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2. Bevezetés

A G-fehérjéhez kapcsolt receptorok (,,G Protein-coupled Receptor”, GPCR) a
plazmamembran receptorok egyik legnépesebb csaladjat alkotjak. Jelentdségiiket
mutatja, hogy gyakorlatilag minden eukariota él61ényben megtalalhatéak [1], a human
genomban tobb mint 1000 gén kodol GPCR-t [2]. Szamos fontos fizioldgias
mechanizmus, mint példaul a szenzoros miikdodések, a neurotranszmisszio, a hormonalis
szabalyozas ¢s az immunregulacid kozvetitésében is alapvetd szerepet jatszanak.
Ligandjaik kozott eltéré kémiai természetli molekulak fordulnak eld, kezdve az
ionoktdl, a lipdeken, nukleotidokon, biogén aminokon keresztiil a peptidekig és
glikoproteinekig, de a fény észlelése is GPCR-okon keresztiil torténik. Orvosbioldgiai
jelentéségiliket alatdmasztja, hogy a jelenleg hasznalt gydgyszerek kozel fele GPCR-
okon keresztiil fejti ki hatasat [3].

A kiilonb6z6 receptorok magasabb rendii szervezddése, dimer és oligomer
képzése mar régota ismert. A tirozin-kinaz receptorok és a kiilonféle citoplazmatikus
receptorok miikodéseéhez elengedhetetlen azok dimerizacioja. Ezekkel ellentétben a G-
fehérjéhez kapcsolt receptorok hosszi id6n keresztiil monomerként funkcionélo
fehérjékként éltek a tudoméanyos koztudatban. Az elmult két évtized eredményei
azonban azt mutatjdk, hogy a GPCR-ok is képesek dimereket vagy magasabb rendii
oligomereket képezni [4] (Az oligomerek pontos sztochiometridgja maig intenziv
kutatasok targyat képezi. Dolgozatom soran altalanossagban dimereknek fogom nevezni
a tobb receptorbol létrejott komplexeket, az oligomer elnevezést fenntartva azokra az
esetekre, amikor egyértelmiien ketténél tobb receptor alkot komplexet.). Dimer
l1étrejohet két azonos receptor kozott (homodimerizacid), illetve kiilonb6z6 receptorok
kozott is (heterodimerizacio). A dimerizacio befolyasolhatja a receptorok ligandkotését,
internalizacidjat, vagyis a receptormiikodés gyakorlatilag teljes spektrumat. A
megvaltozott jelatvitel fontos €lettani €s korélettani jelentdséggel birhat, a kiilonféle
receptordimerek szelektiv farmakoldgiai befolydsoldsa pedig kedvezObb hatas-
mellékhatas profilt gyogyszerek kifejlesztéséhez vezethet.

A jelen dolgozatban bemutatott munkam sordan a G-fehérjéhez kapcsolt

receptorok dimerizacidjanak kimutatdsaval, illetve a dimerizacid funkcionalis



kovetkezményeinek vizsgalataval foglalkoztam. A GPCR-ok dimerizaciojaval
foglalkozo kutatasok alapvetden két csoportra oszthatdak: egyrészt a dimerizacionak
mint kozvetlen protein-protein interakcidonak a kimutatdsat célzd, masrészt a
dimerizaci6 funkciondlis, a jelatvitelre gyakorolt kovetkezményeit vizsgaldé munkakra
(természetesen ezek egymast kiegészitve erdsitik a GPCR-ok dimerizacidjanak
koncepciojat). Ennek megfeleléen az aldbbiakban — a GPCR-ok altaldnos leirasat
kovetdéen — roviden bemutatom a G-fehérjéhez kapcsolt receptorok dimerizaciojanak
kimutatdsara alkalmazott modszereket, a jelenlegi elképzeléseket a dimerizécio
strukturalis hatterérdl, valamint osszefoglalom a dimerizacionak a receptormiikodésre

gyakorolt hatasait, azok jelenleg ismert fizioldgiai és farmakoldgiai kovetkezményeit.
2.1 A G-fehérjéhez kapcsolt receptorokrol altalaban

A G-fehérjéhez kapcsolt receptorok a plazmamembran receptorok legnépesebb
szupercsaladjat alkotjdk. Az elmult évek, Nobel-dijjal is jutalmazott kutatdsainak
koszonhetéen mara tobb GPCR nagyfelbontasti rontgenkrisztallografia segitségével
meghatarozott térszerkezete a rendelkezésiinkre all [5-7]. A GPCR-ok szerkezetére
jellemzd a hét transzmembran (TM) domén (innen szarmazik masik elnevezésiik, a hét
transzmembran receptor, 7TMR), melyeket extra- ¢és intracellularis hurok régiok
kapcsolnak 6ssze (ECL és ICL). A receptorok N-terminalisa extracellularisan, mig C-
terminalisa intracellularisan helyezkedik el. Filogenetikai analizis alapjan a human G-
fehérjéhez kapcsolt receptorok 5 csaladba sorolhatok [2], melyek k6zos strukturalis és
funkcionalis jellemzdkkel rendelkeznek.

A rodopszin csalad (korabbi elnevezéssel Class A) a legnépesebb csoport.
Szekvenciajukra jellemz6 a konzervalt D/E-RY motivum a harmas TM domén és kettes
intracellularis hurok hataran, valamint a NSxxNPxxY motivum a hetes TM doménban.
Ligandjukat jellemz0 moddon a transzmembran domének extracellularis régidja altal
képzett iiregben kotik. E csoportba tartoznak a névadd opszin mellett tobbek kozott a
prosztanoidok, cannabinoidok, biogén aminok receptorai, szdmos peptid receptor
(példaul a vazopresszin ¢és angiotenzin II receptorai), a glikoprotein hormonok
receptorai, valamint a szaglo receptorok.

A szekretin receptor csalad (Class B) jellemzdje a relativ nagy, 60-80 aminosav

hosszusagu N-termindlis, mely konzervalt cisztein aminosavakat tartalmaz, és szerepet



jatszik e receptorok ligandkotésében is. E receptorok endogén ligandjai jellemzden
hosszabb peptidek. A névadd szekretin receptor mellett a kalcitonin receptor, a
glukagon receptor €s a parathormon receptor is € csaladba tartoznak.

A glutamat receptor csalad (Class C) N-terminalisa 1ényegesen hosszabb, mint
az eddig emlitett receptorcsaladokban, 300-600 aminosav hosszisagl, ¢€s a
ligandkotésben szerepet jatszo ,,Venus fly trap” (Vénusz 1égycsapdja) domént alkotja. E
csalad tagjai a metabotrop glutamat receptorok, a GABAg; és GABAg; receptorok, a
kalciumérzékeld receptor, valamint az egyes tipusu izérzd receptorok. A glutamat
receptor csalad tagjairdl ismert, hogy obligat dimerként funkcionalnak [8], azaz a
dimerizaci6 esetiikben elengedhetetlen feltétele a receptormiikodésnek.

A tovabbi két csalad, a Frizzled receptor és az adhézids receptor csalad funkcidja
jelentdsen eltér a klasszikus G-fehérjéhez kapcsolt receptor funkciotol, ezért
részletesebb targyalasuktol eltekintek.

A G-fehérjéhez kapcsolt receptorok agonista kotés hatisara aktiv
konforméciojukban stabilizdlodnak, és kiilonféle effektor fehérjéket aktivalnak. A
GPCR-ok klasszikus (egyben névadd) jelatvitelik soran heterotrimer G-fehérjéket
aktivalnak. A heterotrimer G-fehérjék o és Py alegységekbdl allnak, melyek a
receptoraktivacio hatasara disszocidlnak, és enzimek, illetve ioncsatorndk szabalyozasan
keresztiil fejtik ki hatasukat [9]. Mara altalanosan elfogadotta valt, hogy a GPCR-ok a
heterotrimer G-fehérjék aktivalasan kiviil, mas, G-fehérje fiiggetlen jelatviteli titvonalak
elinditasara is képesek. Az egyik legismertebb ilyen utvonal az arresztin fehérjék
aktivalasa [10]. Az arresztin fehérjék az aktivalt, majd G-fehérje kapcsolt receptor-
kinazok (GRK-ok) altal foszforilalt receptorhoz kotddnek, részt vesznek a G-fehérje
fliggd jelatvitel ledllitdsdban, majd a receptorok internalizaciojadban. Emellett az
arresztinek ugynevezett ,,scaffold” (allvany) fehérjeként kiilonb6zd fehérjék kotésén
keresztiil jelatviteli utvonalak, példaul a MAP kinaz kaszkad elinditdsdban is részt
vesznek [11]. A jelenleg elfogadott GPCR aktivacios modellek alapjan a receptorok
nem csak egy aktiv konformdcidval rendelkeznek, és a kiilonféle konformaciok eltérd
mértékben aktivalhatjdk a G-fehérje fliggd és fliggetlen jelatviteli folyamatokat. Az
ugynevezett ,biased” (elfogult) ligandok, illetve megfelel6 mutaciok segitségével
stabilizalhatéak olyan receptor konformaciok, melyek szelektiven aktivalnak egy

specifikus jelatviteli folyamatot [12]. Az ilyen jelatvitel-szelektiv ligandok kedvezdbb



hatas/mellékhatas profili gyogyszereket eredményezhetnek, melyek koziil néhany mar

klinikai kiprobalas fazisaba is eljutott [13].
2.2 A G-fehérjéhez kapcsolt receptorok dimerizaciéjanak kimutatasa

A glutamat receptor csaladba tartozd receptorokrol mara egyértelmiien
elfogadott, hogy obligat homo- illetve heterodimerként funkcionalnak. Ezzel szemben a
rodopszin csalad receptorainak dimerizacidja, illetve a dimerizaci6 funkcionalis
jelentésége a tobb mint két évtizede tartd intenziv kutatasok ellenére maig vitatott
kérdés (Tekintettel arra, hogy kisérletes munkdm soran féként a rodopszin csaladba
tartozd receptorok dimerizaciojaval foglalkoztam, a tovabbiakban nagyrészt ezek
dimerizaciojanak leirasaval foglalkozom. Ahol mas csaladba tartozd receptorok
dimerizaciojarél irok, kiilon jelolom ezt.). Bar szamos funkcionalis adat szol a
receptorok dimerizacidja mellett, ezek dnmagukban sok esetben nem elégségesek a
dimerizacié bizonyitdsara. A funkciondlis kisérletek sok esetben koexpresszalodo
GPCR-ok megvaltozott jelatvitelébdl kovetkeztetnek a dimerizacid meglétére. A
megvaltozott jelatvitel azonban, tekintettel a receptorok altal elinditott szamos jelatviteli
utvonalra, nem feltétleniil a dimerizacid kovetkezménye, hanem kovetkezhet a két
receptor szignalizacidja kozti atbeszélésbdl (,,.crosstalk) is [14]. Bar megfeleld
kontrollok alkalmazésaval (példaul hasonlo jelatvitelli, de nem dimerizal6d receptorok
alkalmazaséaval) az atbeszélés lehetdségének valosziniisége csokkenthetd, a dimerizéciod
bizonyitasahoz elengedhetetlen a receptorok kozotti kozvetlen fizikai interakcid
kimutatésa.

A fehérje-fehérje interakciok kimutatasara szamos modszer all rendelkezésre. A
G-fehérjéhez kapcsolt receptorok dimerizacidjanak kimutatasa soran problémat jelent,
hogy azok membranfehérjék, igy mozgasuk, szemben a citoszolikus fehérjékkel, 2
dimenziéra korlatozodik. A legtobb modszer alkalmazasdhoz sziikséges a receptorok
jelolése (fluoreszcensen vagy epitoppal), igy azok csak expresszids rendszerekben
alkalmazhatdak, sok esetben a receptorok fizioldgidsndl nagyobb mértéki
expresszidjahoz vezetve. E két tényezd konnyen a vizsgalt receptorok aspecifikus
kapcsolatat eredményezheti. A G-fehérjéhez kapcsolt receptorok dimerizacidjanak
vizsgalatdhoz alapvetd fontossagu e nem-specifikus interakcidk elkiilonitése a valddi,

specifikus kapcsolattol, azaz a dimerizaciotol.



2.2.1 Biokémiai médszerek

A G-fehérjéhez kapcsolt receptorok dimerizacidjanak kimutatdsara alkalmazott
elsé modszerek a Western-blot és a koimmunprecipitacio voltak. Szamos GPCR esetén,
igy példaul a B, adrenerg [15] ¢és a & opioid [16] receptor esetén leirtak, hogy a
Western-blotokon a monomer receptornak megfeleld csik mellett tovabbi, a receptor
dimernek, illetve oligomerecknek megfeleld magassagban futd fehérje is detektalhato,
ami ¢ receptorok homodimerizacidjara utal. Megfelelé epitop-parral (HA-Myc illetve
FLAG-Myc) jelolt receptorok koexpresszioja esetén az egyik epitop ellenes antitesttel
koimmunprecipitalhatd volt a masik epitoppal jeldlt receptor, ami tovabb
valoészintisitette a homodimerizaci6 fennalldsat. Koimmunprecipitacio segitségével
nemcsak a receptor homodimerek, hanem heterodimerek, mint példaul a « és & opioid
receptor kozti heterodimerizacio is kimutathatova valtak [17].

