ,,antidiurézis”-t hasznalni és igy SIAD-nak réviditeni a betegséget
(202). Az irodalomban ,,0zmosztat rezet”-nek hivjak, a termosztat-hémérséklet
pszichdzis, malnutricid) az ozmoreceptorok egyébként normalis szabalyozé funkcioja
egy Uj, a fizioldgidsnal alacsonyabb szintre all be. A betegeknek stabil, enyhe
hiponatrémigja van, valtozd sd- és vizbevitel mellett. Ebben az esetben terdpia nem

szlikséges, a kivaltd okot kell kezelni (195).

2.3.3.2. Nefrogén koros antidiurézis szindroma

A nefrogén koéros antidiurézis szindroma (nephrogenic syndrome of inappropriate
antidiuresis-NSIAD) egy kozelmultban feltart betegség. A Feldman és munkatarsai altal
2005-ben leirt korkép a SIADH veleszuletett, nefrogén formaja (202). A betegség
kialakulasanak a kozéppontjaban a V2R funkcionyeré mutacioja all. A betegséget egy 3
honapos és egy 2,5 honapos fil csecsemében diagnosztizaltak, akik irritabilitassal és
generalizélt rohamokkal kerultek felvételre. A fiatal életkor és a mérhetetlenil alacsony
végzokben. In vitro vizsgalat megerdsitette a feltevést, a mutans R137C és R137L
receptorokat kifejezé sejtekben jelent6sen emelkedett bazélis (agonista stimulus
hianyaban) cAMP koncentriciot mértek. A vizsgélatban kontrollként az addig mar
ismert R137H mutaciot hasznaltak, amely 1V. osztalyd mutansként NDI-t okoz.

Rochdi és munkatarsai vizsgaltdk tovabb sejtes rendszerekben az emlitett
receptorokat. Kisérleteikben igazolast nyert, hogy az NSIAD-hoz vezetd konstitutiv
aktivitas az R137C/L receptorok konstitutiv B-arresztin kotésevel és internalizacidjaval
jar egyuitt. Az internalizacio gatlasa tovabb fokozta az R137C/L receptorok aktivitasat.
Ezek alapjan arra a kovetkeztetésre jutotttak, hogy amig a konstitutiv internalizacio az
R137H mutacié eseten létrehozza az NDI fenotipust, addig az NSIAD-os betegek
tlineteit mérsékli. Az emelkedett bazalis aktivitdssal bir6 mutans receptorok cAMP
termelése AVP adésdval nem volt tovabb fokozhatd, tovabba nem volt gatolhatdo V2R
agonista tolvaptan vegyiulettel. Ugyanakkor AVP adésa az internalizaciot fokozta, igy
felvetették a lehet6ségét, hogy a betegek kezelésénél is ezt a jelenséget kellene

kihasznalni. Mivel az aktivitds nem fokozdédna AVP hatdsara, az alacsonyabb

47



DOI:10.14753/SE.2016.1884

plazmamembran receptorszdm a tineteket enyhithetné (204). A felvetés Klinikai
felhasznalhatdsagat limitalja, hogy az emlitett terdpia sulyos mellékhatdsokkal jérhat.
Més agonista (dDAVP) felhasznalhatosaga felmerdl, illetve az eredeti kdzlemény
szerint a gyermekek allapotat végul szupportiv terdpia rendezte (202).

Egészen 2012-ig kellett varni a mésodik mutécids lokusz felfedezésére. Az
R137C/L mutécidk mellett a jelenlegi ismereteink szerint csak a Carpentier és
munkatarsai altal publikalt F229V mutacié ismert, mint NSIAD-ot okoz6 genetikai
eltérés. A mutaciot a kutatok egy 3 honapos fii csecsemdben azonositottak, aki felsd
léguti infekcidval és apnoeval Kkerdlt hospitalizaciora. A Kivizsgélas soran azonositottak
hiponatréemigjat és alacsony plazma AVP szintjét. A kés6bbi honapokban az apnoe
ismétlodott, felvételt kovetden perzisztaldo hiponatrémiat és rendkivil alacsony AVP
koncentraciot mértek. Genetikai vizsgalat vetette fel, hogy az F229V, mint ismeretlen
mutacio NSIAD-ot okozhat. A mutans V2R in vitro vizsgélata az addig ismert R137C/L
mutansoktol eltérd tulajdonsagokat tart fel. Az F229V-V2R konstitutiv cAMP termelése
nem jar egylitt B-arresztin kotessel és internalizacioval. Tovabbi fontos kilonbség, hogy
a receptor karos aktivitasa V2R inverz agonista tolvaptannal és satavaptannal gatolhato,
AVP-vel tovabb fokozhato volt. Mindezek alapjan a szerzék felvetették, hogy ezen
mutéciét hordozok esetén a tolvaptan lehet a terdpia alapja. Fontos tovabba
megjegyezni, hogy e mutacio publikécidjaig az irodalom az NSIAD felismeréseben a
tolvaptan-rezisztens SIADH klinikai képének sziikségességét hangsulyozta (205).

Jelenleg az eddig bemutatott R137C, R137L és F229V NSIAD mutacidk
ismertek. Felvetették, hogy a V266A mutacio is esetleg hasonlo eltéréshez vezethet, de
Armstrong es munkatarsainak eredmenyei alapjan a V266A polimorfizmus, amely nem
vezet NSIAD-hoz (206,207). A mutéciok felfedezését kovetéen az R137C eltérést
kimutattdk mas hiponatrémias csaladokban is. Az érintett csaladok kozos jellemzdje,
hogy amig a betegség felndttekben tiinetmentes lehet, a csecsemdk fokozott
vulnerabilitast mutatnak, a tinetek leggyakrabban tdénusos-klonusos, generalizalt
gorcsok formajaban jelentkeznek (206-208).

48



DOI:10.14753/SE.2016.1884

3. Célkitiizések

Kisérletes munkank alapkoncepciodja betegséget okozé GFKR mutéciok vizsgélata volt.
Béar szamos betegség patomechanizmusdban funkcionyeré vagy -—veszté GFKR
mutaciok jatszanak alapvetd szerepet, vizsgalataink kdzéppontjaba a V2R-t helyeztik.
Alapfeltevésiink szerint a V2R mutaciok intenziv kutatasanak ellenére létezhetnek
ismeretlen mutaciok, illetve az ismertek csak kis toredékének esetében feltart a mutacio
sejtélettani kdvetkezménye. Munkahipotézisink szerint a klinikai betegség azonositasat
kovetéen genetikai vizsgalatokkal az AVPR2 gén mutécidja, mikroszkopos és
funkciondlis vizsgalatokkal a kdvetkezményes patologidas eltérés molekularis
mechanizmusa felderithet6, valamint az eredmények alapjan terapias stratégia is

felvethetd.

A Dolgozatban bemutatott kisérletekben a kovetkez6 kérdésekre kerestiik a vélaszt:

1. Milyen genetikai eltérés mutathatd ki a Il. sz. Belgydgyaszati Klinikan kezelt
nefrogén diabétesz inszipiduszos betegben? Az eltérés milyen sejtélettani
kovetkezményekkel jar, mi a betegség patomechanizmusa? Milyen terapias

stratégia lehet célravezetd a konvencionalis terapiara nem reagald betegnél?

2. Van-e hatasa a receptor funkcidra egy nemetorszagi csalddban azonositott, eddig
nem ismert, NSIAD betegséghez vezet6 V2R mutacionak? Milyen
tulajdonsagokkal jellemezhetd a mutacid miatt 1étrejovo receptor konformacid?

Milyen terdpias mddszer johet szdba a mutaciot hordozé csalad esetében?
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4. Anyagok és madszerek

4.1. Felhasznalt anyagok

A molekuléris bioldgiai modszerekben felhasznalt enzimeket és puffereket a Fermentas
(Vilniusz, Litvania) és a Stratagene (La Jolla, CA, USA) cégektdl vasaroltuk. A DMEM
(Dulbecco altal modositott dsszetételit Eagle médium), Opti-MEM®, pcDNA™ 3.1,
magzati borju szérum (FBS), Lipofectamine 2000™, Versene® anyagokat az
Invitrogen™ Life Technologies (Carlsbad, CA, USA) cégtél vasaroltuk. A
colenterazine h-t a Regis Technologies (Morton Grove, IL, USA) széllitotta. Az anti-
HA Alexa488 a Life Technologies, illetve névvaltast kovetben a Thermo Fisher
Scientific (Carlsbad, CA, USA) cégektdl rendeltiik. A sejtkulturdk fenntartasahoz,
transzfekciokhoz és a mérésekhez hasznalt edényeket a Greiner Bio-One-t6l véasaroltuk
(Kremsmdinster, Ausztria). A mérésekben hasznalt HEK-293 (human embrionalis vese)
sejteket az ATCC-t6l (American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA)
szereztilk be. Minden mas, kulén nem jel6lt anyagot a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA) cégtdl vasaroltuk.

A vizsgéalatainkban hasznalt 2-es tipusu vazopresszin receptor cDNS-ét (a klén
azonositdja: AVR0200000; GenBank szama: AY242131) az S&T cDNA Resource
Center-t] vasaroltuk. Az Epac-BRET szenzorhoz felhasznalt TEPACYY konstrukciot
Dr. Kees Jalink fejlesztette és bocsatotta rendelkezéslinkre (209). Az eYFP-N1 (sérga
fluoreszcens fehérje, Clontech, Mountain View, CA, USA) konstrukciot vasaroltuk. A
B-arresztin2 konstrukciok alapjat képezé B-arresztin2-eGFP plazmidot Dr. Marc G.
Carontol kaptuk. Ebbdl kiindulva a B-arresztin2-mVenus (monomer mutaciot
tartalmazo Venus fluoreszcens fehérje) konstrukcio Dr. Szidonya Laszlo B-arresztin2-
YFP plazmidjabol készilt laborunkban (210). Az MP-YFP (mirisztoilalodo és
palmitoilalodd fehérje - sarga fluoreszcens fehérje konstrukcid ) plazmid elkészitéséhez
az alapot Zacharias és mtsai munkaja jelentette (211). A Lyn Kkinaz
MGCIKSKRKDNLNDDE aminosav szekvenciaja kerllt a YFP plazmidba (212). A
kontrukcioban talalhatd YFP Ceruleanra torténd cseréjével késziilt az MP-Cerulean
plazmid. Az NLS-mRFP (nukleéris lokalizacios szigndl-monomer mutaciét tartalmazé
piros fluoreszcens fehérje) laborunkban késziilt (Dr. Gulyas Gergé munkdaja) az NLS
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(nuclear localization signal) szekvencia (DPKKKRKV)x3 linkerrel torténd
(SGLRSRAQASNSRV) mRFP Cl-es plazmidba illesztésével. A vad tipust és K44A
dominans negativ dynamin konstrukciokat Dr. K. Nakayama bocsatotta
rendelkezésiinkre (213). A miogréafias vizsgalatokban felhasznalt egereket (C57BL/6J,
Cnrltm1zim) Andreas Zimmer professzortol kaptuk (214).

4.2. Genomialis DNS szekvenalas

A Il. sz. Belgyogyaszati klinika NDI-0os betegének vizsgalatat irasos, tajékozott
beleegyezését kovetden kezdtik el. A genomidlis DNS izolalasa periférids vér
fehérvérsejtjeibol tortént Dr. Patocs Attila laboratoriumaban DNS izolacids kit
segitségével (Boehringer Mannheim Co., Németorszag). A genomiélis DNS-bdl PCR-
rel két részletben sokszorositottuk az AVPR2 gént. A felhasznalt primerek a kdvetkez6k
voltak: 5'-ATCACCTCCAGGCCCTCAGA-3'¢s 5'-ATGGGACGGCAGATGGCAC-3’
valamint 5-TGATCCTGGCCATGACGCTG-3' ¢és 5-AGAGGCAAGACACCAACA
GC-3". A PCR soran a kovetkezd protokollt hasznaltuk: 95°C — 5 perc; //95°C — 1 min,
60 °C — 45 mp, 72°C — 3 perc// 35x; 72°C- 6 perc, 4°C kivételig. A PCR mintak méretét
agardz gélen futtatassal ellendriztiik. A PCR termékeket tisztitdst kovetden mindkét

irdnyban az Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Németorszag) cég szekvenalta.

