Jelatvitel-specifikus agonistak hatasainak vizsgalata

A G-fehérjéhez kapcsolt receptorok (GFKR) alkotjdk az integrans membran-
receptorok legnagyobb csoportjat. A kiilonb6z6 ligandok eltéré receptor konformacidkat
stabilizalnak, tovabba egy adott GFKR-nek nem csak tobb aktiv konformacidja létezhet,
hanem aktivacidjakor tobbféle jelatviteli folyamat is Iétrejohet, melyet egyes agonistak
szelektiven befolyasolhatjak (ezt a jelenséget nevezziik jelatvitel-szelektiv agonizmusnak). Az
elmult években nyilvanvalova valt, hogy a méas-mas receptorkonformaciokhoz kothetd, eltérd
jelatviteli utak és receptorszabalyozési utvonalak szelektiv, utvonal-specifikus ligandok altal
befolyasolhatoak. Lehetséges, példaul a receptor internalizaciot szelektiven, G-fehérje-
aktivalas nélkill elinditani, igy a receptor miikddését leallitani. Ennek ellenkezdje is
megvaldsithatd: szelektiv ligand alkalmazaséaval internalizacié és deszenzitizacid nélkiil G-
fehérje aktivalast létrehozni, igy kisszamu sejtfelszini receptorral is nagy sejtvalaszt lehet
elérni. A palydzatban kitlizott céloknak megfelelden tobb GFKR jelatviteli folyamatait
vizsgaltuk.

Az 1-es tipust angiotenzin receptor (AT1R) jelatvitel-szelektiv agonizmusa

Az Angll kdzponti szerepet jatszik a vérkeringés €s a s6-vizhaztartas szabdlyozasaban.
Az Angll a célsejtek felszinén taldlhatdé AT1R-hoz ko6tddik, mely els6sorban Gq fehérjén
keresztiil intracellularis Ca2+-jel kialakuldsat és protein-kinaz C aktivalodasat eredményezi,
illetve képes MAPK kaszkadok aktivalasara is. Az aktivalt ATIR kapcsolodik a B-arresztin
fehérjékkel, melyek az ATIR G-fehérje fliggetlen jelatviteli mechanizmusaiért feleldsek.
Kisérleteinkben kimutattuk, hogy nemcsak a receptor plazmamembranban vald6 mozgésa,
illetve az elinditott jelatviteli mechanizmusok kiilonbozhetnek a jelatvitel szelektiv agonistak
alkalmazasaval, hanem a receptor sejten beliili sorsa (intracellularis feldolgozasa) is
jelentdsen eltérhet. Vizsgalataink soran vad tipusu, valamint G-fehérje aktivaciora képtelen
DRY/AAY-ATIR mutans sorsat vizsgaltuk Angll, valamint G-fehérje fiiggetlen Gtvonalakat
szelektiven aktivalo jelatvitel szelektiv agonistak (SII-Angll, TRV120023, TRV120027)
hataséra. Kisérleteinkben kimutattuk, hogy az AnglI stimulustdl eltérden, a jelatvitel szelektiv
agonista ligandokkal torténd aktivacio soran a vad tipust receptor korabban jelenik meg a
korai endoszomakban. Bebizonyitottuk, hogy a gyorsabb internalizdci®6 annak
kovetkezménye, hogy ezen ligandok nem inditanak PI(4,5)P2 bontast a sejtmembranban.
Ezzel ellentétben az internalizalodott receptor intracellularis sorsanak alakuldsaban viszont a
B-arresztin kotés nagysaga és fenntartottsaga bir dont6 szereppel. Kisérleteink felfedték azt is,
hogy az aktivalt ATIR és a B-arresztin kotés nagysagat és idobeli alakulasat a kiilonbozo
agonistdk eltéré receptor affinitdsa hatarozza meg (Szakadati, 2015). Adataink alapjan
elmondhatjuk, hogy a jelatvitel-szelektiv aktivacid fontos szerepet jatszhat a receptor hosszu
tava sorsaban, valamint az externalizacid/internalizacid egyensulyaban. Ezen folyamatok
megvaltoztatjdk a sejtfelszinen 1évd receptorszamot, melynek befolydsolasa szelektiv
ligandokkal klinikailag fontos lehet.