Bér a koimmunprecipitacié gyakran alkalmazott modszer volt a GPCR dimerek
kimutatasara, szamos hatrannyal rendelkezik [18]. Ertelemszertien csak a vizsgalt sejtek
lizisét kovetden alkalmazhatd, tehat €16 sejtek nem vizsgalhatoak segitségével. A
receptorok TM régiodinak hidrofobicitdsa, valamint az overexpresszid konnyen
mesterséges aggregatumok képzddéséhez vezethet. A fals pozitiv eredmények
kizarasara gyakran alkalmazott kontroll, hogy az epitdppal jelolt receptorokat kiilon
sejtekben expresszaltatjak, majd a nyert mintakat 6sszekeverik. Amennyiben ez esetben
(szemben azzal, amikor a receptorokat egy sejtben koexpresszaltattak) nem
tapasztalhatd koimmunprecipitacio, az erdsiti a dimerizacié fennalldsat. Az adekvat
kontrollok ellenére sziilettek olyan kozlemények, melyek az Osszes vizsgalt receptor
koimmunprecipitacidjat, és igy dimerizaciojat irtak le, ami legalabbis megkérddjelezi a

modszer hasznalhatosagat a receptorok kozti specifikus kapcsolat kimutatasara [19].
2.2.2 Biofizikai modszerek
2.2.2.1 Rezonancia energiatranszfer médszerek

Jelenleg a leggyakrabban alkalmazott modszerek a GPCR-ok kozti kozvetlen
fizikai interakcio kimutatasara a Forster-féle rezonancia energiatranszfer elvén miikodo
fluoreszcencia rezonancia energia transzfer (FRET) és a biolumineszcencia rezonancia

energia transzfer (BRET) [20]. A Forster-féle rezonancia energiatranszfer 1ényege két



kromofor, egy energia donor és egy energia akceptor kozott 1étrejovd, fénykibocsatas
nélkiil, dipo6l-dip6l kolcsonhatasok révén 1étrejové energiadtadds. A gerjesztett
allapotban 1év6 donor energiat ad 4t a molekularis kozelségben 1€vé akceptornak, mely
ennek hatasara gerjesztett allapotba keriil, €és tobbnyire fényt bocsajt ki. Az
energiatranszferhez értelemszeriien sziikséges a donor emisszios és az akceptor
abszorpcids spektrumanak atfedése. Az energia transzfer 1étrejottét a donor emisszios
maximuman térténd emisszid csokkenése, illetve az akceptor emissziés maximuman az
emisszid emelkedése jelzi. Az energia transzfer hatékonysaga a tavolsag fiiggvényében
az
F = 1
=—

1+ (R_O 6
egyenlet alapjan (ahol E az energia transzfer hatékonysaga, r a donor-akceptor tavolsag,
Ro az 50%-o0s energia transzfernek megfeleld tavolsag) intenziven csdkken a donor-
akceptor tavolsag novekedésével, igy koriilbeliil 100 A tavolsdgon beliili kapcsolatok
detektalasara alkalmas. Az energiatranszfer mértéke emellett fligg a donor és akceptor
egymashoz viszonyitott orientaciojatol is. Fontos megjegyezni, hogy az energiatranszfer
mérések nem kozvetlen fizikai interakciot, hanem molekularis kozelséget detektalnak,
vagyis a fejezet bevezetdjében emlitett problémak esetiikben is megjelennek.

A G-fehérjéhez kapcsolt receptorok dimerizacidjanak vizsgalataban egyik
legelterjedtebben hasznalt modszer a biolumineszcencia rezonancia energiatranszfer
(BRET). BRET esetében energia donorként a colenterazin nevii molekula Renilla
luciferaz enzim altal katalizalt oxidalasa szerepel. Bar a fényenergia a cdlenterazin
oxidalasa soran keletkezik, az irodalomban altalanosan elfogadott a Renilla luciferaz
donorként torténé megnevezése, igy a tovabbiakban dolgozatomban a Renilla luciferaz
enzimet fogom donorként emliteni. Tekintettel arra, hogy a BRET mérésekben a
colenterazin feleslegben van jelen, a fény emisszido mértékét valoban a Renilla luciferaz
mennyisége hatarozza meg, igy ez az elnevezés - fizikai pontatlansaga ellenére -
elfogadhato. Renilla luciferaz hatasara a colenterazin colenteramidda oxidalodik, és 485
nm emissziés maximummal fény emittalodik (/. dbra). Amennyiben molekularis
kozelségben energia akceptor, példaul egy sarga fluoreszcens fehérje (,,yellow

flourescent protein”, YFP) talalhato, 1étrejon az energiatranszfer, melyet a YFP
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emisszidos maximuman, 530 nm-en fokozodo fénykibocsajtas jelez. A BRET jel vagy
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1. abra - A biolumineszcencia rezonancia energiatranszfer (BRET) elve

Az energia donor Renilla luciferaz enzim (RLuc) szubsztratjat a colenterazint oxidalva 485 nm emisszids
maximumon fényt emittal. Amennyiben az energia akceptor sarga fluoreszcens fehérje (YFP) molekularis
kozelségbe keriil (<100 A), az a rezonancia energiatranszfer révén gerjesztddik, igy és 530 nm emisszids
maximumon fényt bocsat ki. A molekularis kozelséget jelz6 BRET hanyados a két emisszidos maximumon

mért fényintenzitas hanyadosaként definialhato.

A vizsgalni kivant fehérjepar egyik tagjat Renilla luciferazzal, masik tagjat YFP-
vel jelolve vizsgéalhato a koztik 1évo interakci6. A BRET mérések kivaldan
alkalmazhatdak fehérje-fehérje interakciok megvaltozasanak (asszociacio, disszociacid)
vizsgélatara, azonban a statikus illetve egyensulyi interakciok vizsgalata problémasabb.
Az energia transzfer mértéke, igy a BRET hanyados fiigg a donor és az akceptor kozti
interakcion kiviil azok abszolut és relativ mennyiségétdl, illetve a donornak és az
akceptornak a negyedleges szerkezeten beliil elfoglalt helyétdl. Ennek megfelelden a G-
fehérjéhez kapcsolt receptorok dimerizacidjanak vizsgalatakor az emelkedett BRET
hanyados nem feltétleniil jelent dimerizaciot, szarmazhat az overexpressziobol és a

fehérjék véletlenszerti mozgasabol adédd nem-specifikus kapcsolatokbol is.
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A specifikus (dimerizacid) és nem-specifikus interakciok elkiilonitésére ad
lehetdséget a Bouvier és munkacsoportja altal kidolgozott, tigynevezett kvantitativ
BRET modszere (KBRET) [21]. A modszer lényege, hogy allandé donorral jelolt
receptor mennyiség mellett az akceptorral jeldlt receptor mennyiségét névelik, majd a
BRET hanyadost az akceptormennyiség/donormennyiség (A/D)  hanyados
fiiggvényében abrazoljak (2. dbra). Nem-specifikus interakcido esetén az
akceptormennyiség fokozasaval egyre nd a valdszinlisége annak, hogy egy donor
molekula molekuldris kozelségbe keriiljon egy akceptorral, igy a fenti abrdzolasban
egyenest (vagy csak nagyon nagy A/D hanyados esetén ellapuld gorbét) kapunk. Ezzel
szemben specifikus kapcsolat esetén az akceptormennyiség novelésével egy id0 utan
mar mindegyik donor akceptorral képez part, az akceptor szam tovabbi emelkedése nem
fokozza a BRET jelet, igy az A/D hanyados fiiggvényében vald abrazolas esetén telitési
gorbét kapunk. A BRET hanyados abszolut értéke, mint mar emlitettem, fiigg a donor
¢és az akceptor dimeren beliili tavolsagatdl és orientaciojatdl is, igy nem alkalmazhatd a
dimerizacios affinitds megitélésére. A BRETs érték, azaz a félmaximalis BRET jelnél
mérhetd A/D héanyados ezzel szemben jol jelzi a donorral és akceptorral jelzett
receptorok egymads iranti affinitdsat: egy bizonyos donorral jelolt receptor
dimerizacidjat vizsgalva kiilonboz6, akceptorral jelolt receptorokkal az alacsony
BRETs érték a dimerizaciot igazolja, mig a magas BRETsg érték gyenge interakciot,

vagy a dimerizacio hidnyat jelenti.
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2. dbra - A kvantitativ BRET médszerének elve

Az allando mennyiségli energia donorral és ndvekvé mennyiségli energia akceptorral jelolt receptorokat
expresszalo sejtekben mért BRET jelnek az akceptormennyiség/donormennyiség hanyados fiiggvényében
torténd abrazolasa nem-specifikus interakcid esetén linearis, specifikus interakcio esetén telitési gorbével

leirhat6 Osszefiiggést eredményez ([20] alapjan).

Egy alternativ moddszer a specifikus €s nem-specifikus interakciok elkiilonitésre az
ugynevezett BRET kompeticios kisérletek alkalmazasa. E kisérleti felallasban az
allanddan tartott mennyiségli donorral és akceptorral jelzett receptorok mellé novekvd
mennyiségben jeloletlen receptort transzfektalnak. Ha a jeldletlen receptor dimerizal a
donorral, az akceptorokat kiszoritja a dimerekbol, ami BRET jel csokkenéshez vezet
[20]. A kvantitativ BRET modszerrel szamos receptor homo- és heterodimerizaciojat
irtak le [22-26]. Bar az idok folyaman tobb kozlemény is felevtette az igy kapott
eredményekhez vald kritikus hozzaallas fontossagat [27-29], az eljaras tovabbra is az
egyik leggyakrabban alkalmazott modszer a GPCR-ok kozti dimerizacio vizsgalatara.

A G-fehérjéhez kapcsolt receptorok dimerizacidjanak vizsgalatira a BRET
mellett a fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer (FRET) modszerét is szamos
esetben alkalmaztdk. FRET esetében a donor és az akceptor is fluoreszcens molekula,
leggyakrabban egy kék (,,cyan fluorescent protein”, CFP) és egy sarga fluoreszcens
fehérje (YFP), vagy azok szarmazékai. A FRET mérések alapvetd eldnyét jelenti a
BRET-tel szemben, hogy képalkot6 eljarasokkal (4tnézeti €s konfokalis mikroszkopia)

kombinalva szubcellularis szinten is vizsgalhatdo veliik a dimerizacio. A GPCR-ok
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szintézisiik és érésilk soran az endoplazmas retikulumbol, a Golgi hélézaton és
exocitotikus vezikuldkon keresztiil érik el a plazmamembrant. FRET mérések igazoljak,
hogy a dimerizacié a plazmamembranban is fennall [30], nem csak a receptorok ttjanak
korabbi stadiumaiban, ahol esetleg a GPCR-ok egy kisebb feliileten (példaul
exocitotikus vezikuldk felszinén) helyezkednek el. Szintén FRET alapti technikaval
igazolodott, hogy a [, adrenderg receptorok mesterséges lipidvezikuldkban is
dimereket, illetve a kvantitativ BRET elvéhez hasonl6 kiértékelés alapjan tetramereket
képeznek [31]. Ez utdbbi azért alapveté fontossagii megfigyelés, mert a sejtes
rendszerekben végzett mérések nem tudjak egyértelmiien kizarni azt a lehetdséget, hogy
a dimerek mas ,scaffold” fehérjéken keresztiil kapcsolodnak egymashoz. Az
oligomerek pontos sztdchiometridjat vizsgald egyéb FRET alapu kisérletek is a
receptorok tetramerben vald elhelyezkedését irtak le [32].

A FRET masik elénye a BRET-tel szemben, hogy kis molekulaméreti
fluoreszcens festékekkel nemcsak a receptorok, hanem azok ligandjai is jelolhetoek. Az
ily modon jelolt ligandokkal endogén receptorok dimerizaciojat is sikeriilt kimutatni
[33], mely eredmények jelentdsen erdsitettétk a GPCR-ok dimerizaciojanak
koncepciojat.

Fontos megjegyezni, hogy bar a rezonancia energiatranszfer alapti mérések
tobbsége arra utal, hogy a rodopszin csaladba tartozd6 G-fehérjéhez kapcsolt
receptorokra altalanosan jellemz6 a homodimerizacio, egyes BRET [28] illetve FRET
[34] mérések alapjan a receptorok monomerként fordulnak eld, és a dimerizaci6 és
oligomerizaci6 csak az overexpressziobol fakadd mesterséges aggregaciod

kovetkezménye.
2.2.2.2 Egyéb biofizikai modszerek

Az utobbi par évben tobb, az egyedi fluoreszcens molekuldk mozgésat kovetd
(,,single molecule fluorescence”) kdzlemény foglalkozott a GPCR-ok dimerizacidjanak
vizsgalataval [35, 36]. Ezen munkak soran specifikusan a plazmamembranban
elhelyezkedd receptorokat jelolték fluoreszcensen, majd azok mozgésat illetve
asszocidciojat/disszociacigjat kovették nyomon TIRF (,total internal reflection
fluorescence”, teljes belsd visszaverddés fluoreszcencia) mikroszkopia segitségével. Az

igy nyert eredmények arra utalnak, hogy a receptorok folyamatos, tranziens atmenetben
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vannak a monomer-dimer-oligomer allapotok kozott, és egy dimer életideje
masodperces nagysagrendiinek mérhetd. Az egyes receptor homodimereket vizsgalva a
monomer/dimer arany valtozonak bizonyult: mig a B; adrenerg receptor zOmmel
monomeként fordul eld, és csak az expresszios szint fokozasaval jelennek meg a dimer
¢és oligomer formdak, addig a B, adrenerg receptorok mar alacsony expresszids szint
mellett is nagyrészt dimerként fordultak el6 [35].

A fluoreszcencia korrelacios spektroszkopia (FCS) [37], illetve a hasonld elven
alapuld ,,number&brightness analysis” (N&B, szam ¢és fényesség analizis) [38]
fehérjék  oligomerizaciés allapotara. Fluoreszcens (konfokalis vagy TIRF)
mikroszkopidval egy adott teriileten (illetve térfogatban) mérve a fluoreszcencia
intenzitasat, az két paramétertdl fligg: az egyedi fluoreszcens molekuldk fényességétol,
illetve az adott teriileten elhelyezkedd fluoreszcens molekulak szamatol (3. dbra).
Amennyiben a fluoreszcensen jelolt fehérjék dimerként vagy oligomerként fordulnak
eld, az az adott fehérje fényességének emelkedéséhez (megkétszerezédéséhez vagy
tobbszorozodéséhez) vezet. Egy adott mért fluoreszcencia érték szarmazhat sok
monomer, illetve kevesebb oligomer fluoreszcens fehérje emissziojabol, igy onmagaban
nem ad informécidot sem az oligomerizacids dallapotrol, sem a mért térfogatban
elhelyezkedd molekuldk szamarol. A fluoreszcens molekuldk azonban véletlenszer(i
mozgasuk hatdsara elhagyhatjak a mérési teriiletet, illetve 01j molekulak is 1éphetnek be
igy a mért fluoreszcencia szorasa nagyobb, ha az egyedi fluoreszcens molekuldk
fényessége nagyobb (oligomerek), hiszen ilyenkor egy adott fluoreszcens oligomer be-
illetve kilépése a mérési teriiletre/teriiletr6l nagyobb meértékben valtoztatja meg a
mérhetd fluoreszcenciat. A fentiek alapjan megfeleld matematikai analizissel mar
kovetkeztetni lehet a vizsgalt molekulak oligomerizacios allapotara [38]. A GPCR-ok
dimerizaciojat az FCS én N&B modszerekkel vizsgalo kisérletek is a kiillonb6zé GPCR-
ok homodimerizacidjat erdsitették meg, azonban a dimer &allapot dominancigjat és

stabilabb fennallasat valoszintsitették [39, 40].
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3. abra - A fluoreszcencia fluktuaciéojat méré modszerek alkalmazasa az oligomerizaci6 vizsgalatara
Egy adott mért teriileten (térfogatban) a fluoreszcencia intenzitas értéke (F) megegyezik az ott talalhatd
fluoreszcens molekuldk szamanak (n) és fényességének (b, ,,brightness”) szorzataval (F=n*b). Egy adott
fluoreszcencia érték szarmazhat sok monomer molekulabol (felsé dabrdk) illetve kevesebb oligomer
(dimer) molekulabol (alsé dbrak). A fluoreszcencia idébeli fluktuacidja (jobb dbrdk) nagyobb lesz
oligomerek esetén (a mért fluoreszcenciat az egyes esetekben Poisson-eloszlast kovetd véletlen

szamokkal modelleztiik, ¢ a szorast jeloli, az abra [38] alapjan késziilt).