4.3. Plazmid konstrukciok elkészitése

A jeldletlen, vad tipusi V2R plazmidjanak elkészitésekor a szekvenciajat EcoRI és
Xhol restrikcids vagohelyek segitségével pcDNA3.1 vektorba illesztettiik. A HA-V2R
(HA-jelolt V2 vazopresszin receptor) elkészitésekor hasonl6an jartunk el, azonban a
PCR segitségével a receptortdl 5’ iranyban elhelyeztiik az influenza hemagglutinin
antigénjének TATCCTTATGACGTCCCTGACTAT szekvenciajat és ezt kovetden
illesztettik pcDNA3.1 vektorba. A V2R-Sluc konstrukciok elkészitéséhez PCR
segitségével (primerek: 5’-ATATGAATTCGCCACCATGCTCATGGCGTCCACC-3’
¢s 5’-TATAACCCGGTCCTCCTCCCGATGAAGTGTCCTTGGC-3’) EcoRI és Agel

vagohelyeket hoztunk létre a jel6letlen konstrukcid receptor szekvencigjanak végein.
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Ellendrzést és tisztitast kovetéen a szuper Renilla luciferazt tartalmazé pEYFP-N1
vektorba illesztettiik (215). A V2R-mVenus létrehozasakor az el6zéekben foglaltak
szerint jartunk el, a terméket azonban az mVenus szekvenciat tartalmazé pEYFP-N1
vektorba jutattuk. A mVenus a Venus fluoreszcens fehérje A206K mutaciot tartalmazé
modositasa, amely mutaciéo miatt monomer formaban fejezédik ki a fehérje (211). A
receptor konstrukciok N321K és 1130N variansait site directed mutagenezis
segitségével hoztuk létre. Az N321K esetén 5’-
AACAGCTGCACCAAGCCCTGGATCTATGCATC-3’ és 5’-GAAAGATGC-
ATAGATCCAGGGCTTGGTGCAGCT-3’ primereket, az I130N receptor esetén pedig
a 5’-TCTGCAAATGGTGGGCATGTATGCCTCCTCCTACATGAACCTGG -3’ ¢s
5’-TGGCCAGGTTCATGTAGGAGGAGGCATACATGCCCACCATTTGC-3’

oligonukleotidokat hasznaltuk a PCR soran. A PCR protokoll a kdvetkezd volt: 95°C —
5 perc; //95°C — 30 mp, 60 °C — 30 mp, 68°C — 10 perc// 20x; 68°C- 20 perc, 4°C
Kivételig. Dpnl emésztés utan a el6zbekben leirtaknak megfeleléen EcoRI/Xhol vagy
EcoRI/Agel restrikcios emésztést kovetden a mutans receptor inzertet az eredeti
plazmidba illesztettiik vissza. A mddszer segitsegével csak a Kivant szakaszon
kovetkezett be - ellendrzott koriilmények kozott - mutécid. Az Epac-BRET szenzorhoz
kiindulasként az TEPAC"V-konstrukciét hasznaluk. A mTurqoise szekvencijanak
lecseréléséhez Sluc-ot (szuper Renilla luciferdz) hasznaltunk fel. A PCR-t 5’-
ATATAAGCTTGCCACCATGGCTTCCAAGGTG-3> ¢és 5- ATATGATAT-
CGCTTCAGCACTCTCTCCACGAAGC-3’ primerek segitségével végeztik. Az Sluc
beillesztéséhez a Hindlll és ECORV enzimeket hasznaltuk fel. VValamennyi plazmidot
elkészitését kovetben az Eurofins MWG Operon automatizalt rendszerével
szekvenalassal ellendriztiik. A Kisérletekhez hasznélt plazmid konstrukciokat az 1.

tablazat foglalja dssze.
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Plazmid Funkcio
Epac-BRET Epac alapu, intramolekuléris BRET szonda cCAMP méréshez
B-arresztin2-Rluc Energiadonorral jel6lt B-arresztin2
MP-YFP Plazmamembranba irdnyitott energiaakceptor
NLS-mRFP Sejtmagba irdnyitott piros fluoreszcens fehérje
MP-Cerulean Plazmamembranba iranyitott fluoreszcens fehérje
dynl Vad tipust dinaminl
DNdyn1 Dominéns negativ dinaminl
VT/N321K/I1130N-V2R | Jel6letlen vad tipusd/mutans V2 vazopresszin receptorok
HA-V2R HA-jel6lt V2 vazopresszin receptor
V2R-Sluc Energiadonorral jel6lt V2 vazopresszin receptor
V2R-mVenus Energiaakceptorral jelolt V2 vazopresszin receptor

1. tdblazat

A kisérletekben hasznalt plazmidkontrukciok és funkciojuk.

4.4.

A kisérleteinkben hasznélt HEK-293 (humén embriondlis vese) sejteket DMEM
médiumban tartottuk fent, amely médium 10% FBS-t, 100 IU/ml penicillint és 100
pug/ml streptomycint tartalmazott. A sejteket inkubatorban tenyésztettilk, a parasitott
kozeg 37°C hémérséklettel és 5%-0s CO, koncentracioval birt. A sejtek transzfekcioja
soran poli-L-lizinnel el6kezelt lemezekkel vagy fed6lemezekkel dolgoztunk. A
transzfekcios oldatok a plazmid konstrukciokat, valamint Lipofectamine 2000™
transzfekcios reagenst tartalmaztak. A transzfekcié soran Opti-MEM® médiumot
hasznaltunk. A protokoll szerint az oldatot 6 éra milva DMEM médiumra cseréltik, a

méréseket pedig 24 Oraval a transzfekciot kovetden végeztiik. A sejtek transzfekciojat

Sejtkultura fenntartas és a sejtek transzfekcioja

részletesen az egyes kiserletes modszerek leirasanal ismertetjuk.
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4.5. Biolumineszcencia rezonancia energiatranszfer (BRET) mérések

4.5.1. A biolumineszcencia rezonancia energiatranszfer (BRET) technika

révid bemutatasa

A GFKR-ok kutatasat alapvetden atformaltak a rezonancia energiatranszfer alapa
mérések. Kisérleteinkben a BRET technikét alkalmaztuk, a modszer elve rendkivdl
hasonl6 a fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer miikodéséhez (FRET) (216). A
technikaval tavolsdg valtozast regisztralni  két jelolés kozott nanométeres
nagysagrendben lehetséges. A Kisérleti felallastol fiiggéen nemcsak fehérje-feherje
interakcid6 monitorozhat6, de egy fehérjén belul is lehetséges konforméciovaltozast
regisztralni. A technika alapja, hogy az energiadonor és —akceptor fehérje kdzott
tavolsagfiiggd modon energiadtadas jon létre. Ez az energiatranszfer fligg a partnerek
tavolsagatdl, orientacidjatdl és természetesen a donor emisszios és az akceptor
excitacios spektrumanak atfedésétél. Az altalunk is haszndlt BRET modszer esetén
energiadonorként a Renilla luciferaz enzimet (Rluc) vagy annak egy optimalizalt
tulajdonsagu valtozatat (Sluc) hasznaljuk. Az emisszio feltétele, hogy az enzim
szubsztratjat, a sejtpermedbilis benzil-clenterazint (cOlenterazin h) adjunk a
rendszerhez. Az enzimekre jellemz6 emissziés maximum 485 nm-es hullamhossznal
van. Energiaakceptor szerepet GFP variansok tolthetnek be, mi kisérleteinkben sarga-
(YFP) és Venus (mVenus) fluoreszcens fehérjéket alkalmaztunk. A fluoreszcens
fehérjék emisszios maximumara 530 nm-es hullimhossz jellemz6. A BRET mérés
esetén az energiatranszfer mértékér6l a ket hullamhossz intenzitasanak hanyadosa, a
BRET hanyados utal (BRET hanyados: Is3o/lsgs). A donorral és az akceptorral jel6lt
fehérje tavolsaganak csokkenése esetén BRET hanyados ndvekedést, ellenkez6 esetben
csOkkenest tapasztalunk (5. bra). A BRET modszer elénye a FRET-tel szemben, hogy
a biolumineszcens donort nem sziikséges kiilsd fénnyel excitalni, igy az alacsonyabb

hattér miatt nagyobb érzékenységgel lehet a vizsgalatokat végezni.
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5. &bra

A sejtpermedbilis szubsztrat hatasara a biolumineszcens Renilla luciferaz enzim (Rluc) 485 nm-
es hullamhosszlsagu fényt emittal. Ha a biolumineszcens energiadonor kozelségbe keril az
energiaakceptor fehérjével (az abran sarga fluoreszcens fehérje-YFP), energiatranszfer jon létre.
Az energiatranszfer kdvetkeztében a YFP emisszios spektrumanak megfeleléen 530 nm-es
emissziét is detektalhatunk. A BRET hanyados a két hullamhosszi emisszié intenzitasanak

hanyadosa.

4.5.2. A BRET mérések

A méréseket 24 oraval a transzfekciot kovetden végeztiik, elétte a sejteken a médiumot
Krebs-Ringer pufferre (120 mM NaCl, 4,7 mM KCI, 1,8 mM CaCl,, 0,7 mM MgSQy,
10 mM gliikéz, 10 mM Na-HEPES, pH 7,4) cseréltik. A BRET Kkisérleteket Berthold
Mithras LB 940 késziilékkel, 37°C-on végeztik. A mérés kezdetén a sejtekhez adtuk a

cOlenterazin h-t 5 uM végsé koncentracioban. A Kisérletek sordn minden kondicid
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esetén triplikdtumokat hasznaltunk, a bemutatott eredmények minimum harom

fuggetlen kisérlet atlagai.

4.5.3. BRET alapt cCAMP mérés

Kisérleteinkben a CAMP szint monitorozéaséara az Epac-BRET konstrukciot hasznaltuk.
A bioszenzor egy fehérjelancon belill tartalmazza az Sluc biolumineszcens
energiadonort és az mVenus akceptor fehérjét. Az Epac a sejtekben a Rap kis G-fehérje
aktivatora (GEF), amely cAMP szenzitiv. Az Epac-BRET szenzor cAMP kotés hatasara
konformaécidvaltozason megy keresztil, amelynek kovetkeztében az Sluc és az mVenus

egymastdl eltavolodik (6. abra). A BRET hanyados csokkenése ezekben a kisérletekben

=77

MP.

Epac

mVenus
= )

6. abra

Az Epac-BRET bioszenzor miikddésének sematikus rajza. Az Epac-BRET szonda egy
fehérjelancon belll tartalmazza az energiadonor és -—akceptor fehérjéket. Az Epac
konformaciovaltozason megy keresztiil cAMP kotést kdvetden, az mVenus fluoreszcens jeldlés
eltavolodik az Sluc biolumineszcens enzimt6l. Az energiatranszfer csokkenése miatt az mVenus

emisszigjanak intenzitasa és igy a BRET hanyados csokken.
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A sejtek transzfekcidja soran poli-L-lizinnel elékezelt, fehér szinti 96-lyukd lemezzel
dolgoztunk. A transzfekci6 soran a lemezre lyukanként 10° HEK-293 sejtet hasznéltunk
fel. A transzfekcids oldat egy pontra szamitva 0,25 g receptor DNS-t, 0,25 pg Epac-
BRET plazmidot, valamint 0,5 pl Lipofectamine 2000™ transzfekcios reagenst
tartalmazott. Harom konstrukcié egyuttes transzfekcidja esetén (amely sordn mindig
valamely dinamin kontrukcid volt a harmadik) 0,2 ug DNS mennyiséget juttatunk be az
egyes plazmidokbol.

4.5.4. BRET alapu p-arresztin kotesi vizsgalat

A kisérletekben a receptorok mVenus, a -arreszin2 Rluc jeldlésekkel voltak ellatva. A
BRET hanyados emelkedése a B-arresztin receptorhoz torténd kihelyezddésére utal. A
transzfekcid és mérés az eldzekben leirtak szerint tortént, a receptor és a [-arresztin

konstrukcié mennyisége pontonként 0,25 - 0,25 g volt.

4.5.5. Plazmamembréan-receptor interakcio vizsgalata BRET -tel

Az MP-YFP konstrukcié a plazmamembrant jel6li a sarga fluoreszcens fehérjével, a
receptorok Sluc donort tartalmaztak. A BRET hanyados a receptorok
plazmamembrantdl mérhetd tavolsagatol fligg, internalizaciokor csokken (212,217). Az
interakcids partnerek mennyisége a transzfekcio soran pontonként 0,25 - 0,25 ug volt.
Azokban a kisérletekben, amelyekben a receptor és az MP-YFP mellé valamelyik
dinamin konstrukciot is kifejeztik, a DNS mennyiség mindharom konstrukcio esetén
0,2 pg volt. Az eredmenyeket a vehikulum-kezelt sejtek BRET hanyadosara

normalizaltuk.

4.6. Konfokalis lézermikroszkdpia

A konfokalis lézermikroszkopos vizsgalatokat eltér6 modon végeztiik a dolgozatban

bemutatott két mutans V2R esetében. Az I30N-V2R-ral torténé vizsgalatokat idében
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késdbb, optimalizacids 1épéseket kdvetden végeztik fixalas nélkiil a jobb mindségi

felvételek érdekében.

4.6.1. Az N321K mutacio vizsgalata konfokalis mikroszkopiaval

A sejteket a transzfekcid el6tt 24 oraval poli-L-lizinnel eldkezelt fedélemezekre
helyeztik (3 x 10° sejt/ 35 mm-es fedSlemez). A transzfekcié soran Opti-MEM®
mediumban 2 pg HA-jeldlt receptor konstruktot vagy tres pcDNA3.1 plazmidot,
valamint Lipofectamine 2000™ reagenst adtunk a sejtekhez. 6 6raval kés6bb DMEM-re
cseréltik a médiumot a sejteken. A festéshez a médiumot eltavolitva a sejteket PBS
(foszfat-pufferelt sdoldat) oldattal mostuk. A fixalast 4%-os paraformaldehid 10 perces
hozzdadasaval végeztik. Haromszor mostuk a sejteket 10%-o0s FBS-PBS oldattal. Az
immunfestéshez anti-HA-Alexa488 antitestet hasznaltunk, amelyet 1:250 higitasban,
1%-0s szapponin jelenlétében vagy hianyaban adtunk a sejtekhez 1 6ran at. FBS-PBS
mosast kovetden a mintdkat bedgyaztuk. A jelolt receptorokat Zeiss LSM 510
konfokalis lezermikroszkoppal vizsgaltuk. A fluorofért 488 nm-es argon lézerrel
excitaltuk, a felvételeket 63x-0s Plan Apochromat immerzids objektivvel vizsgaltuk. A

valasztott optikai szeletvastagsag 0,7 um volt.

4.6.2. Az 1130N mutécio vizsgalata konfokalis mikroszkopiaval

A sejteket a transzfekcid elétt 24 oraval poli-L-lizinnel eldkezelt fedélemezekre
helyeztik (3 x 10° sejt/ 35 mm-es fedélemez). Immunfestéshez torténd transzfekcié
soran Opti-MEM® mediumban 0,125 pg NLS-mRFP-t, 1 pg HA-jeldlt receptor
konstruktot vagy ures pcDNA3.1 plazmidot, valamint 4 pl Lipofectamine 2000™
reagenst adtunk a sejtekhez. Az elézdekhez hasonldan eljarva 24 oraval késébb
festettilk a sejteket, a kornyezet hdmérséklete az eljaraskor 4°C volt. Hiromszor mostuk
a sejteket jeghideg 1%-0s PBS- modositott Krebs-Ringer (lasd BRET mérések)
pufferrel. Az immunfestést 1:250 higitasban hozzaadott anti-HA-Alexa488 antitestekkel
vegeztiuk 30 percig. Ezt kovetéen a sejtek mosasa és mikroszkopos vizsgalata is

jéghideg modositott Krebs-Ringer oldatban tortént.
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A kolokalizacioés vizsgalatokhoz torténd transzfekciokor 1 pg receptor-mVenus
konstrukciét, 0,125 pg — 0,125 pg NLS-mRFP és MP-Cerulean plazmidot hasznéltunk
pontonként. Egyéb tekintetben az eljaras az el6zéekben leirtak szerint tortént. Szemben
az el6zoekkel, a sejteket szobahdmérsékleten, Krebs-Ringer oldatban vizsgaltuk. A
felvételek elkészitéséhez Zeiss LSM 710 konfokalis 1ézermikroszkopot hasznaltunk. Az
Alexa 488 jelolt konstrukcidk gerjesztése 488 nm-es, az mVenus konstrukcioké 514
nm-es, az mMRFP jel6lésé pedig 543 nm-es hullamhosszu lézerekkel tortent. A
mikroszkop konstrukcidja és a jol szabalyozhatd detekcios hullamhossz tartomanyok
miatt az egyes fluoreszcens jelolések atbeszélése a kiillonboz6 csatornakban
elhanyagolhatd volt. A felvételeket 63x-0os Plan Apochromat immerziés objektivvel

vizsgaltuk. A valasztott optikai szeletvastagsag 0,7 um volt.

