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Bevezetés

A G-fehérjéhez kapcsolt receptorok (,,G  Protein-coupled
Receptor”, GPCR) a plazmamembran receptorok egyik legnépesebb
csaladjat alkotjak. Jelentdségiiket mutatja, hogy gyakorlatilag minden
eukariota él6lényben megtaldlhatéak, a human genomban tobb mint 1000
gén kddol GPCR-t. Szamos fontos fiziol6gias mechanizmus, mint példaul a
szenzoros mukddések, a neurotranszmisszid, a hormonalis szabalyozas és az
immunregulacié kozvetitésében is alapvetd szerepet jatszanak. Ligandjaik
kozott eltér6 kémiai természetli molekuldk fordulnak el6, kezdve az
ionoktol, a lipideken, nukleotidokon, biogén aminokon keresztiil a
peptidekig és glikoproteinekig, de a fény észlelése is GPCR-okon keresztiil
torténik. Orvosbioldgiai jelentdségiiket alatamasztja, hogy a jelenleg
hasznalt gyogyszerek kozel fele GPCR-okon keresztiil fejti ki hatasat.

Az elmult két évtized eredményei arra utalnak, hogy a GPCR-ok
képesek dimereket vagy magasabb rendii oligomereket képezni. Dimer
1étrejohet két azonos receptor kozott (homodimerizacio), illetve kiilonbozo
receptorok kozott is (heterodimerizacid). A dimerizacidé befolyasolhatja a
fehérjékkel (heterotrimer G-fehérjék, arresztinek), ezaltal a receptorok
jelatvitelét és internalizacidjat, vagyis a receptormitkdodés gyakorlatilag
teljes spektrumat. A megvaltozott jelatvitel fontos élettani és korélettani
jelentdséggel birhat, a szovetspecifikus receptor heterodimerek szelektiv
farmakologiai befolyasolasa pedig kedvezdbb hatas-mellékhatas profila
gyogyszerek kifejlesztéséhez vezethet.

A GPCR-ok dimerizaciojaval foglalkozé kutatasok alapvetben két

csoportba oszthatdak: egyrészt a dimerizacidonak, mint kdzvetlen protein-
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protein interakcionak a kimutatasat célz6, madsrészt a dimerizacid
funkcionalis, a jelatvitelre gyakorolt kdvetkezményeit vizsgaldé munkékra.
Fontos megjegyezni, hogy mindkét esetben szdmos probléma neheziti meg
a dimerizacié megbizhaté kimutatdsat. A kozvetlen, fizikai interakcio
kimutatasanal a valdédi dimerizacionak az aspecifikus kapcsolatoktol valod
elkiilonitése okoz nehézséget. A jelatvitelre gyakorolt hatasok vizsgalatanal
pedig annak eldontése problémas sok esetben, hogy azok valoban a
dimerizaci6 kovetkezményei, vagy csak a receptorok jelatvitelében
1étrejovo atbeszélés (,,crosstalk™) hatasara jonnek 1étre.

Bar a GPCR-ok dimerizacidjanak ténye mara altalanosan
elfogadott, még szdmos nyitott kérdés taldlhaté a teriileten. Sem a
dimerizacio strukturalis hatterér6l, sem a dimeren beliili k6lcs6nhatasok
mechanizmusarél nem alakult még ki egységes kép az irodalomban.
Emellett a kiilonb6z6 receptor heterodimerek megbizhatd kimutatasa is
alapvetd fontossagu kérdésnek tekinthetd, hiszen ezek a késébbick soran 1j

tipust gyogyszercélpontokat jelenthetnek.