Mig az eddig emlitett modszerek tobbsége nem feltétleniil a receptorok
kozvetlen fizikai interakcigjat, hanem csak molekuldris kozelségét vizsgalta, tobb
eredmény utal a receptorok direkt fizikai kapcsolatara, ¢él6 sejtekben is. Ezen
vizsgélatokban altaldban az egyik receptor immobilizacidjanak hatasat vizsgaltdk a
masik receptor mozgasdra. FRAP (,,fluorescence recovery after photobleaching”,
fotoelhalvanyitéast kovetd fluoreszcencia visszatérés) modszer segitségével vizsgalhato a
kiilonféle fluoreszcensen jelolt fehérjék diffuzidja a plazmamembranban. A
plazmamembran egy adott teriiletét nagy intenzitasu lézerfénnyel megvilagitva az ott
elhelyezkedd fluoreszcens fehérjék ,kiégnek”, a tovdbbiakban nem képesek fényt
emittalni. Az ennek kovetkeztében lecsokkent fluoreszcencia a FRAP mérések soran a
szomszédos teriiletekrdl a vizsgalt teriiletre diffundald fluoreszcens molekuldknak
koszonhetden visszatér a kiinduldsi értékre (illetve annak kozelébe). A fluoreszcencia
visszatérésének sebessége ardnyos a diffuzid sebességével. EQy plazmamembran
molekulat példaul antitest segitségével immobilizalva diffizidjanak sebessége

lecsokken. Amennyiben ezzel parhuzamosan egy masik, fluoreszcensen jelolt
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plazmamembran molekula FRAP segitségével mérhetd diffuzioja is csokken, az arra
utal, hogy a két fehérje kozott kdzvetlen fizikai interakcioé all fenn. Egy, az adrenerg
receptorok homodimerizacidjat vizsgald kozlemény e modszerrel is a B; receptorok
tranziens, mig a [, receptorok stabil dimerizaciojat irta le [41], ezzel szemben egy masik
kozlemény szerint a B, receptorok sem befolyasoljak egymas mobilitasat [42], ami a
tranziens dimerizaci6 koncepciodt erdsiti.

Egy tovabbi, a fluoreszcencia targykorébe tartoz6, a GPCR-ok dimerizacidjanak
vizsgalatara gyakran alkalmazott modszer a  bimolekuldris fluoreszcencia
komplementacio (,,bimolecular fluorescence complementation”, BiFC) modszere [43].
A BiFC soran egy fluoreszcens fehérje két, onmagaban nem fluoreszkalo darabjat kotik
a vizsgalni kivant fehérjékhez [44]. Amennyiben a vizsgalt fehérjék interakcioba 1épnek
egymassal, a két fluoreszcens fehérje darab Osszedll, egy fluoreszkalé komplexet
alkotva. A BiFC el6nye, hogy rezonancia energia transzfer modszerekkel kombinalva
nemcsak két, hanem harom vagy akar négy fehérje kozti interakciok is kimutathatéak
segitségével [45]. A BiFC esetében is nagy problémat jelent, hogy a fluoreszcens
komplex pusztan véletlenszerti fehérje-fehérje interakciok kovetkeztében is létrejohet. A
BiFC specificitasat vizsgald kozlemények tobbsége azt talalta [46], hogy specifikus
interakci6 hianyaban is létrejohet fluoreszcencia (ezt sajat, nem publikalt eredményeink

is megerdsitik), tehat az igy kapott eredmények fenntartassal kezelendéek.
2.3 A G-fehérjéhez kapcsolt receptorok dimerizaciéjanak strukturalis hattere

Egy tovabbi, alapvetd fontossagl kérdés a dimerizacié strukturalis hattere, azaz
hogy mely doméneken keresztiil jon létre a receptorok kozti interakcio. A glutamat
receptor csalad tagjai esetén itt is tisztabb kép nyerheté a rendelkezésre allo adatokbol.
E receptoroknal a ,,Venus fly trap” illetve a C terminalis farok régiok jelentdségét irtdk
le a dimerizacio kialakulasa szempontjabdl, illetve e receptorok kozott nagy
valoszintiséggel kovalens kotések is stabilizaljak a kialakult kapcsolatot [8]. Ezzel
szemben a rodopszin csalad esetén nagy valoszinliséggel a transzmembran régiok
kozotti hidrofob interakciodk jatsszak a foszerepet a dimerizacio kialakulasaban.

A korai, a dimerizacioért felelds régiokat vizsgald kutatdsokban gyakori felallas
volt, hogy egy adott transzmembran régidt pepidként szintetizalva, majd a sejtekbe

juttatva vizsgaltak hatésait a dimerizaciora. Mind a 3, adrenerg [15], mind az A tipusa
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kolecisztokinin [47] receptor esetén a TM6 régionak a dimerizacioban jatszott szerepét
sikeriilt igazolni e megkdzelitést haszndlva. Egy mésik gyakran alkalmazott modszer a
transzmembran régiok kozti interakciok kimutatasara azok diszulfidkotéseken keresztiili
stabilizalasa. E megkozelitésben a receptorok endogén cisztein aminosavait tobbnyire
eltavolitjak, majd a vizsgalt TM régidkba cisztein mutaciokat létrehozva, oxidalo agens
segitségével kereszt-kotik azokat, majd az igy stabilizalt receptor dimereket Western-
blot segitségével kimutatjdk. Az M3 muszkarinos acetilkolin receptor eset¢ében TM4-
TMS5 régidk intracelluldris részei kozti interakcidt, valamint a TM1-TM2 és az
ugynevezett 8-as hélix (H8, a C terminalis farok régié6 membrankozeli, helikalis
struktaraju  régidja) kapcsolatat valoszintsitették a dimeren belil [48]. Hasonld
eredményeket hoztak a rodopszinnal végzett diszulfid-keresztkotéses kisérletek is [49].
Az egyik legkozvetlenebb informéciot a dimerizécidban résztvevd receptor
régiokrol az utdébbi években rontgenkrisztallografiaval meghatarozott receptor
struktarak adjak. Bar mar a legels6 kikristalyositott receptor, a rodopszin [50] is dimer
struktirdt mutatott, tekintettel arra, hogy a dimerizacid6 nem kozvetlen aminosav-
aminosav interakciokon, hanem a membran lipidjein keresztiil jott 1étre, ezt hosszu ideig
csak kristalyositasi miiterméknek vélték. Az i1dokozben meghatirozott egyéb GPCR
térszerkezetek azonban mar specifikusabb dimerizaciot jeleztek. A dimerizacié mind a
CXCR4 kemokin [51], mind a p 6pioid receptor [52] esetén a TM5-6 régiokon keresztiil
jon létre, ami — legalabbis részben — megerdsiti a biokémiai moédszerekkel nyert
eredményeket. A TMS5-6 interakcion kivil a p Opioid receptorok esetében egy
masodlagos, a TM1-TM2-HS feliiletet magaban foglalo interakcios régié is megjelent.
A « opioid [53] és By adrenerg [54] receptorok kristalyszerkezete alapjan is két régiot
mutattak ki, melyeken Kkeresztiil a dimerizacio 1étrejohet. E receptoroknal a TM1-TM2-
HS interakciods feliilet mellett egy a TM4-TMS5 régid kozott 1étrejovo interakceiot irtak le
(4. abra). A két eltér6 dimerizacios felillet magyarazhatja azokat az egyéb
modszerekkel nyert eredményeket, melyek a GPCR dimerek tetramerekbe rendezddését
irjak le [31, 32, 35]. A rodopszin receptorok dimerizacidjat, majd oszlopokba
rendez0dését mutatta a palcikak kiilsé szegmentumarol késziilt atomerd mikroszkopias
felvételek is [55], mely negyedleges szerkezetben a TM4-TMS5 interakciot talaltak
felelésnek a dimerizacidért, és a TMI1-TM2-H8 valamint a TM5-TM6 kozotti

kapcsolatot a magasabb rendi szervezédésért [56].
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4. abra — A B, adrenerg receptor homodimer kristalystruktiraja
A By adrenerg receptor homodimerizaciojaban feltételezhetden szerepet jatszo régiok: a TM1-TM2-H8

(balra) és aTM4-TMS5 (jobbra) altal alkotott feliiletek (az abra az [54] kozleménybdl szarmazik).

A dimerizacidban szerepet jatszo régiok, illetve aminosavak vizsgéalatdban
szamos, a bioinformatika és a ,computational biology” (szamitégépes bioldgia)
targykorébe tartoz6 modszert is alkalmaznak. A kiilonféle, szekvencia analizis alapjan
miik6dé moddszerek (korreldlt mutdciok analizise, ,.evolutionary trace” (evolicids
nyom) analizis) szdmos, sajnos sok esetben eltérd poziciot perdiktaltak fontosnak a
dimerizacié szempontjabol [57]. Osszességében azonban ezen moédszerekkel nyert
adatok is a TM4-5-6 régiok szerepét valdszinisitik a receptorok kozti interakcidban,
hasonl6an a molekuléris dinamikai szimulacidkon és fehérje-fehérje dokkolason alapuld
modszerekhez [58]. E modellek értékes kiindulopontjai lehetnek kiilonféle, a
dimerizacidban résztvevd aminosavakat vizsgald kisérleteknek, azonban kisérleti

validalasuk a legtobb esetben még varat magara.
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2.4 A G-fehérjéhez kapcsolt receptorok dimerizaciéjanak funkcionalis

kovetkezményei

Fiziolégiai és farmakoldgiai szempontbol a legfontosabb kérdés, hogy a
dimerizacié hogyan befolyasolja a receptorok mukodését. Az eltérd szovetekben egy
adott receptor mas-mas egyéb receptorokkal alkothat heterodimereket, ami a jelatvitel
szovetspecifikus finomhangolasdban is szerepet jatszhat, valamint 0j gyodgyszerek
célpontjat is jelentheti. A kovetkezokben a dimerizacionak a receptormikodésre

gyakorolt hatasair6l rendelkezésre allo eredményeket foglalom Gssze.
2.4.1 Sejtfelszini expresszio

A jelenleg elfogadott elképzelés szerint a dimerizdcid mar a receptorok
szintézisének korai stddiumdban, az endoplazmas retikulumban (ER) illetve a Golgi
késziilékben kialakul [59]. Mint sok mas esetben, az els6 egyértelmii eredmények itt is a
glutamat csaladba tartozo receptorok esetében sziilettek meg. A GABAg; receptor a C-
onalldan kifejezve nem képes elhagyni az ER-t. A koexpresszalt GABAg; receptor
dimert alkot a GABAg; receptorral, elfedi annak retencids szekvencigjat, igy a
GABABg1-GABAGB; dimer mar kijut a plazmamembranra [60].

Kiilonféle modositott, ER retenciés mutans receptorokkal a rodopszin csalad
tagjai esetén is sikeriilt kimutatni, hogy a dimerizacié mar az ER-ban létrejon. Az ER
retencios B, adrenerg receptor [61], illetve az l-es tipust angiotenzin receptor [62]
esetén is igazolddott, hogy gatoljadk a koexpresszalt vad tipust receptor plazmamebran
kihelyezddését. A fluoreszcensen jeldlt szerotonin 2C receptorok kozti rezonancia
energia transzfert szubcellularis szinten vizsgalva mind a plazmamemranban, mind az
ER ¢és a Golgi késziilék felszinén a dimerizacionak megfeleld jelek voltak mérhetdek
[30].