4.7. Aramlasi citometria

A sejteket a transzfekci6 elétt 24 oraval fedélemezekre helyeztiik (3 x 10°sejt/ 35 mm-
es fed6lemez). A transzfekcio soran Opti-MEM® mediumban 2 pg HA-jeldlt receptor
DNS-t vagy ures pcDNA3.1 plazmidot, valamint 4 ul Lipofectamine 2000™ reagenst
adtunk a sejtekhez. 6 oraval kés6bb DMEM-re cseréltik a médiumot a sejteken. A
sejteket 24 oraval a transzfekciot kovetéen Versane®-nel a lemezr6l felszabaditottuk és
centrifugaltuk. Jéghideg PBS oldattal mostuk a sejteket, majd 4°C-on centrifugaltuk. A
feluliszé eltavolitasa utan a sejtek festése anti-HA-Alexa488 antiesttel (1:100) tortént
4°C-on 40 percig. Haromszoros jéghideg PBS mosast kdvetden az dramlési citometria
vizsgalatokat Beckman-Coulter SC késziilékkel vegeztiik. A fluoreszcencia intenzitas

méréseket WinMDI v2.9 (http://facs.scripps.edu/software.html) programmal értékeltik.

A fluoreszcencia intenzitds gorbék geometriai atlag értékének meghatarozasa utan
azokbol a pcDNAS3.1 értéket (hattér) levontuk, majd a vad tipusi receptorra

normalizaltunk.
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4.8. Miogréfia

Az egerek mellkasi aortajat eltavolitottuk, majd Krebs oldatba (119 mM NaCl; 4,7 mM
KCI; 2,5 mM CaCly; 1,17 mM MgSOg4; 20 mM NaHCOs3; 1,18 mM KH,POy4; 0,027 mM
EDTA; 10,5 mM gliikdz) helyeztiik. A Krebs oldattal toltott, hészabalyozott kamrak
(37°C) 5% CO,-ot és 95% O,-t tartalmazd gazkeverékkel voltak buborék segitségével
keverve. Az érgyliriik nyugalmi fesziilése 10 mN értékre volt allitva, a mérést 30 perc
ekvilibralodas utdn kezdtuk. Az aortaszegmentek integritasat és funkcionalitasat 124
okoz. Néhany mosasi ciklust kovetden az erek ellazulasi képességét 10 uM acetil-kolin
hozzaadasaval teszteltik. A mérés soran a regisztralast PowerLab rendszerrel és
LabChart kiérékel6 programmal (ADInstruments) végeztik. A  hormonok
vazokonstriktor valaszat az 1 uM fenilefrin referencia 6sszehlzodasra normalizéltuk. A
koncentracid-figgd  vazkonstrikciot — parhuzamos  szegmentumok — mérésével

regisztraltuk.

4.9. A kisérletek soran felhasznélt programok és statisztikai elemzeés

A plazmidok tervezéséhez Vector NTI (Invitrogen) szoftvert hasznaltunk. A kisérletes
eredmények abrazolasahoz, dozis-hatas gorbék nem-linearis regresszidjahoz, valamint a
statisztikai analizishez GraphPad Prism 5 (Graphpad Software Inc.) programot
hasznaltunk. Az &ramlasi citometrias merések soran egymintas t-probat végeztiink. Az
egyes agonistdk pECso (félmaximalis effektiv koncentracié logaritmusa) értékeit
egyutas varianciaanalizissel és Tukey post hoc teszttel hasonlitottuk dssze. A BRET

mérések soran kétutas varianciaanalizist, illetve Bonferroni post hoc tesztet végeztink.
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5. Eredmények

Eredményeink bemutatdsakor eldszor az altalunk vizsgalt funkcidveszté V2R mutaciot

(N321K), majd a funkcionyerdé mutaciot (I1130N) irjuk le.

5.1. Az N321K mutéacio

5.1.1. Az N321K mutécio azonositasa

A fiatal férfi beteg sziiletésétél kezdve (1984) poliuridban és polidipszidban szenved.
Szomjaztatasi proba soran az arginin-vazopresszin (AVP) analég dezmopresszin
(dDAVP) hatastalannak bizonyult, igy 18 hdénapos koraban felallitottdk a nefrogén
diabétesz inszipidusz diagnozisat. A vizsgalatok id6pontjaban a beteg napi
vizfogyasztasa kb. 12 I/nap volt. Thiazid és amilorid diuretikumok adéasara a vizbevitel
valtozatlan maradt. A beteg laboratériumi eredményei a kovetkezék voltak (a
referenciaértékek zardjelben szerepelnek): szérum natrium: 145 mmol/l (136-146
mmol/l); szérum kalium: 4,3 mmol/l (3,5-5,0 mmol/l); szérum ozmolalitas: 282
mOsm/kg (gyogyszeres kezelés nélkil, a beteg szokésos vizfogyasztasa mellett, 275—
295 mOsm/kg). A vizelet fajsulya 1003 g/cm3 (1002-1030 g/cm3), a vizelet
ozmolalitasa 72 mOsm/kg (50-1200 mOsm/kg, vizfelvételtdl fliggden) volt.

Az AVPR2 geén szekvenalasahoz periférias vér fehérvérsejtjeinek genomialis
DNS-ét izolaltuk a beteg vizsgalatokba torténd irdsos tajékozott beleegyezését
koveten. A gént PCR-rel torténé sokszorositasa és tisztitasa utdn DNS szekvenalassal
vizsgaltuk. A szekvenalas egy misszensz mutaciot igazolt az AVPR2 génben (7. abra). A
citozin-guanin szubsztit(cio aszparagin-lizin cserét okoz (N321K) a V2R hetedik
transzmembran domeénjaban. Egyéb mutécidt nem taldltunk a génben. A beteg csaladi
anamnézise felvetette, hogy az N321K mutacio tobb generacion keresztiil 6roklodhetett
a csaladban, mert a diabétesz inszipidusz tinetei legaldbb 3 generécion keresztil jelen
voltak (7. abra). Sajnos a genetikai vizsgalatoktol elzarkdztak, a DNS szekvanalast nem

tudtuk elvégezni. Az anamnesztikus adatok alapjan a beteg dédapja polidipszidban
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szenvedett és 82 éves koraig €lt. A beteg nagyanyjanak szintén polidipszia tiinete volt és
a napi vizfogyasztasa 6-8 | kozott volt, valamint 11 hodnapos fil gyermeke
kiszaradasban hunyt el. A beteg anyja és testvére egeszségesek.

% | B NN B BN BN R R |
ECAGCTGCACCAACCCCTGGATC
g T 1 T

2

CAGCTGCACC CAAGCC CCTGGATT CT

318 319 320 321 322 323 324

B &

(82 év)

OéD
a O

A genetikai vizsgalat eredménye és a beteg csaladi anamnézise. (A) A beteg genomialis DNS-

crer

(11 hénap)

7. abra

sokszorositottuk, majd szekvenaltattuk a mintakat. A kromatogram a beteg és egy egészséges
kontroll egyén szekvenalasi eredményét mutatja. (B) A beteg csalddi anamnézise. A telitett
jelolések polidipszia-poliuria szindroméat mutatnak. A férfiakat négyzetekkel, a néket korokkel

jeloltuk. Az athazott jelolés elhunyt csaladtagot mutat, zardjelben az elért életkorral.
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5.1.2. Az N321K-V2R sejten bellli elhelyezkedése

A V2R mutaciok sejtélettani hatdsanak vizsgéalataban elsddleges kérdés a mutans
receptor sejten belili elhelyezkedésének meghatarozasa. HA-jel6lt vad tipusu vagy
N321K muténs V2R-ok plazmidjaval tranziensen transzfektaltunk HEK-293 sejteket. 24
oraval a transzfekciot kovetden Alexa488-cal jelolt anti-HA  antitesttel
immunfluoreszcens festést végeztiink permeabilizalt és nem-permeabilizalt sejteken. A
sejteket konfokalis mikroszkoppal vizsgalva az N321K-V2R (N321K mutécidt
tartalmaz6 V2 vazopresszin receptor) plazmamembrénon val6 megjelenése a vad
tipuséhoz nagyon hasonl6 képet mutatott (8. abra). A permeabilizalt sejtekben markéns
intracellularis fluoreszcencencia volt lathato. A pcDNA3.1 vektorral transzfektalt
sejtekben az antitest alkalmazasat kovetden fluoreszcens festédés nem volt lathatd (az
adatokat nem mutatjuk).

Osszefoglalva, a mutans receptorok sejten beliili elhelyezkedése rendkiviil
hasonlo volt a vad tipushoz képest. Ezen adatok alapjan az N321K-V2R kijut a sejtek
plazmamembranjara. EIméletileg egy receptor jelolése (HA-jel6lés vagy fluoreszcens
fehérje fOzidja) megvaltoztathatja annak konformécidjat és igy sejten bellli
elhelyezkedését is. Emiatt mas maodon is jeldltik a mutans receptort: tranziensen
kifejezett fluoreszcens fehérjével flazionalt mutans és vad tipust (VT-) receptorok
plazmamembran elhelyezkedését vizsgaltuk konfokalis mikroszkdpiaval. Az N321K-
V2R-mVenus és VT-V2R-mVenus sejten bellli lokalizacidja hasonlé volt (az adatokat

nem mutatjuk).

A sejtfelszini receptorszdm kvantifikalasara aramlasi citometria méréseket
vegeztiink. A HA-jelolt VT-V2R vagy N321K-V2R konstrukciokat tranziensen kifejezo
HEK-293 sejteket anti-HA-Alexa-488 antitestekkel festettik. Nem talaltunk
szignifikans kilonbséget a vad tipusd (RFI: 1,0) és a mutans receptort (RFI: 0,954 +
0,05; n=3; p < 0,05) kifejez6 sejtek relativ fluoreszcens intenzitasa kozott (RFI, 9. dbra),
amely megerdsiti, hogy az N321K-V2R plazmamembran expresszidja hasonld mértéki

a vad tipuséhoz.
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Vad tipusu V2R N321K-V2R

8. abra

Az N321K-V2R sejten bellli elhelyezkedésének vizsgalata. A vad tipusd (A és C) és N321K
mutans (B és D) HA-jelolt receptorokat kifejez6 HEK-293 sejteket konfokalis lézer
mikroszkoppal vizsgéltuk. A fixalas utan a sejteket anti-HA-Alexa488 monoklonalis antitesttel
festettlik nem-permeabilizalt (A és B) és permeabilizalt (C és D) kortlmények kozott. Az
N321K-V2R a vad tipusu receptorhoz hasonléan megjelenik a sejtek plazmamembrénjan. A

reprezentativ abrak harom fliggetlen kisérletb6l szarmaznak. Lépték: 10 um.
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9. abra

A sejtfelszini receptorszdm meghatarozasa aramlasi citometriaval. A HA-jel6lt vad tipusa (VT
oszlop) vagy N321K mutans V2R-t (N321K oszlop) tranziensen kifejez6, illetve (res
pcDNA3.1 vektorral transzfektalt sejteket anti-HA-Alexa488 monoklonalis antitesttel festettlk.
Az aramlasi citometrias mérések kiértékelésekor a mért fluoreszcens intenzitdsok geometriai
atlagabol kivontuk a hatteret (pcDNA3.1), majd a vad tipusra normalizaltunk (RFI). Az N321K-
V2R plazmamembran kifejez6dése nem kiilonbozik a vad tipusa receptorétol. Harom fuggetlen

kisérlet atlag + SEM értékeit abrazoltuk.

5.1.3. Az N321K-V2R funkcionalis vizsgalata

5.1.3.1. Az N321K-V2R hatasa a CAMP szintézisre

Az el6zbéekben ismertetett adatok alapjan az N321K mutans receptorok esetén a mutéacio
fentotipusat nem a receptorok endoplazmas retikulum retencidja okozza, ezért
elvégeztik a mutans receptor funkcionalis vizsgalatat. A V2R Gs-kapcsolt receptor,
ezért egy citoplazmatikus cAMP koncentraci6 monitorozasara alkalmas BRET
technikat alkalmaztunk. Az Epac-BRET szenzorral é16 sejtekben lehetséges a cAMP
koncentracio valtozadsdnak mérése. A HEK-293 sejtekben az Epac-BRET és a VT-V2R
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vagy N321K-V2R konstrukcidkat tranziensen fejeztiik ki, a méréseket 24 6raval kés6bb
vegeztik. Az Epac-BRET proba konformécids véltozdson megy keresztil az Epac
domén CcAMP kotésekor. Ezen valtozds eltavolitia egymastdl a konstrukcid
energiadonor és -akceptor részeit, hasonléan a szonda alapjat képez6 fluoreszcens
rezonancia energiatranszfer probdhoz (209). Meéréseinkben igy a CAMP szint
emelkedése a BRET hanyados csokkenését vonja maga utan. A 10. abra a cAMP
koncentracié valos idejii valtozasait mutatja VT-V2R-t és N321K-V2R-t kifejez6
sejtekben. A sejteket a jelolt idopontban 10 nM AVP-vel (vad tipusu receptor,
négyzettel jelolve) vagy 1 uM AVP-vel (mutdns receptor, haromszoggel jelolve)

1,3' l - VT

Fizid ca- N321K

T

stimulaltuk.