Célkitizések

Ph.D. munkdm soran a laboratériumunkban vizsgilt GPCR-0k
dimerizacidjanak  kimutatasaval és a  dimerizacio  funkcionalis
kovetkezményeinek vizsgalataval foglalkoztam. Kisérletes munkam fébb

célkitiizései a kovetkezok voltak:

e Az l-es tipust angiotenzin receptor (AT;R) homodimerizaciojanak
kimutatasa kvantitativ BRET modszerrel

e Az AT, receptorban Iétrejové konformaciovaltozasok kozvetlen
vizsgalatat lehet6vé tevd BRET alapu receptor-bioszenzor
létrehozasa

e Az AT, receptor homodimerizacidjanak a B-arresztin2 kotésre, a
receptorkonformacidra és a ligandkotésre gyakorolt hatdsainak
vizsgalata

e Az AT; receptor homodimeren beliili interakciok molekularis
mechanizmusanak vizsgalata

e Olyan kvantitativ  BRET alapi moddszer beallitdsa, mellyel a
klasszikus modszernél nagyobb biztonsaggal detektalhatdo a

kiilonféle GPCR-ok dimerizacidja



Moédszerek

Plazmid konstrukciok

A BRET kisérleteinkben hasznalt GPCR-0k C-terminalis végéhez
Renilla luciferaz enzim, illetve kiilonb6z6 fluoreszcens fehérjék (sarga
fluoreszcens  fehérje — YFP, Venus) voltak fuzionalva. A
receptorkonformdaciora érzékeny AT R-BS szenzor elkészitéséhez az AT;R
terminalishoz Renilla luciferazt kapcsoltunk. A mutins (DRY/AAY ¢és
TSTS/A) AT, receptorokat iranyitott mutagenezis segitségével készitettiik
el.

A receptorok arresztin kotését C-terminalisan Renilla luciferazzal
jelolt B-arresztin2 segitségével vizsgaltuk. A plazmamembranhoz iranyitott
fluoreszcens és lumineszcens fehérjék esetén a Lyn kindz N-terminalis
szekvencidjat ¢és a kRas fehérje CAAX doménjét hasznaltuk
iranyitoszekvenciaként. Az indukalhatd heterodimerizacios rendszerben az
FRB és FKBP fehérjedoméneket kapcsoltuk a plazmamembranhoz targetalt

fluoreszcens/lumineszcens fehérjékhez.
Sejttenyészetek fenntartasa és transzfektalasa

Kisérleteinkben CHO (,,chinese hammster ovarium”) és HEK293
(,human embryonic kidney”) emlGs sejtvonalakat hasznaltunk. A
sejtvonalakat 10%-os magzati borjuszérumot valamint penicillint és
streptomycint tartalmazé6 Ham’s F12 (CHO), illetve DMEM (HEK293)
médiumban tartottuk fenn.

A CHO sejteket a kisérletek el6tt két nappal 6 lyuku

szbvettenyésztd lemezekre osztottuk 5*10° sejt/lyuk siirfiségben, majd a
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kisérletet megel6z6 napon Opti-MEM médiumban Lipofectamin2000
transzfekcios reagens segitségével transzfektaltuk. A HEK293 sejteket a
kisérleteket megel6z6 napon felszedtik, majd Opti-MEM médiumban,
Lipofectamin200 segitségével transzfektaltuk és 96 lyuka fehér
szovettenyészté lemezekre helyeztik 75000 sejt/lyuk siriiségben. A
transzfektalast 6 oraval kovetden a médiumot minden esetben a sejteknek

megfeleld komplett médiumra cseréltiik.
Biolumineszcencia rezonancia energiatranszfer (BRET) mérések

Kisérleteink soran a receptorkonformacié megvaltozasat, az AT,
receptor [-arresztin2 kotését, valamint a kiillonb6z6 GPCR-ok kozti
interakcidkat a biolumineszcencia rezonancia energiatranszfer (BRET)
modszerével vizsgaltuk. A BRET egy energiatranszfer modszer, 1ényege
egy biolumineszcens donor, és egy fluoreszcens akceptor molekula kozti
kozvetlen, fénykibocsajtas nélkiili energia atadas, melynek feltétele a donor-
és az akceptormolekulak megfelelé kozelsége (<10 nm). Kisérleteinkben a
donormolekula a Renilla luciferaz (Rluc) volt, mely szubsztratjat a
cOlenterazint  oxidalja, ami 485 nm emissziés = maximumon
fénykibocsatashoz vezet. Az akceptormolekula kisérleteinkben egy sarga
fluoreszcens fehérje (YFP vagy Venus) volt. Amennyiben az akceptor és a
donor megfeleld kozelségben vannak, létrejon az energiatranszfer, amit
akceptor emisszios maximuman (530 nm-en) fokozddod fénykibocsatas