A 2-es tipusu vazopresszin receptor (V2R) vizsgalata
A szervezet viz-homeosztazisdnak fenntartasaban kulcsszerepet jatszik a vese
koncentral6 és higité miikodése, amelyet az arginin-vazopresszin rendszer szabalyoz a V2R-



on keresztiil. A V2R funkcidvesztd mutacioi nefrogén diabetes insipidus betegséghez (NDI)
vezethetnek. A betegség kialakulasanak oka a ¢cAMP masodlagos hirvivd molekula nem
megfeleld mennyiségli képzddése, amely hatterében a receptor csokkent plazmamembran
expresszidja, csokkent ligand- vagy G-fehérje affinitdsa, valamint fokozott internalizicidja
allhat. Genetikai analizissel egy eddig nem karakterizalt mutaciot azonositottunk egy NDI
betegben (N321K-V2R mutacié). Kimutattuk, hogy a mutans receptor plazmamembran
kifejez6dése hasonld a vad tipuséhoz. Az N321K-V2R emelkedett ECsy érték mellett képes
intracellularis cAMP jelet elinditani vazopresszin stimulus hatasara. Kisérleteink egyik célja
volt, hogy olyan ligandot (farmakochaperont) talaljunk, amely a mutans receptor karosodott
funkcioit helyreallitja. E célbol a Vichem Chemie (Prof. Dr. Kéri Gyorgy) ,,core library”
vegyiilettarat hasznaltuk nagy atereszto képességti (HTS) kisérletsorozatunkban. 400 vegyiilet
hatasat vizsgaltuk nagy koncentracidban vad tipusti és mutans receptort kifejezd sejteken. Az
altalunk kifejlesztett EPAC-BRET szonda segitségével a vegyiiletek cAMP szintre gyakorolt
hatasat mértiik, masrészt a vegyiiletekkel torténd eldkezelést kovetden a fizioldgias ligand
(vazopresszin) hozzaadasnak hatasat vizsgaltuk. A vizsgalt vegyiiletkonyvtarban nem
talaltunk olyan hatéanyagot, mely a cAMP szintet a sejtekben befolyasolja. Ezzel szemben
egy peptid ligand, a valin-dezmopresszin hatékonyan stimulalta az N321K-V2R-t, de magas
koncentracidban sem valtott az vazopresszinhez hasonl6 vazokonstrikciot (V1R-on keresztiili
szelektiv agonista (pl. valin-dezmopresszin) adasa lehet (Erdélyi, 2014).

A nefrogén koros antidiuresis szindréma (NSIAD) egy kozelmultban feltart betegség,
amelyet a V2R funkcionyeré mutacidja okoz. Kisérleteinkben karakterizaltunk egy NSIAD
betegséget okozdo V2R mutacié (I130N-V2R) sejtélettani hatasait. A konstitutivan aktiv
receptor sejten beliili elhelyezkedését konfokalis mikroszkopiaval és dramlési citometriaval
vizsgaltuk. A funkciondlis vizsgalatokban a sejtek cAMP jelatvitelét és a mutans receptor
internalizacids tulajdonsdgok meghatarozasat biolumineszcencia rezonancia energiatranszfer
(BRET) modszerrel HEK293 sejtekben végeztiik. Kimutattuk az 1130N-V2R jelentdsen
emelkedett konstitutiv aktivitasat, amely V2R inverz agonista tolvaptannal gatolhatod, a
fiziologias ligand vazopresszinnel tovabb fokozhaté volt. A receptor kisebb sejtfelszini
kifejez6désének hatterében a konstitutiv internalizacidt azonositottuk, amely folyamat [-
arresztin fiiggetlennek bizonyult. Kimutattuk, hogy az internalizacio tolvaptannal és dominans
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alapja tolvaptan adésa lehet (Erdélyi, 2015).