BRET hanyados
lam e
e .

o
©

0 200 400 600 800
1d6 (s)

10. abra

AVP stimulus hatdsanak mérése Epac-BRET bioszenzorral V2R-t kifejez6 setjekben. A HEK-
293 sejteket tranziensen transzfektaltuk a vad tipust vagy N321K mutans V2R-ral és Epac-
BRET szenzorral. 24 éraval késobb végeztiik a BRET mérést. A nyillal jeldlt idépontban a vad
tipusu receptort kifejez6 sejteket (négyzet, folyamatos vonal) 10 nM, az N321K-V2R esetében 1
UM AVP-vel stimulaltuk. A BRET hanyados csokkenése a CAMP koncentracio emelkedésére

utal. Harom fuiggetlen kisérlet atlag + SEM értékeit abrazoltuk.

66



DOI:10.14753/SE.2016.1884

Kiemelend6, hogy a bazilis (tehat stimulus el6tti) BRET hényados magasabb az
N321K-V2R-t kifejez6 sejtekben, mint a vad tipusut kifejezokben, tehat a muténs
receptor esetén alacsonyabb a mérés kezdetén a cCAMP koncentracid. Ezek alapjan a vad
tipusu receptor rendelkezik bazalis aktivitassal HEK-293 sejtekben, azonban az N321K
mutans receptor nem rendelkezik ilyen mértéki aktivitassal az expresszids rendszerben.
Bar az AVP stimulusra bekovetkez6 cAMP szint emelkedésének amplitidoja a két
receptor esetében hasonlo, az aktivacios kinetika jelentésen kiildonbozik. A vad tipusu
receptorokat kifejez6 sejtekben a cAMP termelés fenntartott volt, azonban a mutans

receptor tranziens jellegli emelkedést hozott 1étre

A kovetkezOkben meghataroztuk az AVP hatas dozis-hatds gorbéjét vad tipusu
és N321K mutans receptoron (11. abra, A panel). A hormon hatasat az egyes
receptorokat kifejez6 HEK-293 sejtekben a vehikulum és ligand kezelt sejtek BRET
hanyadosanak kiilonbségébdl szamitottuk, a stimulus els6 harom idOpontjanak atlagat
felhasznalva. A maximalis BRET valtozas hasonl6 volt a két receptor esetében, azonban
az AVP hataserdssége jelentdsen csokkent volt az N321K mutans receptoron a vad
tipushoz képest. Az AVP pECs értéke a vad tipusnél -10,46 + 0,04 M volt, a mutans
esetében -6,49 + 0,07 M-nak adddott.
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11. 4bra

AVP (A panel) és dDAVP (B panel) cCAMP jel dozis-hatés gérbéi V2R-okat kifejez6 sejtekben.
A HEK-293 sejteket tranziensen transzfektaltuk a vad tipust vagy N321K mutans V2R-ral és
Epac-BRET szenzorral. 24 6raval kés6bb végeztilk a BRET mérést. Az agonistak hatdsat a vad
tipusy receptort (négyzet, folyamatos vonal) és az N321K-V2R-t (haromszdg, szaggatott vonal)
kifejez6 sejtekben az agonistaval (stim) és vehikulummal stimulalt (nstim) sejtek kezelést
kovetd elsé idépontban mért BRET hanyados kiulonbségeként &brazoltuk. A gorbéket nem-
linaris regressziot kovet6en, GraphPad szoftver segitségével abrdzoltuk. AVP esetében a
mutdcié a dozis-hatas gorbét jelentdsen jobbra tolja. A dDAVP nem hozott létre cAMP
emelkedést a mutans receptort kifejez6 sejtekben. Mindkét panelen harom fuggetlen Kisérlet
atlag £ SEM értékeit abrazoltuk.

Az AVP analog dDAVP hatadsanak vizsgalata mind a diabétesz inszipidusz
diagnozisanak felallitasaban, mind a terapia meghatarozasaban esszencialis. Emiatt a
dDAVP cAMP termelésre kifejtett hatasat vizsgaltuk VT-V2R és N321K-V2R
konstrukciokat kifejez6 HEK-293 sejtekben (11. &bra, B panel). A hatds mérésekor a
ligand és vehikulum kezelt, Epac-BRET szondat kifejez6 sejtek BRET hanyadosanak
kilonbségét vizsgaltuk. A dDAVP pECsg értéke a vad tipusu receptoron -9,23 + 0,07 M
volt. Dezmopresszin stimulust kdvetéen nem volt mérheté cAMP termelddés a mutans
receptort kifejez6 sejtekben. Ez az eredmény konzisztens a beteg korabban leirt klinikai

képével.
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5.1.3.2. Az N321K-V2R internalizacios tulajdonsagai

A V2R mutacidk esetén fontos kérdes, hogy a mutacio befolyasolja-e a receptor
internalizacios tulajdonséagait. Els6 Iépésben a receptorok p-arresztin 2 kotését
vizsgaltuk ¢é16 sejtekben BRET technikat alkalmazva. A vad tipusu receptor 3-arresztin
2-vel torténd interakciojat AVP stimulus hatdsara az mVenus jeldlt receptor és f-

arresztin2-Rluc interakciojakor 1étrejové BRET hanyados emelkedése jelzi (12. abra).
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12. ébra

A vad tipusu V2R B-arresztin2 kotésének vizsgalata BRET modszerrel. A HEK-293 sejteket
VT-V2R-mVenus és B-arresztin2-Rluc konstrukcidkkal tranziensen transzfektaltuk a BRET
mérés el6tt 24 oraval. A sejteket 1 pM AVP-vel (négyzet, folyamatos vonal) vagy
vehikulummal (szaggatott vonal) kezeltilk a harmadik mérési pont utan. Abrazolaskor a kontroll
sejtekre normalizaltuk az eredményeket. AVP hatasara fokozodik V2R B-arresztin kotése.

Harom fliggetlen kisérlet atlag + SEM értékeit abrdzoltuk.

A 13. abra a receptorok B-arresztin 2 kotésének ddzis-hatas gorbéjét mutatja 380
masodperrcel az AVP stimulalast kovetden. Az abran jel6lt BRET valtozas a ligand és a
vehikulum kezelt sejtek BRET h&nyadosanak kiilonbsége. A B-arresztin2 kotés pECsg
értéke a vad tipust receptorok vizsgalatakor -8,03 + 0,005 M volt. Igen magas,
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szuprafizioldgids AVP koncentraciok esetében sem tudtunk B-arresztin 2 kotest mérni
az N321K-V2R-mVenus konstrukciot kifejezo sejtekben.
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13. &bra

A vad tipust és mutans V2R-ok B-arresztin2 kotésének doézis-hatds gorbéje AVP kezelésre.
HEK-293 sejteket VT-V2R-mVenus (négyzet, folyamatos vonal) vagy N321K-mVenus
(hdromszdg, szaggatott vonal) és B-arresztin2-Rluc konstrukciokkal tranziensen transzfektaltunk
a BRET mérés el6tt 24 oraval. A sejteket AVP-vel (stim) vagy vehikulummal (nstim) kezeltik,
a jelolt hatas a stimulalt és nem-stimulalt sejtek BRET hanydoséanak kilénbsége (stim-nstim). A
gorbéket nem-linaris regressziot kovetéen, GraphPad szoftver segitségével abrazoltuk. Az
N321K-V2R mutans receptor esetében nem tudtunk B-arresztin kotést detektdlni. Harom

fliggetlen kisérlet atlag £ SEM értékeit abrazoltuk.

Kovetkezd 1épésben a receptorok internalizacids kinetikédjat vizsgaltuk BRET
technikéaval. Ebben a kisérleti felallasban a receptorokat a médositott biolumineszcens
donor Renilla luciferdz enzimmel jel6ltik (V2R-Sluc). Az energia akceptor szerepét
betoltd sarga fluoreszcens fehérjét (YFP) egy olyan konszenzus szekvencenciahoz
kapcsoltuk, amely mirisztoilalédast és palmitoilalodast kovetéen a plazmamembranhoz
rogzul (MP-YFP) (212,217). A BRET hényados ebben az esetben a nem-specifikus

rezonancia energiatranszfert mérte, amely az energia donor és akceptor, tehat a receptor
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és a plazmamembréan tavolsagatdl fligg (14. abra). A BRET mérés sordn az Sluc
intenzitasa (485 nm-en mérve) a sejtpermeabilis szubsztrat colenterazin jelenlétében az
Sluc enzim kifejezédésétdl figg. Igy az Sluc intenzitasok dsszehasonlitasa az enzimmel
jelolt receptorok mennyiségérdl ad informaciot. A mérésekben nem volt kiilonbség a
vad tipusu és mutéans receptorok kifejezédése kozott (az adatokat nem mutatjuk). A vad
tipusi V2R-t kifejez6 sejtek 1 uM AVP-vel torténé stimulacioja a BRET hanyados
csokkeneést okozott az energia donor és akceptor megvaltozott lokalizacioja miatt. Ez a
sejtfelszini receptorok internalizaciojat és endoszomalis kompartmentekbe helyez6dését
jelzi. Az N321K-V2R-Sluc és az MP-YFP kozotti BRET hényados csokkenés
jelentésen kisebb mértékii volt, mint a vad tipus esetében mért. Ezen adat arra utal, hogy

a mutans receptor internalizacidja csokkent mértékil.

001- 1 1dé6 (s)

ABRET (stim-nstim)

-0,03+

14. dbra

A vad tipusu és mutans V2R-ok internalizacids kinetikajanak vizsgalata. A HEK-293 sejteket
tranziensen transzfektaltuk VT-V2R-Sluc (folyamatos vonal) vagy N321K-V2R-Sluc
(szaggatott vonal) konstrukciokkal, valamint a plazmamembrant jel616 MP-YFP plazmidjaval.
A BRET mérést 24 oraval kés6bb végeztiik. A jelolt idOpontban a sejteket 1 uM AVP-vel (stim)
vagy vehikulummal (nstim) kezeltik. A BRET h&nyados valtozasat a stimulalt és nem-stimulalt
sejtek kiilonbségébdl szamoltuk (stim-nstim). A jelcsokkenés a receptorok plazmamembrantdl
torténd eltavolodasat ¢és internalizacigjat jelzi. Az N321K mutans receptor csokkent

internalizacios kinetikat mutat. Harom fuggetlen kisérlet &tlag + SEM értékeit abrézoltuk.
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5.1.3.3. Az N321K-V2R agonista erzékenysegének vizsgalata

Elméletileg a mutans receptor funkciondlis elégtelensége megmenthetd egy olyan
agonista segitségével, amely képes aktivalni az N321K-V2R-t ¢és megfeleld
hataserdsséggel rendelkezik a cAMP termelésre. Néhany kereskedelmi forgalomban
hozzéferhetd, ismert V2R ligand peptidet vizsgaltunk kisérleteinkben. Célunk volt egy
olyan vegyiiletet talalni, amely képest aktivalni a mutans receptor fiiggdé cAMP
termelést, de emellett nagy a V2R szelektivitasa, hogy minimalizalhatoak legyenek az
V1R-fiiggd mellékhatasok in vivo rendszerekben. A Kisérletekben a Val*-
dezmopresszint (dVDAVP) (149); a V2R agonista, de V1R antagonista deamino-
Pen’,Val*-dezmopresszint (PVDAVP) (218); Lys®-vazopresszint (LVP); valamint
Asu*®-arginin-vazopresszint (AsuAVP) (219) teszteltiink. A ddzis-hatds gorbéket a
receptorokat (vad tipus vagy N321K) és a CAMP mérésére alkalmas Epac-BRET probat
tranziensen kifejez6 HEK-293 sejtekben vettiik fel (15. dbra). A 2. tdblazat mutatja a
peptidek pECs, értékeit az egyes receptorokon. A VT-V2R-t kifejezé sejtekben a
dVDAVP, LVP és AsuAVP vegyiletek hatékonysaga az AVP-hez hasonld volt (15.
dbra A, C, D, négyzetekkel jeldlve). Az N321K-V2R konstrukciokkal transzfektalt
sejtekben ezen peptidek hataser6ssége azonban jelentésen csokkentnek bizonyult (15.
abra A, C, D, haromszdggel jeldlve). A PVDAVP hataseréssége elmaradt a dVDAVP,
LVP és AsuAVP peptidekétél VT-V2R-t kifejez6 sejtekben (15. abra B, negyzettel
jelolve). A PVDAVP nem volt képes mérhetd cAMP koncentracid6 emelkedést
létrehozni a mutans receptoron keresztul (15. abra B, haromszdggel jeldlve). A vizsgalt
peptidek koziul a dVDAVP hataseréssége (PECso = -6,3 £ 0,07 M) volt a legnagyobb a
mutans receptoron a cCAMP jel létrehozasaban. Ez a hataser6sség hasonl6 nagysagrendi,
mint az AVP hataseréssége az N321K receptoron (pECsp = -6,49 £ 0,07 M).
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15. dbra

Peptid agonistdk cAMP jel dozis-hatas gorbéi V2R-okat kifejez6 sejtekben. A HEK-293
sejteket tranziensen transzfektaltuk a vad tipust vagy N321K mutans V2R-ral és Epac-BRET
szenzorral. 24 oraval késébb végeztiik a BRET mérést. Az agonistak hatasat a vad tipusu
receptort (négyzet, folyamatos vonal) és az N321K-V2R-t (hdromsz6g, szaggatott vonal)
kifejez6 sejtekben az agonistaval (stim) és vehikulummal stimulalt (nstim) sejtek kezelést
kovetd els6é idopontban mért BRET hanyados kilonbségeként abrézoltuk (stim-nstim). A
gorbéket nem-linaris regressziot kovetden, GraphPad szoftver segitségével abrazoltuk. Az
agonistak kiilonb6z6 mértékben jobbra tolddott dozis-hatasgdrbével rendelkeznek az N321K-
V2R-on. PVDAVP adasakor nem detektaltunk BRET hanyados csokkenést az N321K mutanst

kifejez6 sejtekben. Minden panelen harom fliggetlen kiserlet atlag + SEM értékeit dbrazoltuk.
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pEC50 (M) |VT N321K

AVP -10,46 * 0,04 |-6,492 + 0,07
dDAVP 29,229 + 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. tablazat

Az egyes agonista peptidek pEC50 értékei a vad tipust (VT) és mutans (N321K) V2R-on a 15.
abra méréseibdl szamolva. Két vegyilet (ADAVP és PVDAVP) alkalmazasakor nem mértiink
hatadsa N321K-V2R-t kifejez6 sejtekben. Az AVP analdg peptidek kozil a dVDAVP esetében

mértik a legkisebb kiilonbséget a vad tipusu és a mutans receptor pEC50 értéke kozott.