A dimerizacionak nagy valoszinliséggel szerepe van a receptoroknak az ER
mindségellendrzési (,,quality control”) mechanizmusan val6 athaladdsan. Az ER
kiilonféle dajkafehérjéi (,,chaperonok™) csak a megfelelé harmadlagos/negyedleges
szerkezetet felvevd receptorok tovabbhaladasat teszik lehetdvé, a nem megfeleld

szerkezetl receptorok az ER-ban maradnak, illetve a lizoszémalis degradécio iranyaba
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haladnak tovabb. Egyes receptor dimerek esetében mar ismertek olyan dajkafehérjék,

melyek a dimer kifejezodéséhez sziikségesek [63].
2.4.2 Ligandkotés

A G-fehérjéhez kapcsolt receptorok ligandkotése radioaktivan vagy
fluoreszcensen jelolt ligandok segitségével vizsgalhaté. Mar a korai, a 80-as években
elvégzett vizsgalatok ramutattak arra, hogy a GPCR-ok ligandkoétése komplexebb képet
mutat a szimpla monomer receptor modellt6l elvarhatonal [64]. A jeldletlen agonistaval
végzett kompetitiv ligandkotési kisérletek eredményeit vizsgalva altalaban egy az
agonistat magas, és egy azt alacsony affinitassal kotd receptor populacié azonosithato

(5. dbra).

kotott jeldlt antagonista
kotott jeldlt antagonista

log[jeléletlen antagonista] log[jeldletlen agonista]

5. dbra — Kompetitiv ligandkotési kisérletek negativ kooperativ agonista kotés esetén
A jeloletlen agonistaval végzett kompetitiv ligandkotési kisérletekben (jobb dbra) két eltérd
ligandaffinitassal jellemezhet6 receptor alpopulacié azonosithatd, szemben a jeloletlen antagonistaval

végzett kisérletek (bal dbra) eredményeivel (a szimulaciokat Octave programmal végeztiik, [65] alapjan)

Az egyik kézenfekvd modell ezen eredmények magyarazatara a dimerizacié és a
dimer alegységei kozotti allosztérikus interakcio [65]. E modell szerint a dimer egyik
alegységének agonista kotése gatolja a masik alegység agonista kotését, azaz a dimeren
beliil negativ kooperativitds all fenn. Alacsony agonista koncentraciok esetén csak a
dimer egyik tagja kot ligandot (magas affinitds), és csak magas koncentraciok esetén
fog mindkét alegység ligandkotott allapotba keriilni (alacsony affinitast kotohely). A

negativ kooperacié nemcsak ligandkotési, hanem ligand disszociacios kisérletekkel is

crer

------
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adott jeloletlen (hideg) agonista a disszociaciot fokozza, az szintén a negativ
kooperacio, és igy a dimerizacid tényét erdsiti. E modszerek elénye, hogy nem igénylik
a receptorok modositasat (epitop vagy fluoreszcens jelolés), igy endogén modon
expresszalt receptorok esetén 1is alkalmazhatdo. A homodimeren beliilli negativ

kooperativitds mellett szdmos receptor heterodimerben is igazoltdk, hogy az egyik

rrrrrr

66].

Megjegyzendd azonban, hogy a negativ kooperativitds dimerizacid hidnyaban, a
monomer receptorok G-fehérjéért torténé kompeticidjaval is magyarazhatd [67]. Ismert
jelenség, hogy a receptor nagy affinitast ligandkotésért sziikséges a heterotrimer G-
fehérjével létrejové kapcsolat (a heterotrimer G-fehérje allosztérikus modulatorként
fokozza a receptor agonista iranti affinitasat). Amennyiben a receptorok szama
meghaladja a heterotrimer G-fehérjék szamat (ez overexpresszids rendszerekben
konnyen elképzelhetd), a G-fehérjét kotdé és nem kotd receptorok megfelelhetnek a
magas ¢és alacsony affinitdsu receptor populdcionak, és a disszociacids kinetikdban
lathatd eltéréseket is okozhatja a G-fehérjéért torténd kompeticid. Az endogén receptort
expresszald, €16 sejteken fluoreszcens liganddal végzett kisérletek [33] azonban ezt a
magyarazatot gyengitik, csakugy, mint az a kisérletsorozat, ahol a GLP1 (,,glucagon-
like peptid 1) receptor dimerizaciojat megfeleld pontmutacidkkal gatolva a negativ
kooperativitas megszlinését is észlelték [68].

A GPCR-ok heterodimerizacidja a kooperativ ligandkotés mellett 0j tipust
kotéhelyek 1étrejottét eredményezheti. Régota ismert jelenség, hogy a farmakoldgiai
modszerekkel azonosithaté opioid kotéhelyek szdma meghaladja a genomban kodolt
opioid receptorok szdmat. Az egyik legelfogadottabb magyarazat szerint a kiilonb6z6
kotohelyek az opioid receptor homodimereknek, illetve heterodimereknek felelnek meg
[69]. A kiilonb6z6 heterodimereket megceélzd farmakologiai szerek komoly terapias
jelentdséggel birhatnak, igy intenziv kutatasok targyat képezik [70, 71]. Egy adott
gyogyszer kivanatos hatasaiért tobbnyire csak a célszovetek egy részében expersszalodo
receptorok  felelések, mig a tovabbi szovetekben kifejez6dé receptorok
mellékhatasokhoz vezethetnek, igy egy adott szévetspecifikus heterodimer megcélzasa

esetén kedvezdbb hatas-mellékhatas profila gyogyszerek hozhatok létre.
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2.4.3 Receptor konformacio

A dimerekben 1étrejovo negativ kooperativitds aszimmetrikus dimer 1étrejottéhez
vezet: a dimer egyik tagja ligandkotott, mig a masik tag szabad allapotban van. A
dimeren beliili aszimmetriat a ligandko6tés mellett a receptorkonformacio szintjén is tobb
esetben igazoltak. Lohse és munkatarsai az o, adrenerg receptor 3-as intracellularis
intramolekularis FRET receptor-bioszenzort hoztak 1étre, mellyel a receptor aktivacio
hatasara 1étrejové konformaciovaltozasok vizsgalhatéak [72]. Eredményeik szerint a
receptor-bioszenzorral egyiitt expresszalt, azzal dimert képzé p Opioid receptor
megkozelitést haszndlva (a TM6 régioban taldlhatd triptofan aminosav receptor
konforméciotol fiiggd fluoreszcencidjat vizsgalva) egy masik kutatdocsoport is
megerdsitette, hogy a BLT1 leukotrién receptor homodimerben csak az agonistat kotott
receptor keriil teljesen aktiv konformacioba, mig az agonistdt nem kotott alegység egy

atmeneti, mind a bazalis, mind az aktiv konformaciotol eltéré szerkezetet vesz fel [73].
2.4.4 G-fehérje aktivalas

A GPCR-okrél és a heterotrimer G-fehérjékrol rendelkezésre allé strukturalis
adatok arra utalnak, hogy a heterotrimer G-fehérje mérete jelentésen nagyobb, mint a
receptor-G fehérje kozti interakcios feliilet, ami felveti annak lehetdségét, hogy a
heterotrimer G-fehérje nem a monomer receptorral, hanem egy dimerrel 1ép
interakcioba. Ezzel szemben a mesterséges lipid vezikuldkban szigortan monomerként
kifejezett receptorok G-fehérje aktivalasa egyértelmiien bizonyitja, hogy a monomer
receptor is képes heterotrimer G-fehérjét kotni és aktivalni [74-76]. Ez azonban még
természetesen nem zarja ki annak a lehetéségét, hogy in vivo a dimerizacio befolyasolja
a G-fehérje aktivalas folyamatat, melyet szdmos kisérleti eredmény is megerdsit.

A D, dopamin receptor homodimer G-fehérje aktivalasat vizsgaldo elegans
kisérletsorozat igazolta, hogy a G-fehérje kotéshez elegendd az egyik alegység
aktivalasa, de a masik alegység aktivitasa befolyasolja azt [77]: maximalis G-fehérje
aktivalas akkor mérhetd, ha csak az egyik alegység aktiv, mig a masik inverz
agonistaval inaktiv allapotban tartott, mig mindkét alegység aktivalasa esetén csokkent

G-fehérje  aktivalas volt tapasztalhatd. A  mutaciés kisérletek, valamint
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molekulamodellezés segitségével nyert adatok alapjan ugy tiinik, hogy a D, receptor
homodimer teljesen aktiv tagja a 2-es €és 3-as, mig a ,,modulald” alegység csak a 3-as
intracellularis hurok segitségével vesz részt a G-fehérje aktivalasban. A dimeren beliili
interakcioknak a G-fehérje aktivalasra gyakorolt hatasat az ATi-es angiotenzin és 3,
adrenerg receptor heterodimerben is leirtdk: itt azonban az egyik receptor szelektiv
antagonistaval torténd gatlasa nem fokozta, hanem gatolta a masik receptor G-fehérje
aktivalasat [78]. Sajat munkacsoportunk korabbi eredményei is arra utalnak, hogy egy
nem szignalizdld6 ATi;R mutans antagonista kotése gatolja a vele dimert képzd vad
tipusit AT4R jelatvitelét [79].

A dimerizacié megvaltoztathatja a receptorok G-fehérje specificitasat és a G-
fehérje aktivalds hatékonysagit is. A Di-D, dopamin receptorok altal alkotott
heterodimer G, heterotrimer G-fehérjét aktival, és igy intracellularis Ca®* jelet hoz létre,
szemben az 6nalléan expresszalt receptorok Gs illetve Gy, fehérje aktivalasaval [80]. A
D;-D, hetorodimerek megvaltozott jelatvitelének jelentésége a major depresszid
patomechanizmusaban is felvet6dott [81]. Hasonléan megvaltozott G-fehérje
specificitast irtak le az AT;-es angiotenzin és CBi-es cannabinoid heterodimerben [82]
(megjegyzendd azonban, hogy ez utdbbi esetben a megvaltozott G-fehérje aktivalas a
dimerizaci6é nélkiil, a felszabadul6 endocannabinoidok segitségével is magyarazhatod
[83]). A G-fehérje aktivalas fokozodasa észlelheté az AT; angiotenzin és a B
bradikinin heterodimerben [84], és a két receptor fokozott heterodimerizacidja szerepet
jatszhat a  preeklampsziaban észlelhet, angiotenzin II-re adott fokozott
valaszkészségben [85] (e két receptor heterodimerizacidja azonban az eredeti leirasuk

6Ota intenziv vita targyat képezi az irodalomban [63, 86]).
2.4.5 Internalizacio és G-fehérje fiiggetlen jelatvitel

A G-fehérjéhez kapcsolt receptorok agonista kotést kovetden a GRK kindzok
altal foszforilalodnak, majd az arresztin csalad fehérjéit kotik. Az arresztin kotés részt
vesz a receptorok heterotrimer G-fehérjétdl vald szétkapcsolasaban, elinditja az
internalizaciot, valamint kiilonféle G-fehérje fliggetlen jelatviteli folyamatok (példaul
MAPK aktivalas) aktivalasahoz is vezet. A G-fehérjéhez kapcsolt receptorok az

arresztin kotés erdssége alapjan két osztilyba sorolhatéak: az A osztalyba tartozo
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receptorok tranziensen, mig a B osztalyba tartozo receptorok stabilan kotik az arresztin
fehérjéket [87].

A heterotrimer G-fehérjékhez hasonléan mar az arresztinekrdl is kimutattak,
hogy mesterséges lipid vezikulakban monomerként kifejezett receptorok képesek az
aktivalasukra [88]. Ennek ellenére szamos eredmény utal arra, hogy in vivo a
dimerizacio befolyasolja a receptorok arresztin kotését illetve internalizaciojat.

A V1, és V, vazopresszin receptorokbdl allo heterodimer egyes alegységeinek
szelektiv agonistaval toténd stimuldldsa a masik alegység internalizacidjahoz is vezet
[89]. Emellett az arresztin kotés kinetikdja is megvaltozik: mig az Onmagaban
expresszalt V1, receptor az arresztin kotés tekintetében az A osztalyba tartozik (azaz a
B-arresztin fehérjéket csak tranziensen koti), a koexpresszalt V;, receptor hatdsara a Vi,
receptor is a B osztalyra jellemzd (stabil) B-arresztin2 kotést mutat. Hasonld hatasokat
irtak le a P, adrenerg receptor homodimer esetében is, ahol egy mutans, csak
mesterséges liganddal aktivalhato, és egy vad tipust receptor szelektiv stimulalasa is
mindkét receptor internalizacidjahoz vezetett [90]. A dimerizacié az 6pioid receptorok
arresztin kotését is befolyasolja, mely jelenségnek fontos klinikai kdvetkezményei is
lehetnek. A morfin klinikailag hasznos hatdsainak nagy részéért a p Opioid receptor
heterotrimer Gi/o fehérje aktivalasa felelés, mig a mellékhatasok, illetve a tolerancia
kialakulasaban a B-arresztin fiiggd jelatvitel szerepe tlinik valdszintinek [91]. Mig a u
receptor homodimer morfin hatdsara foként a heterotrimer G-fehérjék iranyaba
szignalizal, a p-d receptorokbol allo heterodimer csokkent G-fehérje, és fokozott -
arresztin2 aktivalast mutat [92]. Egyes adatok arra utalnak, hogy kronikus morfin
kezelés hatasara a p-o receptor heterodimerek aranya megemelkedik, ami részben
magyarazhatja a kialakulé morfin toleranciat [93].

A fent emlitett kisérletek alapjan a dimer egyik tagjanak aktivalasa mar
elégséges az arresztin kotés 1étrejottéhez, illetve a receptor dimer internalizaciojahoz.
Egyes kisérletek azonban ezzel ellenkez6 eredményre jutottak: mind a [, adrenerg [94],
mind az M3 muszkarinos acetilkolin [95, 96] receptorral kapcsolatban megjelentek
olyan kozlemények, melyek szerint a B-arresztin kotéshez, illetve a G-fehérje fiiggetlen
jelatvitel elinditasdhoz a dimer mind a két alegységének aktivalasa sziikséges. Ezen
eredmények alapjan Giraldo és munkacsoportja egy érdekes modellt allitott fel [97],

mely szerint a receptor dimerek aszimmetrikus aktivalasa lenne felelés a heterotrimer
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G-fehérje aktivalasért, mig szimmetrikus aktivalas esetén (nagyobb agonista
koncentracioknal) kovetkezne be az arresztin fehérjék, illetve egyéb G-fehérje fiiggetlen
jelatviteli utak aktivalasa. Bar ¢ modell szépen magyaraz szamos, a GPCR-0k
jelatvitelével kapcsolatos kérdést — kiemelve azt, a munkacsoportunk altal is megfigyelt
jelenséget, hogy a GPCR-ok arresztin kotési gorbéje jelentdsen jobbra tolt az agonista
kotési gorbékhez képest — egyértelmi kisérleti megerdsitése még nem tortént meg.
Fontos megjegyezni, hogy az arresztinek, illetve a G-fehérje fiiggetlen jelatvitel
aktivalasa viszonylag disztalis eleme a GPCR-ok jelatvitelének. Az arresztin kotést
szamos jelatviteli folyamat (példaul a receptorok foszforilacidja) is befolyasolja, igy a
koexpresszalt receptorok megvaltozott arresztin kotése esetén sok esetben kdnnyen
eléfordulhat, hogy a jelenség hatterében nem a dimerizacid, hanem a receptorialis

jelatvitel atbeszélése all.
2.5 A G-fehérjéhez kapcsolt receptorok dimerizacidjanak jelentésége

A fenti rovid Gsszefoglald is jol mutatja, hogy a GPCR-ok dimerizacidja egy
jelenleg is aktivan kutatott, korantsem lezart kérdéskore az irodalomnak. Bar a
dimerizacioval kapcsolatos adatok sok esetben egymasnak ellentmondoak, az
eredmények tobbsége arra utal, hogy a rodopszin csaladba tartozd receptorokra
altalanosan jellemzd a homodimerizacid, illetve egyes specifikus receptor parok kozott
a heterodimerizaci6. Az utdébbi évek eredményei alapjan két adatbazis is
rendelkezésiinkre all, melyekbe a kisérletesen is igazolt GPCR homo- ¢és
heterodimereket szisztematikusan Osszegyljtotték. Az elsé adatbazist [98] a teriilet
legnevesebb kutatéinak ,konzorciuma” hozta Iétre, ennek megfelelden valoban
megbizhaté adatokat tartalmaz (6sszesen koriilbeliil 200 GPCR dimert, melybdl kozel
60 heterodimer). Sajnos ezt az adatbazist az elmilt évben mar nem frissitették, igy a
legujabb eredmények hidnyoznak beldle. A masik adatbazist [99] 2014-ben publikaltak,
igy a legfrissebb eredményeket is tartalmazza (kortiilbeliil 200 heterodimer part),
azonban véleményem szerint szerz6i joval megengeddbbek voltak az adatbazisba
kertilés kritériumainak szempontjabol, igy az itt fellelheté adatok nagyobb fenntartassal
kezelenddek.