Az 1-es tipusu kannabinoid receptor (CBIR) vizsgalata

A CBI1R az agonista megkdtését kovetden elsdsorban Gijj-fehérjéket aktival. A CB1R
bazalis aktivitdssal rendelkezik és konstitutivan internalizdl. Kordbbi adataink alapjan
agonista stimulus hatasara a B-arresztin2 a CB1R-hoz kotddik, mely felvetette annak a
lehetdségét, hogy a [-arresztin2 adapter fehérjeként szerepet jatszik a receptor
internalizacidjanak létrehozasaban. A receptor internalizacidjat HaloTag-gel jelolt CBI1R
felhasznalasaval konfokalis mikroszkdpos kisérletekben vizsgéltuk. Eredményeink szerint a
dominans-negativ fB-arresztin2-RFP expresszidja, illetve B-arresztin2 géncsendesitése SIRNS
modszerrel egyarant gatolta a CBIR agonista hatdsara létrejovd internalizaciojat. A
vizsgalatokat BRET méréssel is elvégeztiik, melynek soran a megfelelden jelolt CB1R és egy



plazmamembran marker segitségével kovettiik a receptor internalizacidjat. Az agonista
hozzaadasanak hatasara létrejové internalizaciot a dominans-negativ f-arresztin2, illetve a
B-arresztin2-siRNS  egyidejli  expresszaldsa gatolta. Szintén szelektiven gatolta a
B-arresztin2-siRNS expresszalasa az endogén CBIR agonista indukdlt internalizacidjat
Neuro-2 a egér neuroblasztoma sejtekben. Kisérleteink eredményei arra utalnak, hogy a
CBIR agonista-indukalt internalizaciojaban a B-arresztin2 fontos szerepet jatszik (Gyombolai,
2013). Tovabbi kisérleteinkben megvizsgaltuk mutans CB1-receptorok G-fehérje aktivacios,
illetve P-arresztin kotési tulajdonsagait kiillonboz6 agonistak hatasara. Kimutattuk, hogy a
CB1R-DAA mutans G-fehérje-szelektiv, mig a CB1R-AAY a B-arresztin kotés iranyaba
elfogult. Ezen mutansok alkalmazasa segitséget jelenthet a CBIR, illetve a Ca®*-mobilizalé
hormonok hatasara felszabaduld6 endokannabinoidok vaszkularis hatasainak pontosabb
megértésében (Gyombolai, 2015).

Korabbi kisérleteinkben kimutattuk, hogy érfal simaizom-sejtekben az Angll hatasara
aktivalodo ATIR jelatvitele soran endokannabinoidok (pl. 2-AG) szabadulnak fel, melyek
CB1R-aktivacion keresztiil mérsékelik a vazokonstriktor hatast. E hatds CBIR hianyos egerek
ereiben nem figyelheté meg. A CB1R agonista WIN55212 vazodilatator hatasa a gracilis és
koronaria erekben nagyobbnak adodott, mint az aortaban. Az eredmények arra utalnak, hogy
az értonus komplex szabalyozasi rendszerében a lokalisan keletkezd endokannabinoidok
vazodilatator védo hatast fejtenek ki egyes érteriiletek vérkeringésére (Szekeres, 2012).
Tovabbi kisérleteinkben Kimutattuk, hogy a CBIR gatlasa, valamint a CB1R-ok hianya
egyarant fokozza egyes GFKR agonistak vazokontrakcios hatasait. A vazokonstrikcids hatas
tovabbnott DAG-lipaz enzim gatlas, valamint csokkent MAG-lipaz gatlas hatasara, mely a
jelatvitel soran keletkezé endokannabinoidok jelenlétére utal. Kimutattuk, hogy Angll-
indukalt 2-AG-termelés fokozodik MAG-lipaz, illetve csokken DAG-lipaz gatlas hatasara.
Igazoltuk, hogy a CBIR gatlas fokozta az Angll-indukalta kalcium jel fenntartott fazisat,
illetve a CBlR-gatlas fokozza az Angll vérnyomasemeld hatasat (Szekeres, 2015).
Kimutattuk tovabba, hogy az ATIR- és mas, Gg-jelatvitel-fiiggd 2-AG felszabadulas és
CB1R-aktivacio kovetkeztében kialakuld vazokonstrikciot mérsékld hatas nem jelentkezik
CB1R-génhianyos egerekben, valamint olyan agonistak esetében, melyek a Gi2113 -Rho-fiiggd
jelatviteli utvonalat nagyobb mértékben aktivaljak (pl. PGF,,). In vivo méréseinkben
megfigyeltik, hogy az Ang ll-indukalta akut vérnyomasemelkedést MAG-lipaz gatlasa
mérsékli, illetve a korabban megfigyelt CB1R-gatlas hatasara 1étrejovo fokozott vérnyomas-
emelkedés CBIR-génhidnyos egereken nem volt megfigyelhetd. Eredményeinket
Osszehasonlitva tehat megallapithatjuk, hogy a GPCR agonista-fiiggé endokannabinoid
felszabadulas kovetkeztében kialakulé CBiR-aktivacid vazokonstrikciot mérséklé hatasaban
jelatvitel-szelektivitas és értertilet-fliggd diverzitas jelentkezik, illetve e jelenség in vivo
koriilmények kozott is kimutathatd Ang I1-indukélta akut hipertoniaban.