Ezen eredmények alapjan felmeriilt a lehetéség, hogy a dVDAVP képes lehet az
N321K-V2R funkcidjanak megmentésére. Minden NDI kezelésében hasznélatos AVP
analog esetében fontos kérdés a vegyilet érosszehuzd mellékhatasa. Emiatt a dVDAVP
V1R-fiiggd vazokonstriktor hatasat miografiaval vizsgaltuk izolalt egér artériakon. Az
16. &bran lathato, hogy az AVP koncentracié emelése a vaszkularis simaizomsejteken
keresztl noveli a konstrikciot. A vazokonstriktor valaszt az 1 uM fenilefrin okozta

prekontrakcié szazalékos értékében adtuk meg. A dVDAVP azonban még 10° M

koncentraciéban sem hozta létre ezt a hatast.
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16. abra

AVP és dVDAVP érosszehiz6 hatasanak vizsgalata egér artéridkon miograffal. Az izolalt egér
artériak kontroll relaxacidjanak és kontrakcidjanak (acetil-kolin és magas [K'] hasznalataval)
ellendrzése utan az erek referencia Osszehtizodasat 1uM fenilefrin hozziadasat koveten
kaptak. A vazokonstriktor valasz a referencia fenilefrin 0sszeh(zodas széazalakaban Kkerilt
jelolésre. A dVDAVP nagy koncentracioban sem hozott létre vazokonstrikciét. Harom

fliggetlen kisérlet atlag £ SEM értékeit abrazoltuk.
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5.2. Az I130N mutécio

5.2.1. Az 1130N mutécié azonositasa

A betegség felismerése és a mutacid azonositasa (mind a beteg, mind a csalad genetikai
analizise) német szerz6tarsaink munkaja volt. A receptor mutacio sejtélettani hatasainak
megismeréséhez, illetve a kovetkeztetések levondsahoz szikséges lehet azonban a

klinikai kép és a mutéacio azonositasanak ismerete, ezért roviden bemutatjuk azokat.

A vizsgéalt 34 éves ferfi beteg kronikus hiponatrémiajara elGszor egy rutin vizsgalat
soran derlt fény 2008-ban. Korabbi érdemi gyermekkori betegsége nem volt, jelenkori
panasza alkalmi palpitacio érzés. Fizikalis eltérése a betegnek nem volt. Atlagos napi
folyadékfogyasztasa 2-3 literre becsiilhetd. A laboratoriumi eredményeket a 3. tablazat
foglalja Ossze. Kiemelend6 az euvolémias allapotban mért alacsony szérum AVP
koncentrécid, valamint az emelkedett 24 6rés natrium kivalasztas és hiponatrémia. Ezek
a valtozasok megfelelnek a még mindig kidolgozas alatt allé NSIAD diagnozis
kritériumainak (202).
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Beteg Normal

értéke tartomany
Eletkor (év) 28 -
Klinikai panasz palpitacio | -
Vérnyomas (Hgmm)
szisztolés 120 <140
diasztolés 80 <90
Szérum és plazma vizsgalatok
Natrium (mmol/liter) 121 136-145
Kalium (mmol/liter ) 4.4 3,5-4,8
Kreatinin (mg/dl) 0,7 0,7-1,2
Glomerularis filtracios rata (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/mi/h) 1,3 02-28
AVP (ng /) <0,6 0-78
Vizelet vizsgalatok
Vizelet fajsaly (g/l) 1020 1000 - 1030
Natrium kivalasztas ( mmol/24 h) 300,6 40 - 220
Vizelet ozmolalitas ( mOsm/kg) 652 50 - 1200

3. tablazat

77

euvolémias allapotban (renin koncentracié normalis tartomanyban).

A vizsgalt beteg vizsgalati eredményei €és azok referencia tartomanya. Kiemelendd a beteg

hiponatrémidja, alacsony szérum AVP koncetracidja, valamint emelkedett natrium kivalasztasa

Az AVPR2 gén molekularis analizise 0j, eddig nem ismert misszensz mutaciot
igazolt a betegnél. Az AVPR2 ¢.389T>A mutacidja a V2R 130. pozicidjaban izoleucin-
aszparagin cserét okoz (17. abra A panel). A csalad genetikai analizise X-hez kototten
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0rokl6do genetikai betegségre jellemz6 mintazatot mutatott (17. dbra B panel): mig a
beteg apja vad tipusu alléllal rendelkezett, addig ndnem testvére, anyja €s nagyanyja
hordozoknak bizonyultak. A klinikai kép okakeént feltételezett mutécid szerepét
valoszinlsitette, hogy a mutacidok vizsgalatara alkalmas ,,Mutation Taster” szoftver
0,999-es valdsziniiségi ponttal a mutaciot ,betegséget okozonak” jelezte

(www.mutationtaster.orq).

di 2
sz. 1945 sz. 1944
CETRCECFTEATCEANTN G ANANCE CERE GEG NG CARTNEGAAYE
127 130 133
1 8 B B R I ¢ B
381 387 393 399 L 1973 % 1976
17. 4bra

A vizsgalt beteg (I11.1) genetikai analizise (A panel) és csaladjanak genetikai vizsgalata (B
panel).

(A). A beteg genomialis DNS-énck izolalasat kovetéen az AVPR2 gén PCR
sokszorositasat végezték. A gén szekvenaldsa egy Uj, eddig nem ismert mutaciot (c.389T>A)
tart fel, amely izoleucin — aszparagin cseréhez vezet a V2R 130. pozicigjaban.

(B). A csaldd genetikai vizsgalatdnak eredménye. A hemizigota férfi beteget telt
jelolésti négyzet mutatja. A férfiakat négyzet, a néket kor jeloli. A heterozigota ndket telitett
kdzéppontu korok mutatjak. A sziletés (sz.) és haldlozéas (h.) éve is jelolésre keriilt. A rémai
szamok generdciokat, az arab sz&mok az adott generécion belili egyént jeldlik. A vizgalt beteg

testvére (111.2), anyja (11.2) és nagyanyja (1.2) is hordozonak bizonyult.
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5.2.2. Az 1130N-V2R sejten bellli elhelyezkedése

Egy kordbban ismeretlen, nem karakterizalt mutans receptor vizsgalatanak alapvetd
feladata a receptor sejten belili eloszlasdnak meghatarozasa. Konfokalis mikroszkdpia
segitségével, két megkdzelitést alkalmazva vizsgaltuk az 1130N-V2R-t (1130N mutéciot
tartalmazo6 V2 vazopresszin receptor). Ennek oka, hogy tapasztalataink szerint a fixalas
rontja a mintdk mindségét, ezért az Anyagok és modszerek fejezetben leirt mddon,
fixalas nélkil végeztik az immunfestést a plazmembran elhelyezkedés megitélésehez.
gy azonban nem lehetséges a sejtek permeabilizacidja, ezért a sejten beliili
elhelyzkedést fluoreszcensen jel6lt fehérjék plazmidjainak transzfektalasaval vizsgaltuk.
HEK-293 sejtekben tranziensen fejeztiik ki a kovetkez6 konstrukciokat: mirisztoilalodo
¢és palmitoilalédo, plazmamembrant jelolé konszenzus szekvenciat, amelyet Cerulean
fluoreszcens fehérjével jeloltiink (MP-Cerulean); magba lokalizalodé szignalt, amelyet
mRFP-vel jel6ltunk (nuclear localization signal, NLS-mRFP) és vagy a vad tipusu (VT-
V2R-mVenus), vagy a mutans receptort (1130N-V2R-mVenus), amelyeket mVenus
fluoreszcens fehérjéhez kapcsoltunk. A konfokéalis mikroszkopos felvételen lathat6 (18.
abra), hogy a mutans receptort kifejez6 sejtek intracellularis fluoreszcencidja a vad
tipust kifejez6 sejtekéhez hasonld. Azonban az I130N-V2R plazmamembran

elhelyezkedése kevésbé hangsulyos a vad tipushoz viszonyitva.
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VT-V2R 1130N-V2R

MP-Cerulean

Receptor-mVenus

NLS-mRFP

Osszesités

18. abra

Vad tipusu és 1130N mutans receptorok sejten beliili elhelyezkedésének vizsgalata konfokalis
lézermikroszkoppal. A HEK-293 sejteket a vizsgalat el6tt 24 draval a plazmembrant jelolé MP-
Cerulean, NLS-mRFP és mVenus-jeldlt vad tipusd, vagy 1130N mutéans receptor plazmidjaval
tranziensen transzfektaltuk. Az egyes fluoreszcens jel6lések kiilon csatornaiknak megfelelden és
Osszesitve lathatok. A reprezentativ abrak harom fiiggetlen kisérletb6l szarmaznak. Lépték: 5

um.
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A plazmamembran expresszid megerdsitésére immunfestést alkalmaztunk. A HEK-293
sejtekben HA-jeldlt vad tipust vagy 1130N muténs receptorokat alkalmaztunk, illetve
minden esetben NLS-mRFP-t fejeztink ki a sejtekben. A festés soran 4°C-os
kornyezetben, fixalas nélkul kezeltik a sejteket anti-HA-Alexa488 antitesttel. A
konfokalis mikroszképia az Anyagok és mddszerek fejezetben leirtak szerint szintén
hiitétt kornyezetben tortént. A nem-permeabilizalt, HA-1130N-V2R-t kifejezé sejtek
egyértelmil plazmamembran festddést mutattak, jelezve, hogy a mutans receptor kijut a
sejtfelszinre (19. &bra). Kontrollként csak NLS-mRFP-t kifejez6 sejteket hasznaltunk,
amelyeket az antitest nem festett meg.
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anti-HA-Alexa488 NLS-mRFP Osszesités

HA-I130N-V2R HA-V2R

pcDNA3.1

19. &bra

Az 1130N-V2R plazmamembran megjelenésének vizsgalata konfokalis lézer mikroszkdppal. A
HEK-293 sejtek tranziens transzfekcioja soran a sejtekbe NLS-mRFP-t valamint a kovetkezd
konstrukciok egyikét jutattuk: HA-V2R, HA-1130N-V2R vagy ures pcDNA3.1 vektor. 24
oraval késobb az €16 sejteket fixalas nélkiil, hiitott (4°C) korilmények kozétt monoklonalis anti-
HA-Alexa488 antitesttel festettiik, majd konfokalis Iézer mikroszképpal vizsgaltuk. Az 1130N
mutans V2R megjelent a sejtek plazmamembranjan a vad tipust receptorhoz hasonléan.
Kontroll korilmények kozott (pcDNA3.1) nem volt plazmamembran fest6dés. A reprezentativ

abrak harom fuggetlen kisérletbél szarmaznak. Lépték: 5 um.
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5.2.3. Az 1130N-V2R funkcionalis vizsgalata

5.2.3.1. Az 1130N-V2R hatasa a cCAMP szintézisre

A funkcionalis vizsgalatok soran arra kerestuk a valaszt, hogy az 1130N mutans receptor
milyen sejtélettani hatdsokon keresztll hozza létre a betegnél tapasztalt fenotipust. Ezen
vizsgalatok alapja az el6z6ekben ismertetett BRET alapd cAMP koncentracié mérésre
alkalmas technika volt. A HEK293 sejtekben tranziensen kifejezdd6 Epac-BRET
szondat a cAMP koncentracio valds idejii kovetésére alkalmaztuk. A proba plazmidja
mellett a sejtekbe a kovetkezd V2R variansok egyikét juttatuk be: vad tipust receptor
(négyzet), N321K-V2R (haromszdg) és 1130N-V2R (kor). A sejteket a jeldlt
idopontokban el6szor 100 nM tolvaptannal, majd 1 uM AVP-vel kezeltuk (teli
jelolések). Kontrollként a vehikulum-kezelt sejteket hasznaltuk (ires jelolések). A
bazalis (kezelés el6tti) BRET hanyadosok kiilonbozdek voltak az egyes receptorokat
kifejez6 sejtekben, amely az eltér6 bazalis CAMP koncentréciot tiikrozi (20. dbra A és B

panelje).
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20. abra

BRET alapl cAMP monitorozas V2R-okat kifejezé sejtekben tolvaptan és AVP kezelést
kovetéen. (A) A HEK-293 sejteket tranziensen transzfektaltuk a vad tipusu (négyzet), 1130N
(kor) vagy N321K mutans V2R-ral (haromszdg) és minden esetben Epac-BRET szenzorral. 24
oraval késobb végeztilk a BRET mérést. A nyillal jelolt idépontokban 100 nM tolvaptan, illetve
1 uM AVP kezelést alkalmaztunk (teli jelolések). A kontroll sejtekhez vehikulumot adtunk
(Ures jeltlések). A BRET hanyados kiilonbozoésége a kezelelések elbtt az egyes receptorok
eltérd bazalis aktivitasara utal. Tolvaptan kezelés hatasara 1étrejové BRET jel novekedés cCAMP
szint csokkenést jelol. Harom fuggetlen Kkisérlet atlag + SD értekeit abrdzoltuk. (B) A jelolt
BRET hanyadosok a 20. abra A paneljének méréseinek kovetkezd kezelés elbtti utolsd ponjait

mutatjak. Kétutas variancianalizis, Bonferroni post hoc teszt eredménye *p<0,05, ***p<0,001
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Ebben a rendszerben a vad tipus a korabban leirt (lasd 10. abra) bazalis aktivitést
mutatta, valamint a kisérletekben negativ kontrollként szereplé N231K-V2R nem
rendelkezett alap aktivitassal. Az 1130N-V2R jelentésen csokkent kezdeti BRET
hanyadosa a mutans Kkonstitutiv aktivitasara utal. Az inverz agonista tolvaptan
hozzdadasa mind a vad tipus, mind az 1130N mutéans esetében csdkkentette a CAMP
koncentraciot. Ugyanezen receptorok az AVP stimulacidéra nagymértékii cAMP szint
emelkedéssel valaszolnak, amelynek mertéke a forskolin (FK, adenilat-ciklaz aktivator)

kezeléshez hasonl6 (21. dbra). Az emelkedés kinetikaja a mutans és a vad tipus esetén

hasonl6 volt.
AVP FK ~ -a- veh
* * - AVP/FK
04 c§33335435558%8543%9
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21. abra