Egyértelmi adatok bizonyitjak, hogy in vitro koriilmények ko6zott monomer

GPCR-ok mind a heterotrimer G-fehérjéket, mind a G-fehérje fiiggetlen jelatvitelben
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kulcsszerepet jatszo arresztin fehérjéket képesek aktivalni. Ezek alapjan felmeriilhet a
kérdés, mi lehet a jelentésége a GPCR-ok homodimerizacidjanak? A receptor dimerek
egyik 4j funkcidja, mellyel a monomer receptorok még nem rendelkeznek, a kooperativ
ligand kotés. A rendelkezésre all6 adatok alapjan ugy tlnik, hogy a GPCR
homodimerekre altalanosan jellemzé a negativ kooperativ ligandkotés. Alacsony
agonista koncentraci6 jelenlétében csak a dimerek egyik alegysége kot agonistat (magas
affinitast kotéhely), mig mindkét alegység agonista kotése a negativ kooperativitas
miatt csak lényegesen nagyobb koncentracio esetén kovetkezhet be (alacsony affinitdsu
kotohely). Ezaltal a receptorok altal érzékelhetd agonista koncentracidtartomany
jelentésen kiszélesedik, ami a fiziologias szabalyozas szempontjabol kedvezo jelenség
lehet. Ha figyelembe vessziik azt a modellt, mely szerint a dimer egyik alegységének
aktivalasa a heterotrimer G-fehérje fiiggd jelatvitelért felelds, mig mindkét alegység
aktivalasa B-arresztin kotéshez, ezaltal a receptorok internalizacidjahoz és G-fehérje
fiiggetlen jelatviteléhez vezet, tovabb boviil a homodimerizacionak a jelatvitelben
betoltott fiziologias szerepe. Fontos megjegyezni, hogy a szamos in vitro illetve
sejttenyészetekben végzett kisérlet mellett, mar in vivo, transzgénikus egerekkel végzett
kisérletek is igazoljak a homodimerizacio élettani jelentéségét [100].

A receptor heterodimerek fiziologias jelentésége mar konnyebben belathato. A
kiilonbozé szovetekben eltérd6 GPCR-ok expresszalddnak, ezaltal szovetspecifikus
heterodimerek johetnek 1étre, melyek a neuroendokrin szabalyozas egy magasabb rendii
szervezddését eredményezhetik. Emellett a megvaltozott mértékli heterodimerizaciod
egyes patologias allapotok kialakulasaban is szerepet jatszhat, valamint a heterodimerek
célzott farmakologiai befolyasolasa 11j, kedvezdbb hatasu gyodgyszerek kifejlesztéséhez

vezethet.
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3. Célkituzések

Ph.D. munkam soran a laboratériumunkban vizsgalt GPCR-0k dimerizacidjanak

kimutatdsaval ¢és a dimerizacié funkciondlis kovetkezményeinek vizsgalataval

foglalkoztam. Kisérletes munkam fobb célkitlizései a kovetkezok voltak:

Az l-es tipust angiotenzin receptor (ATiR) homodimerizacidjanak kimutatasa

kvantitativ BRET modszerrel

Az AT; receptorban Iétrejové konformaciovaltozasok kozvetlen vizsgalatat

lehetové tevo BRET alapt receptor-bioszenzor 1étrehozasa

Az AT; receptor homodimerizaciojanak a [B-arresztin2 kotésre, a

receptorkonforméciora és a ligandkotésre gyakorolt hatasanak vizsgalata

Az AT; receptor homodimeren beliili interakciok molekularis mechanizmusanak

vizsgalata

Olyan kvantitativ  BRET alapti modszer bedllitdsa, mellyel a klasszikus
modszernél nagyobb Dbiztonsaggal detektalhato a kiilonféle GPCR-ok

dimerizacidja
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4. Modszerek

4.1 A munkank soran hasznalt anyagok

A molekularis bioloégiai munkaban hasznélt enzimeket a Fermentas (Vilnius,
Litvania) és Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) cégektdl vasaroltuk. A PCR (,,polymerase
chain reaction”, polimeraz lancreakcid) reakciokhoz a primer szekvenciakat a Sigma-
Aldrich-tol (St. Louis, MO, USA) szereztiik be. Az iranyitott mutageneziseket a
Stratagene (La Jolla, CA, USA) cég QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit-jének
segitségével hoztuk létre. A sejttenyésztéshez és a mérésekhez hasznalt flaskakat és
lemezeket a Greiner Bio-One BmbH-t6l (Kremsmunster, Ausztria) szereztiik be. Az
eukaridta sejttenyészetek fenntartdsdhoz és transzfektalasahoz, illetve a mérések soran
hasznalt Ham’s F12, DMEM, Opti-MEM, FBS (,,foetal bovine serum”, magzati borja
szérum) ¢és Versene oldatokat és a Lipfectamine2000 transzfekciés reagenst az
Invitrogen-tol vasaroltuk. A kisérletekben hasznalt rapamycin a Merck-t61 (Darmstadt,
Németorszag), az angiotenzin Il és az U-73122 a Sigma-Aldrich-t6l, a candesartan az
AstraZeneca-tol (Molndal, Svédorszag), a FURA-2/AM ¢és a colenterazin h pedig az

Invitrogen-t3l szarmazott. A %

I radioaktiv izotoppal jelolt angiotenzin II-t és SI-
angiotenzin IlI-t Dr. R. C. Speth (University of Mississippi, University, MS, USA)
bocsijtotta rendelkezésiinkre. A kisérleteinkben hasznalt CHO (,,chinese hamster
ovarium”, kinai horcs6g ovarium) és HEK293 (,,human embryonic kidney 293”, human
embrionalis vese 293) sejtvonalakat az American Type Cell Culture Collection-tol
vasaroltuk (Manassas, VA, USA). A BRET kisérleteket modositott Krebs-Ringer
oldatban végeztiik, melynek Gsszetétele 120 mM NaCl, 4,7 mM KCI, 1,2 mM CaCly,
0,7 mM MgSQ,, 10 mM gliikoz, 10 mM Na-Hepes (pH 7,4) volt. A ligand disszociacios
kisérletekben a mosast PBS oldattal végeztiik, melynek 6sszetétele 137 mM NacCl, 2,7

mM KCI, 10 mM NaHPQy, 1,8 mM KH,PO, (pH 7,4) volt.
4.2 Plazmid konstrukciok

A munkdnk sordn a fluoreszcensen nem jelolt fehérjék esetén pcDNA3.1
plazmidot (Invitrogen), mig fluoreszcens €és/vagy lumineszcens jelolés esetén pEYFP-

N1 ¢és pEYFP-C3 plazmidokat (Invitrogen) hasznaltunk kiindulopontnak, melyekbe
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restrikcidés enzimekkel vald hasitds utan illesztettiik a kivant fehérjét kodolod
génszakaszokat. A PCR reakci6 illetve iranyitott mutagenezis segitségével eldallitott
konstrukciok kodold szekvencidjat minden alkalommal szekvendléssal ellendriztiik
(Eurofins Genomics, Ebersberg, Németorszag).

A kiilonboz6 1-es tipusu angiotenzin receptort (AT1R) kddolo konstrukcidkhoz a
patkdny ATy, receptor (Agtrla, UniProt ID: P25095) szekvencidjat hasznaltuk fel. A
jeloletlen vad tipusi (AT3iR) és mutans (DRY/AAY-AT:R, S109Y-AT;R, S109Y-
DRY/AAY-AT;R) receptorok Dr. Szidonya Laszl6tol szarmaznak [101], csakigy, mint
a YFP-vel és Renilla luciferazzal jelolt receptor-konstrukciok (AT1R-YFP, DRY/AAY-
ATiR-YFP és ATiR-RLuc). A B-arresztin2-t nem koté TSTS/A-ATiR és TSTS/A-
AT;R-YFP mutans receptorokat Dr. Balla Andras bocsajtotta rendelkezésiinkre [102].
Az S109Y-TSTS/A-AT:R mutans elkészitéséhez Sacl-EcoRI emésztéssel vittik at a
TSTS/A mutaciokért felelés szekvencia darabot az S109Y-AT;R konstrukcidba. A
monomer Venus fluoreszcens fehérjével [103, 104] jelolt receptor (ATiR-Venus)
restrikcios enzimpar segitségével. Az intramolekularis AT:R BRET bioszenzor (AT:R-
BS) eloallitasahoz az AT1R-RLuc konstrukcido N231 és K232 aminosavai kozé (a 3as
intracellularis hurok régioba) Pvul és Bsp14071 restrikcios helyeket vittiink be iranyitott
mutagenezissel (az 5-GAAATTCAAAAGAACGCGATCGGTATAATTATATTG
TACAAACCAAGAAACGATGACATCTTTAGG-3” és 5’-CGTTTCTTGGTTTGTA
CAATATAATTATACCGATCGCGTTCTTTTGAATTTCATAAGCCTTC-3 primer

par felhasznalasaval), majd a restrikcids enzimekkel vald emésztéssel illesztettiik be a

YFP-t kodolo szekvenciat (6. abra).

g
Nl
o

6. dbra — Az AT R-BS intramolekularis bioszenzor sematikus felépitése

Az AT,R-BS az ICL3 hurokban YFP molekulat, C terminalisan Renilla luciferaz enzimet tartalmaz.
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Az emberi V, vazopresszin receptort (AVPR2, UniProt ID: P30518) kodold
plazmidokat (V,;R-Venus, V;R-RLuc) Dr. Erdélyi Laszlo Sandor [105], az emberi B,
adrenerg receptor (ADRB2, UniProt ID: P07550) konstrukciot (B2AdR-Venus) Dr. Téth
Daniel [106], az emberi CB; cannabioid receptort (CNR1, UniProt ID: P21554) kifejez6
plazmidot (CB;R-Venus) Dr. Gyombolai Pal készitette [107]. A patkany 2-es tipusu
angiotenzin receptor (Agtr2, UniProt ID: P35351) monomer Venus fehérjével jelolt
formajanak (AT,R-Venus) eldallitasdhoz a Dr. Turu Gabortol kapott AT,R-YFP
konstrukcio [108] fluoreszcens fehérjéjét cseréltiik le Agel-Notl restrikcids enzimparral.
A humaén kalciumérzékel6 receptort (CASR, UniProt ID: P41180) Dr. Czirjak Géabortol
kaptuk pcDNAS3.1 plazmidban [109], melybdl a receptort kodold szekvenciat PCR
reakcio  segitségével felsokszoroztuk (az 5’-TTATTATTAAAGCTTGGCAG
AACCATGGCATTTTATAGCTGCTGCTGGGTCC-3” ¢és 5-TTATTATTAACCCG
GTGAATTCACTACGTTTTCTGTAACAGTGCTGCCTCCACC-3*  primer  par
felhasznélasaval) majd EcoRI és Agel enzimekkel valdo emésztést kdvetden szuper
Renilla luciferazt [110] illetve monomer Venus-t tartalmazé pEYFP-N1 vektorba
klonoztuk (CASR-RLuc illetve CASR-Venus). Az emberi Vi, vazopresszin receptort
(AVPR1A, UniProt ID: P37288) kifejezd konstrukcido (Vi1aR-Venus) elkészitéséhez a
Missouri S&T cDNA Resource Center-t6l (Rolla, MO, USA) vasarolt plazmidbdl a
receptor kodold szekvencidt PCR reakcio segitségével sokszoroztuk fel (az 5°-
TTATTATTAAGATCTGCCACCATGCGTCTCTCCGCCGGTCCCGACGCG-3"  ¢és
5’-CGGCGGCGGACCGGTCTAGTTGAAACAGGAATGAATTTGATGG-3" primer
par segitségével), majd Bglll-Agel emésztést kovetden monomer Venus-t tartalmazo
PEYFP-NT1 vektorba illesztettiik.

A Renilla luciferazzal jeldlt patkany p-arresztin2 (Arrb2, UniProt ID: P29067)
konstrukciot (B-arresztin2-RLuc) Dr. Turu Gabor készitette [108].

A plazmamembranhoz targetalt fluoreszcens és lumineszcens fehérjéket kodolo
plazmidok esetében az emberi Lyn kinaz (LYN, UniProt ID: P07948) N-terminalis
szekvencidjat (MGCIKSKGKDSAGA) (PM-YFP és PM-FKBP-RLuc konstrukciok),
illetve a human kRas fehérje (KRAS, UniProt ID: P01116) C terminalis CAAX
doménjét (KMSKDGKKKKKKSKTKCVIM) (Venus-FRB-CAAX) hasznaltuk fel. A
PM-YFP konstrukciét Dr. Balla Andras készitette [102]. A PM-FKBP-RIuc konstrukcio
elkészitéséhez a PM-FKBP-mRFP-t koédold plazmidban [111] cseréltik le a
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fluoreszcens fehérjét szuper Renilla luciferazra Agel-Notl restrikcidés enzimparral. A
Venus-FRB-CAAX konstrukceio elkészitéséhez a Dr. Balla Andrastol kapott CFP-FRB-

crer

segitségével.
4.3 Sejttenyészetek fenntartasa és transzfektalasa

A kisérleteinkben hasznalt CHO sejtvonalat Ham’s F12, a HEK293 sejtvonalat
DMEM médiumban tartottuk fenn, melyeket 10% FBS-sel, 100 pg/ml streptomycin és
100 TU/ml penicillin antibiotikumokkal egészitettiink ki. A médiumok NaHCOsz-ot
tartalmaztak pufferként, a sejteket parasitott, 5% COy-ot tartalmaz6 inkubatorokban
tenyésztettiik.