jelez. A

EmiSSZi6530 nm
BRETha’myados =

EmissziO,gs nm

képlet alapjan szamolhaté BRET hanyados jol jelzi a donor és az akceptor

molekularis kozelségét.



BRET kisérleteinket 24 o6raval a transzfekciot kdvetden végeztiik
37°C-on, Mithras LB940 (Berthold), illetve Varioskan Multimode Reader
(Thermo Scientific) késziilékekkel.

Liganddisszocidcié mérése

a transzfekcid utan vizsgaltuk, 4°C-on, hogy gatoljuk a receptorok
jelatvitelét és internalizaciojat. A CHO sejtek médiumat 0,5 ml HEPES-sel
pufferelt Ham’s F-12 médiumra cseréltik, mely 0,01 nM
végkoncentracidban tartalmazta a jelolt ligandot. 2 dra inkubacié utan a
sejteket kétszer 1 ml PBS oldattal mostuk, igy a receptorhoz nem kotott
radioaktiv  ligandot eltavolitottuk. A  liganddisszocidciét kontroll
koriilmények kozott, illetve 1 puM jeldletlen angiotenzin II jelenlétében
mértilk. A megfeleld id6 elteltével a sejteket ismét 2x1 ml PBS oldattal
mostuk, a disszocialt radioligand eltavolitasa céljabol, majd 0,5 M NaOH és
0.05% SDS keverékévek szolubilizaltuk. A kotott radioaktivitast -
spektrometriaval (Wallac 1470 WIZARD) detektaltuk.

Monte Carlo szimulaciok

A szimulaciokat egy kétdimenzids, 100x100-as, hatszogekbol allo
membranon végeztik. A donor és akceptor molekuldkat monomerként,
véletlenszerlien helyeztik el a membran iires hatszogein. A teljes
donortakceptor szamot 200 és 2000 kozott valtoztattuk az egyes
szimulacidokban. A molekuldk minden szimulaciés 1épésben mozoghattak,
illetve egymdssal dimert képezhettek. A mozgatds soran a periodikus
hatarfeltétel koncepciojat alkalmaztuk, azaz a membrant az egyik szélén
elhagyo molekula az atellenes oldalon visszaérkezett. A mozgatas soran az

egyes molekuldk a szomszédos 6 hatszog egyikére Iéphettek,
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véletlenszertien. Amennyiben a kivalasztott pozicidban egy masik molekula
tartdzkodott, a 1épést elvetettiik, és nem ismételtiik meg ujra. A dimerek
mozgatasa soran feltétel volt, hogy mindkét molekula szabad hatszogre
érkezzen, illetve a mozgatasi 1épes soran a dimerek nem eshettek szét. A
dimerek ezaltal egy iranyba mozoghattak, és/vagy foroghattak egymas
koriil. A mozgas mellett a molekulak dimert képezhettek, illetve a dimerek
monomerekre eshettek szét az egyes iteracios lépésekben. A monomer
molekulak szomszédos monomerekkel képezhettek dimert, egy bizonyos
Passzociacic Valoszinliséggel, mely fliggott a molekulak tipusatol (donor-donor,
donor-akceptor, akceptor-akceptor par). A dimerek az Oket alkoto
alegységek tipusatol figgo paisszociacic Valosziniiséggel eshettek szét az egyes
lépesek soran. A szimuldciot 1000 lépésen keresztiil futtattuk, majd a
szomszédos donor-akceptor parok szama alapjan kiszamoltuk a szimulalt
BRET hanyadost. A szimulacidk soran a specifikus és nem-specifikus
kapcsolatot a Passzociacic €S @ Pdisszociacic  Valtoztatasaval modelleztiik. A

szimulacidkat Python 2.7 programnyelvben irtuk.
Az adatok kiértékelése és statisztikai analizise