AVP stimulus hatasanak mérése Epac-BRET bioszenzorral vad tipust V2R-t kifejez6 setjekben.
A HEK-293 sejteket tranziensen transzfektaltuk a vad tipust V2R-ral és Epac-BRET szenzorral.
24 6raval késébb végeztiik a BRET mérést. A nyillal jel6lt idépontokban 1 uM AVP-vel, majd
10 uM forskolinnal (FK) stimulaltunk (teli jel6lések). A kontroll sejtek vehikulum kezelést
(Ures jel6lések) kaptak. A BRET héanyados csokkenése a cAMP koncentracié emelkedésére utal,
az AVP a forskolinhoz hasonlé mértékben hozott Iétre CAMP emelkedést. Harom fliggetlen

Kisérlet tlag + SEM értékeit abrézoltuk.
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Ezt kovetéen meghataroztuk a tolvaptan dozis-hatds gorbéjét. A Kisérletek soran a
vegylilettel és a vehikulummal kezelt sejtek BRET hanyadosanak kiilonbségébdl kertilt
a hatas kiszamitasra. Az inverz agonista tolvaptan az 1130N-V2R mutans receptoron
nagyobb hataserésséggel rendelkezett, mint a vad tipust receptoron (22. abra). A
vegyllet hataseréssége is meghatarozasra kerilt a receptorokon. Az 1130N-V2R pECs
értéke -7,94 £ 0,07 M, az VT-V2R esetén ez az érték -8,15 + 0,03 M volt.
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22. &bra

Tolvaptan V2R-ok bazalis aktivitasara kifejtett hatasanak dézis-hatds goérbéi cAMP mérés
esetén. A HEK-293 sejteket tranziensen transzfektéaltuk a vad tipusd vagy 1130N mutans V2R-
ral és Epac-BRET szenzorral. 24 6raval késébb végeztiik a BRET mérést. Az inverz agonista
hatasat a vad tipusu receptort (négyzet, folyamatos vonal) és az 1130N-V2R-t (kor, szaggatott
vonal) kifejez6 sejtekben a tolvaptannal (stim) és vehikulummal kezelt (nstim) sejtek
hozzdadast koveté elsé idépontban mért BRET hanyados kilonbségeként abrazoltuk. A
gorbéket nem-linaris regressziét kovetden, GraphPad szoftver segitségével abrazoltuk. A
vegylilet hatdser6ssége nagyobb volt a mutans, mint a vad tipusi receptorokon. Harom

fuggetlen kisérlet atlag + SEM értékeit abrazoltuk.
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5.2.3.2. Az 1130N-V2R plazmamembran elhelyezkedésének vizsgalata

Az 1130N mutans receptor Kkonstitutiv aktivitdsa befolyasolhatja a receptor
plazmamembran jelenlétét az aktivacio-fliggd internalizacios folyamatok miatt. A
plazmamembran jelenlét Kkvantitativ méréséhez &ramlasi citometrids méreseket
végeztiink. A HEK-293 sejtekben kifejezett HA-jeldlt receptorokat (vad tipus vagy
I1130N-V2R) anti-HA-Alexa488 antitestekkel festettik (23. abra). A mérés soran az
I130N-V2R relativ fluoreszcens intenzitasa (RFI) szignifikansabban kisebb volt (RFI:
0,59 £ 0,1), mint a vad tipusé (RFI: 1,0). Ez az eredmény a mutans receptorok csokkent

plazmamembran jelenlétére utal.

RFI

0,5 o o

0 0 _a l.l.l.l.l.l.l.l.l.l

VT

23. &bra

A sejtfelszini receptorszdm meghatarozéasa aramlasi citometridval. A HA-jel6lt vad tipusu (VT
oszlop) vagy 1130N mutans V2R-t (I130N oszlop) tranziensen kifejezo6, illetve tires pcDNA3.1
vektorral transzfektalt sejteket anti-HA-Alexa488 monoklonalis antitesttel festettik. Az
aramlasi citometrids mérések kiértékelésekor a mért fluoreszcens intenzitdsok geometriai
atlagabol kivontuk a hatteret (pcDNA3.1), majd a vad tipusra normalizaltunk (RFI). Az 1130N-
V2R plazmamembran kifejez6dése szignifikansan alacsonyabb, mint a vad tipus( receptoré.

Négy fuggetlen kisérlet atlag = SEM értékeit abrazoltuk, *p<0,05.
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A plazmamembran jelenlét valtozasainak monitorizdldhoz a BRET technikat
alkalmaztuk. Az el6z6éekben leirt médon nem-specifikus rezonancia energiatranszfert
mértlink a jel6lt receptor (V2R-Sluc) és a plazmamembrénba juttatott energiaakceptor
kdzott (MP-YFP), amely tehat tavolsagfiiggé. A BRET hényados csdkkenése stimulus
hatasara ebben az esetben tehat a receptor plazmamembrantol térténd eltdvolodasat és
internalizaciojat jelzi. Az aramlasi citometrias adatoknak megfeleléen a bazalis BRET
hanyados alacsonyabb az 1130N-V2R-Sluc konstrukciot kifejez6 sejtekben (24. &bra).
100 nM tolvaptan hozzdadasa szignifikansan emeli a BRET héanyadost ezekben a

sejtekeben.
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24. &bra

V2R-0ok plazmamembran jelenlétének BRET vizsgalata. A HEK-293 sejteket tranziensen
transzfektaltuk VT-V2R-Sluc (négyzet) vagy 1130N-V2R-Sluc (kor) konstrukciokkal, valamint
a plazmamembrant jel616 MP-YFP plazmidjaval. A BRET mérést 24 6raval késobb végeztiik. A
jelolt idépontban a sejteket 100 nM tolvaptannal (teli jelélés) vagy vehikulummal (lres jel6lés)
kezeltik. A lathaté BRET hanyados eltérés a két receptor kozott eltéré plazmamembran
megjelenésre utal. Tolvaptan adasat kovetéen az I[130N-V2R ndvekvd plazmamembran

megjelenést mutat. Harom fiiggetlen kisérlet atlag + SD értékeit abrazoltuk, *p<0,05.
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A Kisérlethez sziikség volt olyan kontrollra, amely kizérja, hogy a mutans receptor
plazmamembran jelenlétének csokkent volta kifejez6dési kiilonbségb6l adodott. A
BRET mérés soran az Sluc intenzitasa (485 nm-en mérve) a sejtpermeabilis szubsztrat
colenterazin jelenlétében az Sluc enzim kifejez6désétél fiigg. fgy az Sluc intenzitasok
Osszehasonlitdsa az enzimmel jelolt receptorok mennyiségérél ad informaciot. A
normalizalt Sluc intenzitasokban (a 24. abran bemutatott kisérletek soran vizsgalva)
nem volt szignifikans kilonbség a vad tipusu és az 1130N-V2R receptorok kozott,

amely az dsszehasonlithatd mértékii expresszidt mutatja (25. abra).
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25. &bra

24. abrén bemutatott kisérletek soran detektalt relativ Sluc intenzitas értékek. A sejtpermedbilis
colenterazin hozzaadasa utdn mért intenzitas (lsgs \m) az energiadonor (és igy az altala jeldlt
receptor) mennyiségétol fiigg. A 24. abran lathato kisérletek soran a kezelések eldtti két mérési
pont intenzitas értekének atlagat normalizaltuk az egyes fliggetlen kisérletekben a vad tipusd

receptor értékére. Harom fuiggetlen kisérlet atlag £ SEM értékeit dbrazoltuk.

A funkcionyerd V2R mutaciok vizsgalatakor érdekes kérdés, hogy a konstitutiv
aktivitassal rendelkez6 receptor milyen internalizacids valaszt ad agonista stimulus

hatasara. Az el6zbekben ismertetett kisérleti felallasban (a receptor és a
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plazmamembran koézotti BRET mérés) 1 uM AVP stimulust kovetéen a kezdeti
alacsonyabb BRET hényados tovabbi csokkenését meértik az 1130N-V2R-Sluc
konstrukciot kifejezé sejtekben (26. abra). A lathato BRET hanyados eltérés a két
receptor kozott eltéré plazmamembran megjelenésre utal (lasd 24. abra). AVP adasat

kovetden az I130N-V2R csokkend plazmamembran megjelenést mutat.
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26. dbra

V2R-ok internalizacids kinetikajanak és plazmamembran jelenlétének vizsgalata. A HEK-293
sejteket tranziensen transzfektaltuk VT-V2R-Sluc (hdromszdg) vagy 1130N-V2R-Sluc (kor)
konstrukciokkal, valamint a plazmamembrant jel6l6 MP-YFP plazmidjaval. A BRET mérést 24
oraval késébb végeztikk. A jelolt idépontban a sejteket 1 pM AVP-vel (teli jeldlés) vagy
vehikulummal (Ures jelolés) kezeltik. Harom fliggetlen kisérlet atlag + SD értékeit abrazoltuk,
*p<0,05.

5.2.3.3. Az 1130N-V2R internalizacios tulajdonsagai

Az el6zbekben bemutatott kisérletek alapjan az T130N-V2R rendelkezik konstitutiv
internalizacioval, amely internalizacio inverz agonistaval gatolhatd, agonistaval pedig

tovabb fokozhat6. A tovabbiakban a mutans receptor internalizaciés tulajdonsagait
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karakterizaltuk. Az 1130N-V2R bazalis és agonista-indukalt B-arresztin2 kotesét BRET
modszerrel vizsgaltuk. A receptor mVenus fluoreszcens fehérjehez kapcsolt plazmidjat
és a B-arresztin2-Rluc konstrukciot fejeztik ki a HEK-293 sejtekben. A vad tipusu és a
mutans receptort tartalmazo sejtek bazalis BRET hanyadosa k6zott nem volt kilénbseg,
amely azt jel6li, hogy a mutans receptor agonista hianyaban nem kot p-arresztin2-t (27.
abra). AVP kezelés hatdsara megndvekedett a BRET hanyados, amely B-arresztin2

kotés azonban elmarad a vad tipusétol.
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27. dbra

A V2R-ok B-arresztin2 kotésének vizsgdlata BRET modszerrel. A HEK-293 sejteket VT-V2R-
mVenus (négyzet) vagy 1130N-mVenus (kor) és p-arresztin2-Rluc konstrukciokkal tranziensen
transzfektaltuk a BRET mérés eldtt 24 oraval. A sejteket 1 uM AVP-vel (teli jelolések) vagy
vehikulummal (Ures jeldlések) kezeltik a jelolt idépontban. A bazélis BRET hanyados nem tér
el a két receptor esetében. Az 1130N-V2R agonista stimulust kévetéen fokozodd B-arresztin2

kotést mutat. Harom fuggetlen kisérlet atlag + SD értékeit abrazoltuk.
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A sejtekben az internalizicié tobbféle atvonalon keresztll torténhet, aldbbi
Kisérleteinkben a dinamin fehérjéek szerepét vizsgéltuk. Ehhez domindns negativ
dynamin konstrukciot fejeztink ki a sejtekben, egydtt a vizsgalt mutans receptorral.
Kontrollként vad tipusu dynamint hasznaltunk, amely az tres pcDNA3.1-hez hasonld
BRET hanyadost hozott létre V2R-Sluc és MP-YFP kozotti energiatranszfert mérve (az
adatot nem mutatjuk), ugyanakkor hasznalata elény6sebb, mert a plazmidrol torténik
fehérjeszintézis a transzfekciot kovetéen. Azon sejtek, amelyek az 1130N-V2R-Sluc és
az MP-YFP mellett a dominans negativ dinamin 1 (DNdyn1l) fehérjét is tartalmaztak,
magasabb bazélis BRET hanyadost mutattak, mint a vad tipust dinamint (dynl)
kifejezok (28. &bra). Ez az eredmény azt jelzi, hogy DNdynl-et tartalmazé sejtekben
alacsonyabb mértékii a konstitutiv internalizacio. Tolvaptan kezelés hatasara ezekben a
sejtekben a receptor plazmamembran jelenléte tovabb fokozhaté volt, azonban ez

elmarad a dynl konstrukciot kifejezé sejtekben 1étrejovo hatastol.
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28. abra

Dominans negativ dinamin hatasa az 1130N-V2R internalizacidjara. A HEK-293 sejteket
tranziensen transzfektaltuk 1130N-V2R-Sluccal, a plazmamembrant jelol6 MP-YFP
plazmidjaval és a dominans negativ dinaminl (négyzet, DNdyn1) vagy vad tipusd dinaminl
(kor, dynl) konstrukciokkal. A BRET mérést 24 draval késobb végeztiik. A jelolt iddpontban a
sejteket 100 nM tolvaptannal (teli jel6lés) vagy vehikulummal (Ures jeldlés) kezeltiik. A lathatd
bazélis BRET hanyados eltérés a dominans negativ dinamin Kkonstitutiv internalizaciot gatlo

hatdsdt mutatja. Tolvaptan adasat kovetden az I130N-V2R novekvé plazmamembran
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megjelenést mutat, amely kevésbé jelenik meg a DNdynl-et kifejezé sejtekben. Harom
fuggetlen kisérlet atlag £ SEM értékeit abrézoltuk, *p<0,05.