A CHO sejteket a kisérletek el6tt két nappal 6 lyuka (illetve 24 lyuku)
szdvettenyésztd lemezekre osztottuk 5%10° sejt/lyuk (illetve 10° sejt/lyuk) stirliségben. A
kisérleteket megel6z6 napon a sejteket Opti-MEM médimban, 2 pg (1 pg) DNS plazmid
¢és 2 ul (1 pl) Lipofectamine2000 felhasznalasaval transzfektaltuk. A HEK293 sejteket a
kisérleteket megel6z6 napon felszedtiik, majd Opti-MEM médiumban, 0,5 pg DNS
plazmid és 0,5 pl Lipofectamin2000 jelenlétében 75000 sejt/lyuk stirtiségben 96 lyuku,
fehér szovettenyésztd lemezekre helyeztiik. A transzfektalast 6 oraval kovetben a

médiumot minden esetben a sejteknek megfelelé komplett médiumra cseréltiik.
4.4 Biolumineszcencia rezonancia energiatranszfer (BRET) mérések

A BRET méréseket a transzfekciot kovetden 24 oraval végeztiik, 37°C-on
temperalt sejteken.

A CHO sejteket Versene-nel szedtiik fel, majd centrifugalast kovetden
modositott Krebs-Ringer oldatban reszuszpendaltuk. A gatldszeres kisérletek esetén
(candesartan, U-73122) a sejteket 5 percig eldinkubaltuk a gatloszerrel (illetve kontroll
esetben vivBanyaggal). A sejteket 10° sejt/lyuk siiriiségben 96 lyukd fehér
szovettenyészté lemezekre helyeztiik 100 ul/lyuk végtérfogatban. A méréseket Mithras
LB 940 (Berthold Technologies, Bad Wildbad, Németorszag) késziilékkel végeztiik. A
mérések kezdetén 510 nm-es excitacids €s 530 nm-es emisszios filterrel detektaltunk a

YFP fluoreszcenciat, majd 5 uM végkoncentracidban cdlenterazin h-t adtunk, és 485
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valamint 530 nm-es emisszios filter mellett detektaltuk a lumineszcenciat. A BRET

hanyadost a

Emisszidszonm

BRET) = Y.
hanyados = Fmissziags nm

egyenlet alapjan szamoltuk ki.

A kinetikai BRET méréseknél (B-arresztin2 kotés, AT1R-BS aktivalodas) a
sejteket az alkalmazott gatlészer (candesartan és/vagy U-73122) vagy vivbanyag
jelenlétében 5 percen keresztiil inkubdltuk, majd colenterazin adasa utan kezdtiik el a
méréseket. Rovid kontroll szakaszt kdvetden angiotenzin II-vel stimulaltunk, majd a
stimulalt és a nem stimulalt pontok kézti BRET hanyados kiilonbséget abrazoltuk az id6
fliggvényében.

A kvantitativ BRET mérések esetében az akceptort (AT;R-YFP illetve PM-YFP)
is expresszald sejtekben mérheté BRET hanyadosbol levontuk a csak donort (AT;R-
Rluc) expresszalo sejtekben mért BRET hanyadost, és az igy kapott nettdé BRET értéket

abrazoltuk az intenzitas hdnyados fliggvényében. Az intenzitds hanyadost az

Fluoreszcenciaszonm

Intenzitas hanydos = - -
Lumineszcencia,gs nm

képlet alapjan szamoltuk, azaz a mérés elején mért YFP fluoreszcenciat elosztottuk a
colenterazin adasa utdn 485 nm-en mérhetd emisszioval. Az intenzitds hanyados (a
mérdmiszer eltérd fluoreszcencia és lumineszcencia érzékenysége miatt) nem egyezik
meg az akceptor/donor hanyadossal, de egyenesen aranyos azzal. Kalibralo méréseink
alapjan a 0,025 kortili intenzitas hanyados felel meg az 1:1 akceptor/donor aranynak.

A HEK293 sejteken végzett kvantitativ BRET mérések soran a médiumot 100 pl
modositott Krebs-Ringer oldatra cseréltiik. Az indukalhaté dimerizacids mérések soran
jelenlétében eldinkubaltuk. A méréseket Varioskan Mulimode Reader (Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA) késziilekkel végeztiikk. A mérések kezdetén 510 nm-es
excitacios €s 530 nm-es emisszios filterrel detektaltunk a Venus fluoreszcenciat, 5 uM
végkoncentracidban cdlenterazin h-t adtunk, majd 485 és 530 nm-es emisszios filter
mellett, valamint filter nélkiil (totdl lumineszcencia) detektaltuk a lumineszcenciat. A

nett6 BRET hanyadost a fentebb leirtak alapjan szamoltuk ki, majd az intenzitas
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hanyados illetve a mért Venus fluoreszcencia fiiggvényében abrazoltuk. Az intenzitas

hanyadost e mérésekben az

Fluoreszcenciaszonm

Intenzitas hanydos = - -
Lumineszcencia;,ta;

egyenlet alapjan szamoltuk. A Varioskan Multimode Reader-rel végzett méréseinknél

az 1-2 kozotti intenzitas hanyados felelt meg 1:1 donor/akceptor hanyadosnak.
4.5 A citoplazmatikus kalciumkoncentracié mérése

A Kkisérleteket 24 oraval a transzfekciot kovetden végeztik. A CHO sejteket
Versene-vel szedtiilk fel, centrifugalast kovetden HEPES-sel pufferelt Ham’s F-12
médiumban regeneraltuk 1 o6ran keresztiil, majd 45 percen keresztiil Fura-2/AM-mel
toltottiik. A sejteket 5 percen keresztil gatloszerrel (U-73122), illetve vivoanyaggal
inkubaltuk. Az angiotenzin II hatasara létrejové citoplazmatikus kalcium koncentracio
valtozasokat ismételt centrifugalast kovetden, modositott Krebs-Ringer oldatban, 10°
sejt/ml koncentracidoban reszuszpendalt sejteken vizsgaltuk, DelataScan fluoreszcens
spektrofotométerrel (PTI, Lawrenceville, NJ, USA), 340 ¢és 380 nm-en torténd

excitacioval és 505 nm-en mért emisszioval.

4.6 Ligandkotés és liganddisszociacié mérése

utan vizsgaltuk, 4°C-on, hogy gatoljuk a receptorok jelatvitelét és internalizacidjat. A
CHO sejtek médiumat 0,5 ml HEPES-sel pufferelt Ham’s F-12 médiumra cseréltiik,
mely 0,01 nM végkoncentracioban tartalmazta a jeldlt ligandot. 2 ora inkubéci6 utan a
sejteket kétszer 1 ml PBS oldattal mostuk, igy a receptorhoz nem kotott radioaktiv
ligandot eltavolitottuk. A ligand disszociaciot kontroll koriilmények kozott, illetve 1 pM
jeldletlen angiotenzin II jelenlétében mértiik. A megfeleld id6 elteltével a sejteket ismét
2x1 ml PBS oldattal mostuk, a disszocialt radioligand eltavolitdsa céljabol, majd 0,5 M
NaOH ¢és 0.05% SDS keverékévek szolubilizaltuk. A kotott radioaktivitast vy-
spektrometriaval (Wallac 1470 WIZARD) detektaltuk. A CPM (,,count per minute”)
értékeket a maximalis értékek (0 perc disszociacid) atlagara normalizaltuk, majd a

disszociacios id6 fliggvényében abrazoltuk.
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Az AT;R-BS receptor-bioszenzor karakterizalasdhoz 125 izotoppal jelolt SI-
Angiotenzin ll-vel végeztiink kotési vizsgalatokat. Ezen méréseket hasonléan végeztiik
a liganddisszociacids kisérletekhez, azonban a jelolt ligand kimosasa utdn régton

szolubilizaltuk a sejteket a teljes bekotott ligandkoncentracio meghatarozasa céljabol.
4.7 Monte Carlo szimulaciok

Szimulacioinkat Linderman és munkatarsai modelljét felhasznalva [112, 113],
kisebb modositasokat kdvetden végeztiik. A szimuldciokat egy kétdimenzios, 100x100-
as, hatszogekbdl 4ll6 membranon végeztik. A donor ¢és akceptor molekuldkat
monomerként, véletlenszeriien helyeztiik el a membran iires hatszogein. A teljes
donor+akceptor szamot 200 és 2000 kozott valtoztattuk az egyes szimulaciokban. A
molekulak minden szimuladciés lépésben mozoghattak, illetve egymassal dimert
képezhettek. A mozgatés sordn a periodikus hatarfeltétel koncepcidjat alkalmaztuk, azaz
a membrant az egyik szélén elhagyd molekula az atellenes oldalon visszaérkezett. A
mozgatds soran az egyes molekuldk a szomszédos 6 hatszog egyikére Iéphettek,
véletlenszerlien. Amennyiben a kivélasztott pozicioban egy masik molekula
tartozkodott, a 1épést elvetettiik, és nem ismételtiik meg Gjra. A dimerek mozgatasa
soran feltétel volt, hogy mindkét molekula szabad hatszogre érkezzen, illetve a
mozgatasi 1épés soran a dimerek nem eshettek szét. A dimerek ezaltal egy irdnyba
mozoghattak, €¢s/vagy foroghattak egymas koriil. A mozgas mellett a molekulak dimert
képezhettek, illetve a dimerek monomerekre eshettek szét az egyes iteracios 1épésekben.
A monomer molekuldk szomszédos monomerekkel képezhettek dimert, egy bizonyos
Passzociacio Valosziniiséggel, mely fliggott a molekulak tipusatél (donor-donor, donor-
akceptor, akceptor-akceptor par). A dimerek az ket alkotd alegységek tipusatol fiiggd
Pdisszociacio vValoszinliséggel eshettek szét az egyes 1épések soran. A szimulaciot 1000
lépésen keresztiil futtattuk, majd kiszamoltuk a szimulalt BRET hanyadost. A szimulalt
BRET értéket a

stomszédos donor—akceptor par

BRET szimuiaie = N
donor

egyenlet alapjan szamoltuk, azaz a szomszédos hatszogben elhelyezkedé donor-
akceptor parok szamat elosztottuk a teljes donor szdmmal, majd egy korrekcios faktorral

(0.25) is szoroztuk (ez utdbbit csak azért alkalmaztuk, hogy a szimulalt BRET jel
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mértéke nagyobb mértékben legyen 0Osszehasonlithatd kisérletes rendszerben nyert
eredményekkel). Szomszédos donor-akceptor parok kialakulhattak egyrészt a
véletlenszerli mozgas, masrészt a dimerizacié kovetkeztében. A szimulécidk soran a
specifikus és nem-specifikus kapcsolatot a Passzociscic €S @ Pdisszociacio  Valtoztatasaval
modelleztiik. Minden egyes adott donor és akceptor szdmmal, illetve Passzociacio €S a
Pdisszociacio €rtékkel jellemezhetd szimulaciot 5 alkalommal futtattunk le. A szimulaciokat

Python 2.7 programnyelvben irtuk.
4.8 Az adatok Kiértékelése és statisztikai analizise

Az adatokat atlag +/- S.E.M. (,,standard error of mean”, az atlag szérasa)
formaban mutatjuk. Ez aldl kivételt 1épeznek a kvantitativ BRET gorbék, ahol egyedi
pontok sokasdgat dbrazoltuk. Az elemszdm ebben az esetben a fiiggetlen (kiilonbdzd
napon végzett) transzfekciokat, illetve méréseket jelzi. A kvantitativ BRET gorbék
analiziséhez linearis regresszidt illetve nem-linearis regressziot egy kotdhelyes kotési
modell felhasznalasaval alkalmazunk, a GraphPad Prism 4.03 (GraphPad Software, San
Diego, CA, USA) program segitségével. A modositott KBRET gorbék esetén a pontok
alacsony/kdzepes/magas, illetve alacsony/magas lumineszcencia csoportokba valo
sorolasat egy adott donor receptorral mért lumineszcencia értekek tercilis érékei, illetve
median értéke alapjan végeztik. A ligand disszociacios és citoplazmatikus [Ca?']
mérési  kisérletek esetében a csoportok kozti kiilonbségeket két szempontos
varianciaanalizissel majd Bonferroni féle post-hoc teszttel vizsgaltuk, 0,05-nél kisebb p
értéket tekintve szignifikdnsnak. A moddositott kvantitativ BRET kisérletek soran az

egyenesek meredeksége kozotti kiilonbséget kovariancia analizissel vizsgaltuk.
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5. Eredmények

5.1 Allosztérikus interakciok az ATi-es angiotenzin receptor homodimerben

A GPCR dimereket alkotd alegységek kozotti allosztérikus kommunikécid
alapvetden befolyasolhatja a receptorok funkcidjat. Munkank sordn az 1-es tipusu
angiotenzin receptor (AT;R) homodimerben mint modellrendszerben vizsgaltuk az
alegységek kozotti interakcioknak a receptormiikddésre gyakorolt hatésait.
Munkacsoportunk évek ota foglalkozik az AT; receptor jelatvitelével, igy a laborunkban
rendelkezésre 4ll6 szdmos ATiR muténs kitlind lehetdséget teremtett a dimeren beliili

interakciokért felelés molekularis mechanizmusok feltérképezésére.

5.1.1 Az AT:R homodimerizaciéjanak kimutatasa

valamint sajat munkacsoportunk kordbbi, funkciondlis eredményei is a
homodimerizacié fennallasat valoszintsitették [79]. Az AT;R homodimerizaciojanak
sajat tesztrendszeriinkben valdé megerdsitése cé€ljabol kvantitativ biolumineszcencia
rezonancia energiatranszfer méréseket (KBRET) végezink (a moddszer részletes
bemutatasa a Bevezet6 fejezett ide tartozo részében (2.2.2) olvashato).