Az adatok kiértékelését és az abrak készitését GraphPad Prism 4.03
(GraphPad Sofware) segitségével végeztik. A  csoportok kozti
kiilonbségeket két szempontos varianciaanalizissel, majd Bonferroni féle
post-hoc teszttel vizsgaltuk. A statisztikai analizis soran a 0,05-nél kisebb p

értéket tekintettiik szignifikdnsnak.



Eredmények

Doktori 6sztondijasként a G-fehérjéhez kapcsolt receptorok
dimerizacidjanak kimutatasaval, illetve a dimerizacié funkcionalis
kovetkezményeinek vizsgalataval foglalkoztam.

Kisérleteinkben az I-es tipusu angiotenzin receptor (AT;R)
homodimerben, mint modellrendszerben vizsgaltuk az alegységek kozotti
interakciok kovetkezményét, illetve az ezek hatterében all6 molekularis
mechanizmusokat. Egy antagonista rezisztens AT, receptort alkalmazva
létrehoztunk egy olyan rendszert, mely segitségével szelektiven tudtuk
stimulalni az AT;R homodimer egyik alegységet, majd vizsgalni a masik
alegység aktivaltsagi allapotat. A nem-stimulalt alegység aktivaltsagi
allapotat a receptor B-arresztin2 kotésén keresztiil, illetve egy konforméacio
szenzitiv receptor-bioszenzor (AT;R-BS) segitségével, BRET alapu
modszerekkel vizsgaltuk.

Eredményeink alapjan az AT;R homodimer egyik alegységének
arresztin2 kotéséhez vezet. A kiillonb6z6 AT;R mutansokkal végzett
kisérleteink alapjan ezen hatasok létrejottéhez szitkséges a stimulalt receptor

s

A dimeren beliili interakciokat liganddisszociacios kisérletekkel is
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I

vizsgaltuk. Kisérleteinkben a izotoppal jeldlt angiotenzin |l

II. Ennek az ugynevezett negativ kooperativ ligandkdtésnek a hatterében a
legelfogadottabb magyarazatok szerint a dimeren beliili allosztérikus
interakciok 4llnak. Amennyiben kisérleteinket DRY/AAY muténs

receptorokat expresszald sejtekkel végeztiikk el, nem tapasztaltunk negativ



kooperativ agonistakotést, ami korabbi kisérleteinkkel Osszhangban arra
utal, hogy a dimeren beliili interakciokhoz sziikséges a DRY szekvencia
megléte.

Tovabbi kisérleteinkben a V, vazopresszin receptor egyéb GPCR-
okkal wvald dimerizaciojat vizsgaltuk a dimerizacid kimutatasara az
irodalomban leggyakrabban hasznalt kvantitativnz. BRET (kBRET)
modszerrel. E modszer lehetéséget ad a valdodi, specifikus dimerizacionak a
nem-specifikus, csak a vizsgalt receptorok véletlenszerli mozgasabol
szarmazod interakciotdl torténd elkiilonitésére. A kBRET kisérletek soran
allandé mennyiségii energia donorral jeldlt receptort mellett az akceptorral
jelolt receptor mennyiségét novelik, majd a BRET hanyadost az
akceptormennyiség/donormennyiség hanyados fiiggvényében abrazoljak.
Nem-specifikus interakcid esetén ez az abrazolasi mod linearis
Osszefiiggéshez, mig specifikus interakcié (dimerizacio) esetén telitési
gorbéhez vezet.