A dominéns negativ dynamin mutans receptorok bazalis CAMP termelésére
kifejtett hatasat is vizsgaltuk. Az Epac-BRET, 1130N-V2R és DNdynl konstrukciokat
kifejez6 sejtekben alacsonyabb CAMP koncentracié volt mérheté, mint a kontroll
sejtekben (Epac-BRET, VT-V2R és dynl) (29. &bra). A sejteket egymast kovetden 100
nM tolvaptannal, majd 1 uM AVP-vel kezelve azonban a dinamin konstrukciok nélkili

sejtekben mért valaszhoz hasonlé eredményeket kapunk (20. abra).
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29. abra

Dominéns negativ dinamin hatdsa az 1130N-V2R cAMP termelésére. A HEK-293 sejteket
tranziensen transzfektaltuk a vad tipust dinaminnal (hdromszdg, dynl) vagy dominans negativ
dinaminnal (koér, DNdynl) és Epac-BRET szenzorral valamint az 1130N-V2R plazmidjaval. 24
oraval késobb végeztilk a BRET mérést. A nyillal jelolt idépontokban 100 nM tolvaptan, illetve
1 uM AVP kezelést alkalmaztunk (teli jelolések). A kontroll sejtekhez vehikulumot adtunk
(Ures jelolések). Dominans negativ dinamin jelenléte csokkenti az 1130N-V2R fiiggé cAMP

produkcidt. Harom fiiggetlen kisérlet tlag + SEM értékeit abrézoltuk, *p<0,05.
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6. Megbeszélés

A dolgozat els6 részében a II. Belgyodgyaszati Klinika férfi betegében azonositott
AVPR2 misszenz mutaciot karakterizaltuk. Az N321K mutaciét mar azonositottak, mint
XNDI-hez vezetd receptor mutaciot, azonban ebben a publikdcidban nem vizsgaltak a
szerzOk a mutacid sejtélettani kovetkezményeit (164). A beteg gyermekkoraban
elvégzett vizmegvonas teszt egyértelmiivé tette a DI diagndzis felallitasat. A teszt soran
tovabba hatastalannak bizonyult a dDAVP, a vegyiilet beadasat nem kdvette vizelet
koncentracié emelkedés. Amellett, hogy teszt NDI-t valoszintsitett, a csaladi anamnézis
oroklodo betegség képét mutatta, hiszen a betegségre jellemzd tiinetek legalabb 4
generaciora visszamendleg feltarhatoak voltak, az 6roklddésmintazat pedig XNDI-re
jellemzé volt. Az altalunk végzett genetikai vizsgalat C>G szubsztituciét igazolt az
AVPR2 génben, amely pontmutécié aszparagin-lizin cseréhez vezet a V2R 321.
motivum elsé tagja. Az NPXXY konzervalt szekvenciaja a GFKR-ok funkcidjaban igen
fontos szerepet jatszik. A B-adrenerg receptor ligand-kétésében, G-fehérjéhez
kapcsolddédsaban és internalizaciojaban is szerepet jatszhat (8). Az AT1R-ban az
aszparagin elmutalasa jelentdsen csokkenti a receptor G-fehérje kotését és igy a
masodlagos hirvivék mennyisége is elmarad agonista stimulust kdvetéen, azonban nem
érintette a receptor internalizaciojat (9). V2R esetében az eddig rendelkezésre allé
adatok szerint a 322. pozicioban levé prolin mutacidja a receptor Gs-kapcsolodasat
érintette hatranyosan (165).

A Dbemutatottak alapjan tranziens kifejez0dés esetén az N321K-V2ZR
plazmamembran expresszidja a vad tipuséhoz hasonldnak bizonyult (9. abra).
Eredmenyeink szerint tehat a mutans receptor kijut a sejtek felszinére és bar
elképzelhetd bizonyos mértékii ER retencio, nem ez a mechanizmus felelds a kialakitott
fenotipusért. Az N321K-V2R fizioldgias hormonnal, AVP-vel torténd stimulacidja a
vad tipushoz képest jelentdsen csOkkent hataserésséget, viszont véltozatlan
hatekonysagot mutatott ki a receptor cAMP termelésében (11. abra A panel). A
Kisérletek egyik érdekes eredménye a mutans receptor bazélis cCAMP szintre gyakorolt
hatasa volt. Az N321K-V2R a vad tipussal szemben csokkent konstitutiv. cAMP
produkciot mutatott (10. abra). Az 1130N-V2R muténssal egylitt végzett kisérleteinkben
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is lathat6 (20. abra), hogy a N321K-V2R bazalis koriilmények kozott mérheté BRET
hanyadosa (stimulus el6tt) — amely a sejtek CAMP szintjét reflektalja - hasonld mértéki
antagonista hozzaadasaval maximalis gatlasnak vetettiink ala. Osszefoglalva tehat, a
mutans N321K-V2R mind az agonista jelenlétében, mind annak hidnyaban csokkent
masodlagos hirvivé koncentraciot hoz létre a sejtekben, amely jelenség a receptor
karosodott G-fehérje kotésére utal (Illa. osztalyd mutécid). Fontos azonban
megjegyezni, hogy mint azt korabban is irtuk, egy NDI-hez vezeté mutins receptor nem
csak egy osztélyba tartozhat a patomechanizmus szempontjabol. Az R137H mutéciét
eredetileg, mint 1V. osztalyba tartozé mutaciot irtak le (169). Kés6ébb mutattak ki, hogy
ugyanezen mutacio a B-arresztin konstitutiv kotése mellett, mind csokkent G-fehérje
kotéssel, mind ER retencioval jellemezhetd (74,220). Eredményeink alapjan nem
zarhatd ki, hogy a mutans receptor csokkent ligand-affinitds tulajdonséggal is
rendelkezik.

Egy szovet hormonérzékenysége alapvetden fiigg a receptorok deszenzitizacids
és internalizacios folyamataitdl, amelyek a sejtfelszini receptorszdmot befolyasoljak.
Kisérleteinkben az N321K-V2R internalizacios tulajdonsagainak meghatarozasa tobbek
kozott BRET technikaval torténé [B-arresztin2 kotési vizsgalattal tortént agonista
stimulust kovetéen és a vad tipuséhoz hasonlitottuk az eredményeket. A vad tipusi
receptor B-arreszin2 kotésének dozis-hatds gorbeje (13. abra) a CAMP termelés dozis-
hatas gorbéjéhez képest (11. A &bra) jobbra tolt AVP stimulust kdvetéen. Ez a jelenség
a ,tartalék” receptorok jelenségére és a masodlagos hirvivok termelésének erésitésére
utal. Az elképzelés szerint egy receptor (pl. ebben az esetben a V2R) tobb G-fehérjet is
képes aktivalni, valamit egy G-fehérje tobb adenilat-ciklazt aktival, amely enzimek tébb
masodlagos hirvivd létrehozasaban jatszanak szerepet inaktivalodasukig. Ilyen erdsités
nincs jelen a receptor B-arresztin kotésekor (11,221).

A vad tipusu receptorral szemben, az N321K-V2R esetén nem volt mérhetd [3-
arresztin2 kotes (13. abra). Elképzelhet6, hogy a hasznalt modszer és/vagy az AVP
koncentraciok miatt nem detektaltunk P-arresztin2 kotést. A kisérletben hasznaltnal
nagyobb hormon koncentraciok még in vitro Kkisérletekben is extrem magasnak
szamitottak volna, igy relevansabb vizsgalatként az N321K-V2R internalizacids

Kinetikajat hataroztuk meg (14. abra). A BRET-alapi mérésben a plazmamembranra
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irnyitott YFP szolgalt a plazmamembrén indikéatoraként és a luciferaz-jelolt receptorok
internalizacidjat a jelolt sejtfelszintdl torténd tavolsag valtozasként mértiik stimulust
kovetéen (212). Bar a technika bizonyos korilmeények kozott alkalmas a receptorok
intramembran elmozdulasanak monitorizalasara is, a vad tipusi és az N321K-V2R
kinetikajanak Osszehasonlitasa elsésorban az internalizaciot tiikrézi (217). Ebben a
Kisérleti felallasban, a mutans receptorok vad tipusehoz képest jelent6sen csokkent
mértékil internalizacidjat regisztraltuk. Az N321K-V2R kismértékben megtartott BRET
hanyados csokkenése utalhat a kismértékii B-arresztin-fiiggd és az attol fliggetlen
internalizaciora is. A vizsgalatokbdl levonhat6 kovetkeztetés, hogy szemben az AT1R-
ral, a V2R NPXXY motivumaban bekovetkezé mutacid érinti a receptor internalizacids
folyamatokat (8). Fontos ugyanakkor megjegyezni, hogy a csokkent internalizacié nem
jar  feltétlenul a receptor folyamatos szignalizacidés tevékenységével a
plazmamembranban. Lathat6, hogy szemben a vad tipuséval, az N321K-V2R cAMP
jele tranziens jellegti (10. &bra). A jelenségre magyarazat lehet, hogy a mutécié nem
befolyasolja jelentésen a receptor deszenzitizacidjat (10. abra). A korabbiakban irtak
szerint, a receptor P-arresztin-fliggd szétkapcsolasa a G-fehérjétél nem az egyetlen
lehetséges deszenzitizaciés mechanizmus. Masodlagos hirvivok altal aktivalt kinazok
receptorfoszforilacija az aktivéacid terminalashoz vezethet (25).

AVP analég dDAVP-nek. Kisérleteinkben ezért vizsgaltuk a dDAVP hatasat az N321K-
V2R-ra. A kisérletben nem detektaltunk cAMP koncentracio emelkedést a mutéans
receptort kifejezé sejtekben (11. abra B panel). Ez az eredmény konzisztens a beteg
Klinikai vizsgalati eredmenyeivel, a gyermekkori dDAVP proba nem volt hatéssal a
teszt soran vizsgalt paraméterekre. Ddzis-hatas vizsgalatainkban a dDAVP AVP-hez
képest csokkent hataserOsségét regisztraltuk a vad tipusu receptorokat kifejezd
sejtekben cCAMP szint mérésekor. A jelenség ismert az irodalomban: bar a dDAVP
specifikus V2R agonista, affinitdsa a receptorhoz elmarad a fizioldgias hormonétol
(150). Osszegezve a kapott eredményeket elmondhatjuk, hogy az N321K mutacio a
V2R olyan konformaéciét alakit ki, amely csokkent ligand affinitashoz és/vagy G-fehérje
koteshez vezet. llyen kériilmények kdzott a ADAVP hatastalan a mutans receptor cAMP
termelésére azokban az ésszerli koncentraciokban, amiket a Kkisérletek soran

hasznaltunk.
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A munkahipotézisink szerint, egy receptor megvaltozott konforméacidja csokkentheti
egy adott agonista hataser0sségét a receptoron, de a jelenség eltérden érintheti a
receptor mas agonistait. Egy olyan agonista azonositasa, amely a konformacio valtozas
ellenére képes aktivalni a receptorokat, az N321K-hoz hasonlé mutaciok esetén a
terapias stratégia alapjat képezheti. Fontos ugyanakkor megjegyezni, hogy az eltérd
konforméaciok esetében més és mas agonistak bizonyulhatnak a legoptimélisabbnak. A
munkahipotézis bizonyitasahoz ¢és a megfeleld agonista azonositdsahoz néhany
kereskedelmi forgalomban kaphato AVP analdog agonistat teszteltlink, kdzos
tulajdonsaguk a magas V2R affinitdsuk volt (15. dbra és 2. tablazat). Az LVP,
dVDAVP és az AsuAVP vegyiletek hasonld hataserésséggel birtak a vad tipusu
receptoron. Ezektdél elmaradt a PVDAVP hataserdssége, valamint ezzel a vegyilettel
stimulalva az N321K-V2R-t kifejez6 sejtekben nem mértiink CAMP koncentracio
emelkedést. A vegyilet specidlis tulajdonsagat, miszerint bar V2R-on agonista, V1aR-
on antagonista, a j6 mellékhatasprofil miatt szerettik volna kihasznalni (218). A
legnagyobb hataser6sségel a mutans receptoron a dVDAVP rendelkezett. A
munkahipotézisiinket igazoltak az eredmények, amelyek arra utalnak, hogy az N321K
mutécié csokkent hatassal volt az agonistara. Az N321K-V2R-on és a vad tipusu
receptoron mért agonista hataser6sség kilonbsége a dVDAVP esetén egy
nagysagrenddel kisebb, mint mas vegyiileteknél (a ApEC50 értek a dVDAVP-re 3,71
M, az LVP és AsuAVP esetén 4,56 M és 4,62 M volt). Statisztikai analizissel a
kilonbségek szigfnikdnsnak bizonyultak. Az N321K mutacio tehat eltéré agonista
érzékenységgel jaro receptor konformaciot okoz, amely sokkal elonyésebb a dVDAVP
altali, mint egyéb vegyiilettel torténé aktivaciora. Szerencsére a vizsgalt vegytiletek
kodzul leghatasosabbnak bizonyuld6 dVDAVP V2R szelektiv agonista (149). Egy nagy
ddzisi agonista kezelés NDI betegekben veszélyes lehet azok vaszkularis V1aR
keresztreakcioja miatt (222). Fiziologiasan az AVP plazmakoncentracioja nem éri el a
vazokonstrikciohoz szlikséges szintet, de a Dl-ban alkalmazott magas agonista
koncentracio elérheti ezt a szintet és vérnyomas emelkedéshez vezethet. Szeptikus sokk
vizsgalatok szerint az agonista hatds a VV1aR-on akar a sziv, a vese és belek csokkent
perfizidjahoz is vezethet (223). A varhatd mellékhatdsok miatt a dVDAVP N321K-

-7z

gyakorolt vazokonstriktor hatasat vizsgaltuk (16. abra). Mint lathatd, az igen magas 10
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uM végsé dVDAVP koncentracié esetén sem detektaltunk vazokonstrikciot az egér
arterioldkon. Eredményeink szerint a megfeleld (meglehetdsen magas) dézisu kezelés a
vegyulettel jotékony hatassal lehet a beteg poliuridjara és polidisziajara, veszélyes

vazokonstrikcid-fiiggé mellékhatasok nélkiil.

=77

Ve

hatékonyabbnak a dDAVP-nél, de igen érdekes modon leirtdk a vegyulet rovid
hatastartamu, kozepes mértékt antidiuretikus hatasat ,,ADH-rezisztens” diabétesz
inszipiduszos betegekben (224). Intravénas hasznélat esetén a dVDAVP tovabba
haromszor hosszabb hatassal rendelkezett CDI-s betegekben, mint a dDAVP, valamint

intranazalisan is adagolhato volt.

A Kkiseérletek mésik részében egy a kollaboracids partner &ltal azonositott
funkcionyeré V2R-t vizsgaltunk. Az eddig nem ismert mutacio NSIAD betegséghez
vezetett egy német betegben, amely betegség hiponatrémia és alacsony AVP
plazmaszint miatt ker(lt felismerésre. Az AVPR2 gén szekvenalasa igazolta a misszenz
mutéciét, amely izoleucin-aszparagin cseréhez vezet a receptor fehérje 130.
sejtek magas bazalis cAMP szintjére (20. abra). A receptor konstitutiv aktivitasa
tolvaptan inverz agonistaval gatolhatdé volt. Bar az irodalomban eléggé elterjedt a
vegyllet antagonista megnevezése is, a fenti kisérlet mutatja a tolvaptan inverz agonista
tulajdonsagat: képes a vad tipusu receptor bazalis aktivitasat is csokkenteni. Az 1130N-
V2R ezen tulajdonsaga hasonl6 volt az F229V NSAID-ot okozd V2R mutécidhoz és
ellentétes a tolvaptan-rezisztens R137C/L mutaciokkal (204,205). A Kisérlet
legfontosabb klinikai vonatkozasa az lehet, hogy a tolvaptan azonnal csokkentette
mutans receptor CAMP termelését a sejtekben, igy az 1130N és ehhez hasonlo
mutaciokat hordoz6 NSIAD-os betegek esetében a vegydllet terdpias lehet6séggel
kecsegtet. A 20. abran lathato, hogy az 1130N-V2R cAMP produkciéja AVP hormon
stimuléacioval tovabb fokozhato volt, szemben az R137C/L mutansokkal (204).