CHO sejteket transzfektaltunk allandd mennyiségli energiadonor Renilla
luciferazzal és novekvé mennyiségii energiaakceptor YFP-vel jelolt AT; receptort
kodold plazmidokkal (AT3iR-RLuc és ATiR-YFP). A transzfekcidos hatékonysag
allandoan tartasa céljabol a teljes transzfektalt plazmid mennyiséget lires pcDNA3.1
plazmid hozzaadasaval 4llandodan tartottuk.

A mért BRET jelet az akceptor/donor hanyadossal ardnyos intenzitas hanyados
fliggvényében abrazoltuk. A fenti abrazoldsban az AT;R-RLuc és AT;R-YFP kozotti
interakcid esetében telitési gorbét kaptunk, ami megerdsitette a receptorok kozotti
dimerizaci6 fenallasat (7. dbra). Kontrollként az AT;R-RLuc és a plazmamembranhoz
targetalt PM-YFP kozti interakciot vizsgaltuk. Ez esetben a BRET jelet az intenzitas
hanyados fliggvényében abrazolva linearis Osszefiiggést talaltunk, ami megfelel a donor

¢és akceptor k6zott fennalldo nem-specifikus interakcionak.
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1. abra — Az AT ;R homodimerizaciéjanak kimutatisa kvantitativ BRET mddszerrel

CHO sejteket allandé mennyiségii AT;R-RLuc és novekvé mennyiségli ATR-YFP (bal dbra), illetve
PM-YFP (jobb dbra) plazmiddal transzfektaltunk, a teljes transzfektalt plazmid mennyiséget iires
pcDNA3.1 plazmid adasaval allanddan tartva. A mért BRET jelet a kisérletek kezdetén mért YFP

fluoreszcencia és RLuc lumineszcencia hanyadosa (intenzitas hanyados) fiiggvényében abrazoltuk. n=3

5.1.2 Szelektiv stimulalas az AT;R homodimerben

Az allosztérikus interakciok kimutatasa céljabol sziikséges volt, hogy a receptor
dimer egyes alegységeit szelektiven tudjuk stimuldlni. A szelektiv stimulalds nehezen
oldhaté meg egy homodimerben, hiszen az agonista mindkét alegységet aktivalja, igy a
kozvetlen stimulus ¢€s az allosztérikus hatasok kovetkezményei egymastol nem
elkiilonithetéek. E probléma megoldasara adott lehetdséget a munkacsoportunkban
korabban létrehozott, antagonista rezisztens mutans AT, receptor. Az S109Y-AT;:R nem
koti a nem-peptid antagonista candesartant, de egyéb tulajdonsagai (sejtfelszini
expresszio, angiotenzin Il kotés, G fehérje fliggd ¢€s fliggetlen jelatvitel) megegyeznek a
vad tipust receptoréval [101].

Kisérleteink soran a candesartan rezisztens, jeldletlen S109Y-AT;R-t
koexpresszaltuk candesartan érzékeny, fluoreszcensen jelolt AT; receptorral CHO
sejtekben. A candesartan érzékeny receptor jelolése lehetévé tette, hogy specifikusan e
receptor aktivacigjat kovethessiik kiilonbozd funkciondlis vizsgalatokban, mig
candesartan jelenlétében szelektiven tudtuk stimulalni az S109Y-ATiR-t. A két
receptort koexpresszald sejtekben harom receptor alpopulacio jelenlétére szamithattunk
(8. dbra): két S109Y-AT1R-bdl allo dimerekre, két jelolt AT1R-bél allo dimerekre és
S109Y-AT;R / jelolt AT;R dimerekre (természetesen ez a modell talegyszeriisitett, a
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fenti rendszerben eléfordulhatnak példaul mas, endogén receptorokkal alkotott dimerek
is, de feltételezhetd, hogy egy overexpresszios rendszerben e harom dimer forma a

leggyakoribb).
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8. dbra — Szelektiv stimulalas az AT;R homodimerben — altalanos mechanizmus

CHO sejteket kotranszfektaltunk jeloletlen, candesartan rezisztens S109Y mutans AT, receptorral
(sziirke, * jeloli az S109Y mutacio helyét a receptorban) illetve jelolt, candesartan érzékeny AT,
receptorral (fekete). A candesartan érzékeny receptor jelolése (fekete kor) biztositja, hogy kiilonféle
funkcionalis tesztekben e receptorok aktivalodasat tudjuk nyomon kovetni. A felsd abra candesartan
hidnyéaban, az als6 candesartan jelenlétében mutatja az egyes receptor dimerek angiotenzin II stimulus

hatésara létrejovo aktivaciojat.
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Candesartan hianyaban, angiotenzin II stimulus hatasara minkét receptor
aktivalodik, igy ilyenkor az jelolt AT1R-t tartalmazo dimerek aktivalasa detektalhato (8.
dbra, felsé rész). A candesartan el6kezelés gatolja a jel6lt receptorokat, igy ez esetben
csak az S109Y-AT; receptorokat tudjuk aktivalni (8. dbra, alsé rész). A két S109Y
receptorbol felépiilt dimerek aktivalhatoak, de mivel nem jeldltek, aktivalédasuk nem
észlelhetd. A két, candesartan érzékeny jelolt receptorbol allo dimereket gatolja a
candesartan, tehat szintén nem hoznak létre jelet a rendszeriinkben. Az S109Y-AT.R /
jelolt AT{R dimerekben azonban képesek vagyunk stimulalni az S109Y alegységet és
kovetni a jelolt AT;R aktivalodasi folyamatat. Tehat a candesartan jelenlétében mért
valtozasok specifikusak az S109Y-AT3R / jelolt ATiR dimerekre, és a dimeren beliili
allosztérikus  interakcid kovetkezményei. A nem stimulalt, jelolt alegység
aktivalodasanak nyomon kovetése céljabol két modszert alkalmaztunk: a YFP-vel jelolt
alegység és a Renilla luciferazzal jelolt B-arresztin2 kozti interakciot vizsgaltuk BRET
mérések segitségével, illetve a jelolt alegységként egy altalunk kifejlesztett, BRET
alapt intramolekularis receptor bioszenzort alkalmazva annak konformacio valtozasait

vizsgaltuk kozvetlentil.
5.1.3 A nem stimulalt alegység B-arresztin2 kotése

Az arresztin fehérjek az aktivalt GPCR-okhoz kotddnek, majd részt vesznek
azok deszenzitizacidjaban, internalizacidjaban, illetve ,,scaffold” fehérjeként kiilonb6z6
jelatviteli utvonalak elinditdsdban. Mivel az arreszin fehérjék az aktivalt receptorokhoz
kotddnek, az ATy receptor és a B-arresztin2 kozotti interakcid mérése lehetdvé teszi a
receptorok aktivaltsagi allapotanak nyomonkovetését.

Els6 1épésben a kisérleteinkben hasznalt vad tipust és kiilonb6z6é mutans AT;
receptorok [-arresztin2 kotését karakterizaltuk (9. dbra). CHO sejteket vad tipusu
AT1R-YFP-vel és B-arresztin2-Rluc-cal transzfektalva angiotenzin 11 stimulus (100 nM)
hatasara jelent6s BRET jel emelkedést mértiink, mely megfelel az AT1R és p-arresztin2
kozott 1étrejovo jol ismert interakcionak. Az AT1R arresztin kotésében fontos szerepet
aminosavak, illetve azok foszforilacigja. A TSTS/A-ATiR-YFP-ben négy ilyen
aminosav volt alaninra mutalva, ami e receptor lényegesen gyengébb [-arresztin2

kotéséhez vezetett. A harmadik altalunk hasznalt mutans receptor, a DRY/AAY-AT;R-
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YFP arresztin kotése Osszemérhetd volt a vad tipust receptoréval. A DRY/AAY
mutacid a rodopszin csalddba tartoz6 GPCR-okban rendkiviil konzervalt, a TM3-1CL2
hataron elhelyezkedd6 DRY szekvenciat érintette. Az DRY/AAY mutins AT;
receptorrol mar korabban ismert volt, hogy nem képes teljesen aktiv konforméaciot
felvenni, nem aktival heterotrimer G-fehérjét, de képes arresztint kotni és internalizalni

[115].

p-arresztin2-RLuc +
0.10+

0.04+

BRET hanyados
{stimulalt - nem stimulalt)

0.02-4

AT,R-YFP

TSTSIA-AT,R-YFP
DRYIAAY-AT,R-YFP

9. dbra — A Kkiilonb6z6 AT;R mutansok B-arresztin2 kiotése
CHO sejteket B-arresztin2-RLuc-cal és a YFP-vel jelolt vad tipust, illetve mutans AT, receptorokkal
transzfektaltunk. A 100 nM angiotenzin II stimulusra 1étrej6vé BRET jel valtozast abrazoltuk. n=3, atlag

+/- S.E.M.

A dimeren beliili allosztérikus interakciokat vizsgald kisérleteinkben arra
voltunk kivancsiak, hogy hogyan befolyasolja a candesartan rezisztens alegység
aktivalasa a candesartan érzékeny, jelolt alegység B-arresztin2 kotését. CHO sejteket
S109Y-ATR-rel, ATiR-YFP-vel ¢és p-arresztin2-vel kotranszfektalva 100 nM
angiotenzin ll-vel stimulalva jelentds BRET jel emelkedést mértiink, ami megfelelt az
AT1R-YFP kozvetlen aktivalasanak (10. dbra A). Ha a sejteket 10 uM candesartan
jelenlétében eldinkubaltuk, az angiotenzin II stimulus egy kisebb mértékii, de tovabbra
is jelentés BRET jel emelkedéshez vezetett, ami a nem stimulalt AT;R-YFP arresztin
kotésének kovetkezménye volt (10. abra A, 11. abra). Ha mindkét alegység candesartan

érzékeny volt, nem tapasztaltunk BRET jel emelkedést a receptor blokkol6 jelenlétében,
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ami igazolta, hogy az alkalmazott candesartan koncentracio elegendé volt a receptorok
teljes gatlasahoz (10. abra B, 11. dbra).
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10. dbra — Az AT;R homodimer B-arresztin2 kotése

CHO sejteket transzfektaltunk p-arresztin2-RLuc-cal, AT;R-YFP-vel (jelolt alegység) illetve a stimulalt
alegységként S109Y-AT;R (A), AT;R (B), S109Y-TSTS/A-AT,R (C) és S109Y-DRY/AAY-AT;R (D)
receptorokkal. A sejteket 5 percen keresztiil vivéanyag (m) illetve 10 uM candesartan (o) jelenlétében
eléinkubaltuk, majd 100 nM angiotenzin II-vel stimulaltuk. Az &brakon a stimulalt és a nem stimulalt

pontok kozti BRET hanyados kiilonbséget abrazoltuk az id6 fiiggvényében. n=4-8, atlag +/- S.E.M.

Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk a nem stimuldlt alegység arresztin
kotésének hatterében allo molekularis mechanizmusokat, kiilonb6z6 mutaciokat vittiink
be a stimulalt és/vagy a jelolt alegységbe, és a BRET jel valtozasait vizsgaltuk
candesartan jelenlétében.

Els6 1épésben a stimulalt alegység B-arresztin2 kotésének szerepét vizsgaltuk.
Ehhez a candesartan rezisztens és karosodott arresztin kotésii S109Y-TSTS/A-AT;R-t
alkalmaztuk a stimulalt alegységként (10. dbra C, 11. dbra). Ebben az esetben hasonlo
BRET jel emelkedést tapasztaltunk, mint az S109Y-AT;R-t expresszalé sejtekben, mely
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eredmény azt mutatja, hogy a stimuldlt alegység arresztin kotése nem jatszik szerepet a

nem stimulalt alegység — B-arresztin2 interakci6 kialakuldsaban.
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11. abra — Az AT,R homodimer nem stimulalt alegységének B-arresztin2 kotése

A candesartan jelenlétében mért BRET jel valtozasok kiilonbozé jeldletlen, stimulalt (X tengely) és YFP-
vel jelolt, nem stimulalt (szinkod) alegységek alkalmazasa esetén. A BRET jel valtozasokat az S109Y -
ATI1R-t és ATIR-YFP-t expresszalo sejtekben mért értékekre normalizaltuk. n=4-8, atlag +/- S.E.M.

A stimulalt alegység aktiv konformacidjanak szerepét az S109Y-DRY/AAY-
ATiR mutans segitségével vizsgaltuk. E mutans candesaertan rezisztens, képes
arresztint kotni, &m nem képes a teljesen aktiv receptor konformaci6 felvételére. E
mutanst alkalmazva a stimuldlt alegységként a BRET jel emelkedés teljes
megsziinéséhez vezetett a candesartan kezelt sejtekben (10. dbra D, 11. dbra). Ezzel
szemben, amikor a jelolt alegység tartalmazta a DRY/AAY mutaciot (DRY/AAY-
AT1R-YFP), a candesartan rezisztens alegység stimuladlasa létrehozta a BRET jel
novekedést (11. abra). Ezek alapjan a DRY szekvencia épsége a stimulalt alegységben
sziikséges a jelolt, nem stimulalt alegység B-arresztin2 kotéséhez.

Mindezek mellett a jelatvitel esetleges szerepét is meg kivantuk vizsgalni a
fentebb leirt jelenség hatterében. Az AT; receptor f6 jelatviteli utvonala a Ggu1
heterotrimer G-fehérjék aktivalasa, mely kovetkezményes foszfolipaz Cp enzim (PLC)
aktivalodashoz vezet. Az S109Y-AT;R-t, AT;R-YFP-t ¢és p-arresztin2-RLuc-t
koexpresszald sejteket 2 uM U-73122 jeli foszfolipaz C inhibitorral kezeltiik el6. Az
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ebben a koncentracioban alkalmazott gatloszer mar teljesen kivédte az ATiR-t
expresszalo CHO sejtekben FURA-2/AM-mel detektalhato intracellularis [Ca®']
emelkedést (12. dbra), azonban a candesartan jelenlétében mérheté BRET jel valtozast
nem befolyasolta (11. dbra), ami arra utal, hogy a PLC-fiiggd jelatvitel nem jatszik

szerepet a nem stimulalt alegység B-arresztin2 kotésében.