A V, receptor dimerizaciojat vizsgalva AT,, B, adrenerg (B,AdR)
¢s CB1 cannabinoid (CBR) és V, receptorokkal telitési KBRET gorbéket
tapasztaltunk, mely a receptorok dimerizaciojara utal. Megallapitottuk
viszont, hogy az alkalmazott kisérleti felallassal a donormennyiség nem volt
allandodan tarthato.

A tovabbiakban arra kerestiik a valaszt, hogy a donormennyiség
megvaltozasa milyen hatassal lehet a kBRET gorbék lefutasara. Monte
Carlo szimuldcidkkal, valamint egy indukalhaté dimerizacioés rendszer
segitségével kisérletesen is igazoltuk, hogy a donormennyiség valtozasai
nem-specifikus interakcio esetén is telitési kBRET gorbékhez vezethetnek.
Beallitottunk egy modositott kBRET modszert, mely segitségével valtozod
donor expresszid esetén €s megbizhatoéan elkiilonithetéek egymastol a

specifikus és a nem-specifikus interakciok. E modszer segitségével
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megerésitettik a V, ¢és a kalcium érzékel6 receptor (CaSR)
homodimerizaciojat, valamint a V, é a Vy, vazopresszin receptorok
heterodimerizaciojat, illetve kimutattuk, hogy a V, és a kalcium érzékeld
receptorok nem képeznek dimert egymadssal, illetve a vizsgalt AT,, l1-es
tipsti angiotenzin (AT,R), B, adrenerg, és CB; receptorokkal. Ereményeink
arra utalnak, hogy a (vizsgalt) G-fehérjéhez kapcsolt receptorokra
altalanosan jellemz6 a homodimerizacio, illetve megerdsitik a dimerizacid
specifikus jellegét, hiszen a vizsgalt 13 receptor-receptor interakcio koziil

csak harom bizonyult valddi dimerizacionak.
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Kovetkeztetések

Ph.D. munkdm soran kiilonféle GPCR-ok dimerizacidjanak

kimutatasaval, ¢és a dimerizacio funkciondlis kovetkezményeinek

vizsgalataval foglalkoztam. A kisérleti eredményeink alapjan az aldbbi

kovetkeztetések vonhatoak le:

Kvantitativ. BRET mérésekkel megerdsitettiik, hogy az AT,
angiotenzin receptor homodimereket alkot.

Létrehoztunk egy olyan BRET alapi bioszenzort, mely
segitségével kozvetlenill tudtuk detektalni az AT; receptor
Igazoltuk, hogy az AT;R homodimer egyik alegységének
stimuldlasa a masik alegység csokkent agonista kotési
affinitasahoz, megvaltozott konformacidjahoz és B-arresztin2
kotéséhez vezet

Eredményeink alapjan megallapithato, hogy az AT, receptor
homodimeren beliili interakciok 1étrejottéhez sziikséges a stimulalt
alegység konzervalt DRY motivumanak épsége.

Szimulacios illetve kisérletes modszerekkel igazoltuk, hogy a
GPCR-ok  dimerizaciojanak  vizsgalatdban  leggyakrabban
alkalmazott kvantitativ. BRET modszer téves eredményekhez
vezethet, amennyiben az energia donorral jeldlt receptor
expressziojat nem sikeriil szigortian allandé szinten tartani.
Bedllitottunk egy olyan, modositott kvantitativ BRET modszert,
mely segitségével pontosabban elkiilonitheté a receptorok

dimerizacidja a nem-specifikus interakcioktol.
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Az altalunk bedllitott mddszer segitségével megerdsitettik a V,
vazopresszin ¢és a CaSR kalcium érzékel6 receptor
homodimerizacidjat, valamint a V, és Vi, vazopresszin receptor
heterodimerizaciojat. Eredményeink alapjan a receptorok
dimerizacioja specifikus folyamat, hiszen a V,R ¢és a CaSR
receptorok nem dimerizaltak a vizsgalt AT;R, AT,R, B,AdR és
CB1R receptorokkal.
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