A G-fehérjéhez kapcsolt receptorok dimerizécioja.

A G-fehérjéhez kapcsolt receptorokrol az elmult két évtized eredményei alapjan
altalanosan elfogadotta valt, hogy dimereket, illetve magasabb rendii oligomereket képesek
alkotni. A dimerizacid alapvetden befolyasolhatja e receptorok miikodését, ezaltal fontos
szerepet jatszhat szamos fiziologias és patofizioldgids folyamatban, valamint a kiilonbozo



receptor dimerek szelektiv farmakologiai befolyasolasa kedvezdbb hatas-mellékhatas profila
gyogyszerek kifejlesztéséhez vezethet. A receptor dimerek megbizhaté kimutatdsa maig nem
teljesen megoldott kérdéskore az irodalomnak. A leggyakrabban alkalmazott moédszer a valodi
dimerizécionak a plazmamembran fehérjék nem-specifikus interakciditol vald elkiilonitésére
az un. kvantitativ Biolumineszcencia Rezonancia Energia Transzfer (QBRET) modszere.
Ezekben a mérésekben energiadonorral jelzett receptor kifejezédését konstans értéken kell
tartani, amely nagy kihivas expresszios kisérleti rendszerekben. Munkank soran szamitogépes
Monte Carlo szimulédciokkal, valamint egy indukélhaté dimerizacids rendszer segitségével
kisérletesen igazoltuk, hogy a klasszikus QBRET modszer sok esetben téves pozitiv
eredményekhez vezethet, és kidolgoztunk egy 0j tipusi gBRET alapti moddszert, mely
segitségével nagyobb biztonsaggal kiilonithetd el a dimerizacid6 a nem-specifikus
interakcioktol. A javaslatunk alapjan a dimerizacio, tehat a specifikus BRET interakcid
megitéléséhez a BRET aranyt kell dbrazolni az energiaakceptor kifejezodés fiiggvényében.
Ezen 1) tipusi modszerrel szamos receptor-receptor par dimerizacidjat vizsgaltuk meg.
Eredményeink alapjan a dimerizacio specifikus folyamat, ugyanis a vizsgalt receptorok koziil
csak a V2 vazopresszin receptorok kozti és a CaSR kalciumérzékelé receptorok kozti
homodimerizacio, valamint a V2 ¢és Vla vazopresszin receptorok kozott 1étrejovo
heterodimerizacié bizonyult valodi specifikus kapcsolatbak. Ezzel ellentétben, a vizsgalt
receptorok nem adnak specifikus heterodimert az angiotenzin receptorokkal, a beta2-adrenerg
¢s a CBI1 receptorral (Szalai, 2014).