Kiserleteinkkel azt is bizonyitottuk, hogy az I130N-V2R képes agonista-
indukalt B-arresztin kotésre (27. abra). Ugyanakkor az is lathatd, hogy a robusztus
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CAMP termelés ellenére, a konstitutiv aktiv konformacioju receptor nem mutatott
bazalis B-arresztin kotést. Az eredményeket dsszefoglalva, az AVP hianyaban 1étrejovo
konstitutiv aktiv 1130N-V2R konformacioja kiilonbozik az agonista kotésekor 1étrejovo
aktiv receptor konformaciotol és egyértelmiien kiilonbozik az AVP altal aktivalt vad
tipusétdl. llyen tekintetben az 1130N-V2R hasonlit az irodalomban leirt F229V-V2R-ra,
mivel mindketté esetében hianyzik a bazalis B-arresztin kotés, szemben a betegség
felfedezésekor leirt R137C/L mutaciokkal (204,205,220). Az eredmeények arra utalnak
tovabba, hogy az I1130N misszenz mutacio jelatvitel szelektiv mutans V2R-nak
tekinthet6, hiszen a G-fehérje fiiggd jelatviteli ut szelektiven aktivalodik. A
megallapitas jol illeszkedik abba a koncepcioba, hogy a GFKR-oknak tébbféle aktiv
konformacidja létezhet, amelyek eltérd karakterisztikaval birnak (51).

Konfokalis mikroszképiaval kimutattuk, hogy az 1130N-V2R megjelenik a
sejtek plazmamembrénjan, de a sejtek belsejében nem jelent meg intracelluléaris
vezikulakban (19. &bra). Ez a megfigyelés hasonld az F229V-V2R sejten belili
megoszlasadhoz és megmagyardzhatd az 1130N-V2R mutans receptor hianyzo bazalis -
arresztin  kotésével (205). A plazmamembran mutans receptor mennyiségét mérd
aramlasi citometrids vizsgalatok azonban a vad tipushoz képest csdkkent 1130N-V2R
sejtfelszini kifejez6dést mutattak (23. dbra).

A Kkérdés tisztazdsdra megvizsgaltuk a mutans receptor internalizécids
tulajdonsagait (24. és 26. abra). Agonista stimulust kovetéen igen gyors internaliziciora
utald6 BRET hanyados csokkenést mertink az 1130N-V2R-t kifejez6 sejtekben. A
Kisérleti eredmény azonban egyuttal az aramlasi citometrias vizsgalatokkal konzisztens
bazalis BRET hanyadost egyértelmiien jelzi, amely a mutans receptor vad tipushoz
képest csokkent plazmamembran elhelyezkedését mutatja. Ez az alacsonyabb bazalis
plazmamembran receptor mennyiség csokken tovabb AVP stimulus hatasara. Tolvaptan
adasat kovetden az 1130N-V2R-Sluc és MP-YFP (plazmamembran) kozotti tavolsagot
reflektadld BRET hanyados lassu emelkedését tapasztaltuk, ez a jelenség azonban a vad
tipusu receptor esetében elmaradt. Az eredmények alapjan megallapithatd, hogy az
I1130N-V2R konstitutiv aktivitasa nemcsak a CAMP termelést érinti, de a receptor inverz
agonista tolvaptannal gatolhat6 internalizaciéjahoz is vezet. Az 1130N-V2R szemben az
R137C/L mutaciokkal, agonista hianyaban nem kotddik B-arresztinhez, ugyanakkor

mégis tolvaptan szenzitiv moédon konstitutivan internalizalodik. Ez a megfigyelés
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egyuttal felveti, hogy az I130N-V2R az F229V-V2R-t6l eltér6 konformacidval
rendelkezik. Carpentier és munkatarsainak konllzidja szerint az F229V mutéacié nem
okoz konstitutiv internalizaciot (205). A kozlemény hatranya ugyanakkor, hogy a
kisérletekben csak receptor/B-arresztin és B-arresztin/AP2 (adapter protein) interakciot
mértek dominans negativ dinamin és agonista jelenlétében. Nem vizsgaltdk azonban,
hogy inverz agonistak milyen hatdssal lennének a mutans receptor sejtfelszini
kifejez6désére. A kisérleteinkben latott eltérés az 1130N-V2R konstitutiv és agonista
indukalt internalizaciojanak mechanizmusa koézott nem egyedi a GFKR-ok kozott,
korabban leirtak a B-arresztin fliggé agonista indukalt és a [-arresztin fliggetlen
konstitutiv internalizacid lehetéségét (225-227). Azt is fontos kiemelni, hogy mas
GFKR-ok esetén sem kovetkezik a konstitutiv aktivitasbol a receptor bazalis
internalizacioja (228).

A internalizaciés mechanizmus pontos megértésének érdekében kisérleteinkben
megvizsgaltuk a dominans negativ dinamin hatasat is (28. abra). A dominéns negativ
tulajdonsaggal bird fehérje kifejezése a sejtekben az 1130N-V2R plazmamembran
megjelenését fokozta. A tolvaptan hozzéadasa kevéshé kifejezett hatast hozott létre a
vad tipust dinamint tartalmazé sejtekkel dsszehasonlitva. Az eredmények alapjan tehat
az 130N mutaci6 hatasdra a receptor bazalis endocitozisa fiiggetlen B-arresztintdl, de
dinamin fliiggd modon torténik. Hasonlo koriilmények kozott végzett kisérletekben a
dominans negativ dinamin az R137C/L mutansok sejtfelszini kifejez6dését és p-
arresztin/AP2 interakciojat fokozta, amely a szerzOk szerint arra utal, hogy az R137C/L
receptorok csapdaba estek a plazmamembranban és [-arresztin-AP2 komplexben
felnalmozodtak (204). Az F229V-V2R azonban nem mutatott fokozodast a f-
arresztin/AP2 interakcié mérésekor dominans negativ dinamin jelenlétében, amely
eredmény konzisztens a mutans bazalis endocitozisanak [-arresztin-fliggetlen
mechanizmusaval. Ebben a munkéaban azonban nem vizsgaltak a dominans negativ
dinamin hatasat az F229-V2R sejtfelszini megjelenésére (205). Az 1130N-V2R-nal
feltart endocitotikus palya jol ismert a GFKR-ok esetében. Az irodalomban leirtak
szerint az endocitotikus funkciok plasztikusak és a receptorok képesek P-arresztin-
fliggetlen, de dinamin-fiiggé modon a sejtek belsejébe jutni (43,229-231).

A dominans negativ dinamin jelenlétében végzett cAMP mérések az 1130N-V2R

egyik érdekes tulajdonsagara hivtak fel a figyelmiinket, amely mérések alapjan is ez a
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mutans a tobbi ismert NSIAD-ot okozd mutéciotdl igen eltéré tulajdonsagokkal
rendelkezik (29. &bra). Dominans negativ dinamin jelenlétében az 1130N-V2R-t
kifejez6 sejtek cAMP szintje meglep6 modon elmaradt a kontroll sejtekétol és igy
ellentétes iranyban valtozott az irodalomban leirt mutansokhoz képest. A jelenség
magyarazata a 1130N mutaciot hordozd receptor heterol6g deszenzitizacioja lehet. A
V2R esetében a CAMP altal aktivalt PKA-fiigg6 foszforilacio szétkapcsolja a receptort a
G-fehérjétol (24). Carpentier és munkatarsai szerint az R137C/L mutans receptorok
,bezarodtak™ aktiv konformacidjukba. ezek a receptorok érzéketlenek a deszenzitizacids
mechanizmusokra.

Az T130N misszenz mutacid miatt 1étrejové valtozasokat a V2R funkcidjaban a 30. dbra

foglalja Gssze.
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30. abra
Az I130N mutacio funkcionalis kdvetkezményei a receptor mitkddésre. A nyilak vastagsaga a

CAMP jel, internaliz&cid és a -arresztin kotés mértékét jelzi.
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7. Kovetkeztetések

Genetikai vizsgalattal a Il. sz. Belgyogyaszati Klinikan kezelt beteg esetében a V2R
321. pozicidjaban aszparigin-lizin aminosav cserét azonositottunk. In vitro vizsgalataink
alapjan az N321K-V2R kifejez6dik a sejtek plazmamembranjan, a vad tipust
receptorhoz hasonld mennyiségben megjelenik a sejtek felszinén. A mutans V2R
bazalis CAMP termelése elmarad a vad tipusu receptorétol, AVP stimulus eseten mért
dozis-hatas gorbéje pedig jelentGsen csokkent hataserGsséget €s valtozatlan
hatékonysagot mutatott. Patomechanizmus alapjan a receptor I11. osztalyba tartoz6 V2R
mutans, amely karosodott G-fehérje kotesi képességgel bir. Az N321K-V2R
internalizacios Kkinetikaja a vad tipusu receptorhoz képest csokkent meértékii.
Kimutattuk, hogy a mutéacié kévetkezményeként olyan receptor konforméacid jon létre,
amely eltérd agonista érzékenységhez vezet. Kisérleteink alapjan a dVDAVP képes a
mutans receptort olyan koncentracioban aktivalni, amely nem hoz létre V1R medialt
vazokonstrikciot. Mindezek alapjan a terapias stratégia alapja a kedvezé mellékhatas

profillal rendelkez6 dVDAVP adésa lehet az N321K mutéciot hordozé betegeknél.

Kisérleteink alapjan az NSIAD betegseg fenotipusat Iétrehozé 1130N mutacio
funkcionyer6 GFKR mutdcié. Az 1130N-V2R kijut a sejtek felszinére, de a
plazmamembranban kisebb mennyiségben helyezkedik el, mint a vad tipusd receptor.
Funkciondlis vizsgalatokkal kimutattuk, hogy a mutans receptor emelkedett bazélis
CAMP termeléshez vezet a sejtekben, amely tolvaptannal gatolhaté, AVP adasaval
fokozhaté volt. Az emelkedett bazalis aktivitds az [1130N-V2R konstitutiv
internalizaciojaval jar egyutt, amely a csokkent plazmamembran megjelenés hatterében
all. A mutans receptor konstitutiv internalizacidja B-arresztin2-fliggetlen, de dinamin-
fliggd mechanizmussal torténik. Eredményeink alapjan elfogult aktiv receptor-
konforméacid jon létre a mutécidé miatt, amely szelektiven aktivalja a G-fehérje-fiiggd
jelatviteli utat. Az 1130N-V2R agonista-indukalt internalizacioja p-arresztin2-fiiggének
bizonyult. Kisérleteink szerint az NSIAD komplikacidjaként fellépd patologias

allapotok rendezésében tolvaptan adasa lehet a terapia alapja.
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8. Osszefoglalas

A GFKR-ok a fizioldgias folyamatok alapveté szabalyozoi, mutacidik betegségeket
okoznak. A V2R a vesében kifejezOdve az arginin-vazopresszin hormon hatasat
kozvetiti €s a vizhomeosztazis centralis szabalyozoja. A V2R funkciévesztd mutacidja
NDI betegséghez vezet. A betegségre jellemzd poliuria, polidipszia €s hiposztenuria
folyamatos vizfelvétellel kompenzalhatd, de konvencionalis terapidval nem
gyogyithatd. A funkcidvesztd mutaciok tobb, egymastol eltéré mechanizmussal
karosithatjadk a V2R funkcidjat a sejtekben. A V2R funkcionyerd mutacidja NSIAD
betegséghez vezet. A nemrégiben felfedezett betegség hiponatrémiat okoz, amely
allapot felndttekben tiinetmentes lehet, azonban csecsemdkben és kisgyermekekben
gorcsallapotok kialakuldsédhoz vezethet.

Eredményeink szerint az altalunk vizsgalt NDI-os beteg N321K mutéciét
hordoz. Az N321K-V2R nem szenved ER retenciot, kijut a sejtek plazmamembranjara.
Bar a receptor fizioldgids hormon stimulusra a vad tipuséhoz hasonlé hatékonysagot
mutatott, jelentds hataserdsség csokkenés jellemzd ra. Kimutattuk, hogy a mutans
receptor csokkent G-fehérje kotési képessége allhat a funkcidvesztés mogott. A
karosodott internalizacios folyamatokert az 1130N-V2R nem detektalhatd B-arresztin
kotése lehet felelds. A mutacio altal 1étrehozott konformécid agonista szelektivitasnak
kedvez, nagyobb az érzékenysége a dVDAVP, mint mas vizsgalt peptidek irant. A
N321K-V2R funkcidgja megmentheté6 dVDAVP adasaval, cAMP termelést aktivald
koncentracioban nem hozott Iétre vazokonstrikcidt. Vizsgalatainkkal karakterizaltuk az
N321K mutacidt és eredményeink alapjan a terapias stratégia alapja dVDAVP adasa
lehet a mutaciot hordozo betegeknél.

A NSIAD Dbetegséghez okozé 0j, eddig nem ismert 130N mutaciot
karakterizaltunk. A mutacié elfogult receptor konformacidhoz vezet. A receptor
emelkedett bazalis CAMP termelést okoz a sejtekben, de aktivitdsa nem jar konstitutiv
B-arresztin kotéssel. Az 1130N-V2R azonban agonista hidnyaban is internalizalodik,
dinamin-fiiggd moédon. A receptor aktivitisa tolvaptannal gatolhatd, a vegyiilet a
sejtfelszini receptor mennyiséget is noveli. Eredményeink alapjan a fdleg
gyermekkorban jelentkez6 NSIAD komplikaciok esetén tolvaptan adasa segithet a

mutaciot hordozé 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 -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 1130N receptor leads to selective G-protein activation and CAMP
production without B-arrestin binding. The biased receptor showed constitutive
internalization, which process was dynamin dependent. The activity of the 1130N-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
130N mutation.
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