Citoplazmatikus [Ca?*]

3 Nem stimulalt
1.00+ @@ Angiotenzin I

FURAZ2 hanyados
{340 nm / 380 nm)

vivéanyag U-73122

12. dbra — Citoplazmatikus [Ca2+] mérések

Az AT R-t expresszald, FURA2/AM-mel t616tt CHO sejtek vivéanyaggal vagy U-73122 PLC gatloval 5
percen keresztiil eldinkubaltuk, majd 100 nM angiotenzin Il-vel stimuldltuk. A citoplazmatikus Ca?*
koncentraciot jelz6 FURA2 hanyadost a 340 nm-es és 380 nm-es excitacié mellett 505 nm-en mérhet6
emissziok hanyadosaként szamoltuk. A csoportok kozotti eltéréseket két szempontos varianciaanalizissel,

majd Bonferroni féle post-hoc teszttel vizsgaltuk. n=3, atlag +/- S.E.M ***: p<0.001
5.1.4 Konformacio valtozasok a nem stimulalt alegységben

Kovetkezo 1€pésben a dimeren beliili allosztérikus interakcioknak kozvetleniil a
receptorkonformacié szintjén megjelend hatasait kivantuk vizsgdlni. Ehhez egy a
receptorkonformacié megvaltozasara érzékeny, BRET alapti receptor-bioszenzort
hoztunk létre. Az AT1R-BS receptor ICL3 régioban egy YFP, a C terminalis farok
régioban egy Renilla luciferaz enzimet tartalmazott (6. dbra). Az AT1R-BS aktivalasra
megvaltozik a receptorkonformacid, igy az energia donor €s akceptor kozti tavolsag,
illetve orientacid, ami BRET jel valtozashoz vezethet.

2] izotoppal

Els6 1épésben karakterizalni kivantuk az ATiR-BS miikodését.
jelolt SI-angiotenzin Il-vel (szarkozin-izoleucin angiotenzin Il) vizsgalva a szenzor
ligandkotését a vad tipusu receptornal lényegesebben alacsonyabb, de tovabbra is
megtartott ligankotést talaltunk (/3. dbra, bal abra). FURA-2/AM-mel vizsgalva a

« y1r _» . ;. 2 rotr r
szenzor aktivalasara nem tapasztaltunk intracellularis Ca”* koncentracié emelkedést. Ez
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utébbi eredmény nem meglepd, hiszen a szenzor elkészitéséhez a G-fehérje
aktivalasban kulcsszerepet jatsz6 ICL3 régidba illesztettlink egy nagyméretii
fluoreszcens fehérjét. Mindezek ellenére 100 nM angiotenzin II stimulus hatdsara az
AT1R-BS gyors BRET jel csokkenését észleltiik, mely hatas candesartannal (10 uM)
kivédhet6 volt (13. dbra, kozépso és jobb abra), mely alapjan azt alkalmasnak talaltuk

az AT1R receptorban 1étrejovo konformacid valtozasok vizsgélatara.
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13. abra — Az AT,R-BS karakterizalasa

A vad tipusu AT,R, az AT;R-BS konstrukciokkal illetve iires pcDNA3.1 plazmiddal transzfektalt CHO
sejtek '1-Sl-Angiotenzin 11 kotése (bal dbra). Az AT,R-BS konformacié valtozasa: AT;R-BS-t
expresszalo CHO sejteket 10 uM candesartan jelenlétében (jobb dbra) illetve hianyaban (kozépsd dabra)
stimulaltunk 100 nM angiotenzin II-vel. Az abrdkon a stimulalt és a nem stimulalt pontok kozti BRET

hanyados kiilonbséget abrazoltuk az id6 fiiggvényében. n=3, atlag +/- S.E.M.

Az AT;R-BS receptort a jelolt alegységként alkalmazva rendszeriinkben
vizsgalhatova valt a nem stimulalt alegység allosztérikus hatasokra 1étrejovo
konformacié valtozasa. Az S109Y-AT;R-t (stimulalt alegység) és AT1R-BS-t (jelolt
alegység) koexpresszalo CHO sejtekben jelentdsen megvaltozott a BRET jel kinetikaja
mar candesartan hianyaban is: angiotenzin Il stimulus (100 nM) hatasara egy gyors
BRET jel emelkedés jott 1étre, melyet a szenzor egymagaban torténd expresszioja esetén
is latott BRET jel csokkenés kovetett (14. dbra, bal oldal). Candesartan jelenlétében
csak a kezdeti BRET jel elmelkedés volt lathato (14. abra, bal abra). Feltételezhetden a
kezdeti emelkedésért felelds a stimulalt alegység allosztérikus hatasa az AT;R-BS-ra,
mig a candesartan hianyaban lathatdo késébbi BRET jel csokkenés az AT;R-BS

kozvetlen aktivalasanak felelhet meg.
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14. abra — Az AT,R homodimer nem stimulalt alegységének konformacié valtozasa

CHO sejteket transzfektaltunk AT R-BS-sel (jelolt alegység) illetve a stimulalt alegységként S109Y-
AT.R (bal dbra) és S109Y-DRY/AAY-AT R (jobb dbra) receptorokkal. A sejteket 5 percen keresztiil
vivéanyag (m) illetve 10 uM candesartan (0) jelenlétében eldinkubaltuk, majd 100 nM angiotenzin I1-vel
stimulaltuk. Az abrakon a stimulalt és a nem stimuldlt pontok kozti BRET hanyados kiilonbséget

abrazoltuk az id6 fiiggvényében. n=3-5, atlag +/- S.E.M.

A DRY szekvencidnak az allosztérikus interakciokra gyakorolt hatdsat tovabb
vizsgaltuk S109Y-DRY/AAY-AT R-t és ATIR-BS-t koexpresszalo CHO sejtekben.
Ebben az esetben az angiotenzin II hatdsara létrejové BRET jel emelkedés elmaradt,
illetve candezartan jelenlétében egyaltalan nem tapasztaltunk BRET jel valtozast (14.
abra, jobb éabra), mely eredmények szintén megerésitik a DRY szekvencia alapvetd

szerepét a dimeren beliili interakcidkban.
5.1.5 Negativ kooperativ ligandkotés

A GPCR-ok kooperativ ligandkotése hatterében szintén a receptorok
dimerizécidja és allosztérikus interakcidja a leggyakrabban feltételezett mechanizmus.
A dimeren beliili kooperativ ligandkotés vizsgalata céljabol radioligand disszociacios
kisérleteket végeztink. Ehhez az ATiR-t expersszalo CHO sejteket 4°C-on (az
internalizacio és szignalizacio elkeriilése céljabol) 0,01 nM B jelolt angiotenzin II
jelenlétében inkubaltuk. A radioligand alacsony koncentracidja miatt feltételezhetd,
hogy ilyenkor csak a dimerek egyik tagja kot ligandot (az AT1R — angiotenzin II kotés
Kd értéke a nanomolaros nagysagrendben helyezkedik el). 2 6ra eldinkubalast kovetden
mértiik a kotott radioligand disszociacigjat telitési koncentracidju (1 uM) jeldletlen

angiotenzin II hidnyéaban, illetve jelenlétében. Eredményeink alapjan a jeloletlen
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angiotenzin II fokozta a jelolt ligand disszocidciojat, ami hatterében nagy
valoszinliséggel a receptorok kozti allosztérikus interakcid allhat (15. dbra). Ha
kisérleteinket DRY/AAY-ATR-t expresszald sejteken végeztiik el, a jeloletlen ligand
disszociacioét fokozo hatasa elmaradt, ami korabbi kisérleteinkkel Osszhangban az
mutatja, hogy a dimeren beliili allosztérikus interakciokhoz (jelen esetben a negativ

kooperativ ligandkotés) sziikséges a DRY szekvencia megléte.
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15. abra — Az AT ;R homodimer negativ kooperativ ligandkotése

Az AT,R-t (m) vagy DRY/AAY-AT.R-t (A) expresszalo CHO sejtek *l-vel jellt angiotenzin II

rrrrrr

szimb6lum). A mért CPM értékeket a 0 idépontban mért értékek atlagara normalizaltuk. A csoportok
kozotti eltéréseket két szempontos varianciaanalizissel vizsgaltuk. n=3, atlag +/- S.E.M **: p<0.01

(interakcid a receptor tipus és a jeldletlen angiotenzin II jelenléte/hianya kozott)
5.2 GPCR-ok dimerizacidéjanak vizsgalata kvantitativ BRET médszerrel

Az AT:R homodimer vizsgalata jo lehetdséget adott szamunkra a dimerizécid
vizsgalatara alkalmas moddszerek beallitasdra, valamint a dimeren beliili interakciok
hatterében all6 molekularis mechanizmusok jobb megértésére. A dimerizacid élettant,
korélettani és farmakologiai szempontbol legfontosabb kovetkezményei azonban nem is
annyira a homodimeriz4dcio, hanem az eltérd receptorok kozott 1étrejovo
heterodimerizacioé hatasara jonnek létre. Tovabbi kisérleteink a munkacsoportunk altal

vizsgalt receptorok kozti heterodimerizacioé kimutatasara irdnyultak.
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521 A V; vazopresszin receptor dimerizicidjanak vizsgalata Kklasszikus

kvantitativ BRET modszerrel

Munkank soran a munkacsoportunk érdeklédési korébe keriilt V, vazopresszin
receptor mas GPCR-okkal valé dimerizacidjat kezdtiik el vizsgalni kvantitativ BRET
modszerrel. Kisérleteinkben HEK293 sejteket transzfektaltunk allandé mennyiségii
energia donor Renilla luciferazzal jelolt V, receptorral (V.R-RLuc), valamint a
vizsgalni kivant ATiR, B, adrenerg, CB; cannabinoid és V, receptorok novekvo
mennyiségli, energia akceptor Venus fluoreszcens fehérjével jelolt formaival (AT;R-
Venus, B,AdR-Venus, CBjiR-Venus, V;R-Venus). Az teljes transzfektalt plazmid
mennyiséget iires pcDNA3.1 plazmid hozzdadasaval tartottuk 4allandd szinten.
Kisérleteinkben negativ kontrollként citoplazmatikusan expresszalédd Venus fehérjét
(cVenus) is hasznaltunk. Ez utdbbi fehérje gyakran alkalmazott negativ kontroll a
GPCR-ok dimerizaciojat vizsgald kisérletekben, annak ellenére, hogy nem
plazmamembranban kifejez0d6 fehérje. A mért BRET jelet az akceptor/donor

hanyadossal ardnyos intenzitds hanyados fiiggvényében abrazoltuk.
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16. abra — A V, receptor dimerizacidjanak vizsgalata klasszikus kvantitativ BRET médszerrel

HEK293 sejteket transzfektaltunk allandé mennyiségii V,R-RLuc-t én ndvekvé mennyiségi AT;R-
Venus-t, B,AdR-Venus-t, CB;R-Venus-t, V,R-Venus-t és cVenus-t kddoldé plazmidokkal, a teljes
transzfektalt DNS mennyiséget tires pcDNA3.1 plazmiddal allandban tartva. A nettdé BRET jelet az
intenzitads hanyados fliggvényében (bal dbra), illetve a mért teljes lumineszcenciat a mért Venus

fluoreszcencia fliggvényében (jobb abra) dbrazoltuk. n=3
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Lathato, hogy a VR-RLuc receptor mind a négy masik vizsgalt GPCR-ral
telitési BRET gorbét eredményezett (16. dbra, bal abra), csak a citoplazmatikus Venus
fehérjével kaptunk linedris Osszefliggést az intenzitds hanyados és a BRET jel kozott.
Onmagaban a maximélis BRET jel értéke nem alkalmazhatd a receptorok kozti
kapcsolat erésségének megitélésére, hiszen az fiigg a donornak és az akceptornak a
dimeren beliili elhelyezkedésétdl is, ezért az irodalomban elfogadott modszer az
interakcid megitélésére a BRET5 értékeknek, azaz a félmaximalis BRET jelnél mérhetd
akceptor/donor hanyadosoknak az Gsszehasonlitasa (/. tablazat). Eredményeink alapjan
hasonlé nagysagti BRETs érték volt meghatarozhatd a V; receptor és az AT:R, B,AdR
¢s CB1R kozott, mig a V,R-RLuc — V2R-mVenus homodimer nagyobb BRETs, értékkel
volt jellemezhet6, ami a V, receptor a vizsgalt receptorokkal vald heterodimerizacidjara,
illetve valamivel kisebb affinitdsu homodimerizéaciojara utal. Fontos megjegyezni, hogy
a kvantitativ BRET mérések kiértékelését leird matematikai modell feltételezi, hogy a
donorral jeldlt receptor mennyisége a kisérletek soran allando. Ezt megerdsitendd a
donormennyiséggel aranyos teljes lumineszcencidt dbrazoltuk az akceptormennyiséggel
aranyos Venus fluoreszcencia fliggvényében (16. dbra, jobb abra). Lathatd, hogy
minden esetben az akceptormennyiség novekedése a donormennyiség csokkenéséhez
vezet, azaz a donormennyiség allanddan tartdsat nem sikeriilt megoldanunk kisérleti
rendszerlinkben. Megjegyzendd, hogy a legtobb kBRET kisérletben a donormennyiség
allandoan tartasat csak feltételezik a szerzok a donort kodold plazmid allandd

mennyisége alapjan, de ezt explicit mddon szinte soha sem mutatjak.

1. tablazat — A V,R-RLuc szamitott BRET,x és BRETs, értékei a vizsgalt Venus-sal jelolt

konstrukcidékkal
BRET max 0,068 0,083 0,059 0,457 0,088
+/- +/- +/- +/- +/-
0,003 0,002 0,005 0,010 0,011
BRET5 0,985 1,092 0,962 2,903 26,220
+/- +/- +/- +/- +/-
0,116 0,100 0,192 0,163 6,186
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5.2.2 A valtozé6 donormennyiség hatasai a kBRET gorbékre — Monte Carlo

szimulaciok

A V; receptorral végzett kvantitativ BRET kisérleteink a receptor hasonlo
affinitastt dimerizacidjat mutattak a vizsgalt receptorokkal, illetve arra utaltak, hogy
tranziens transzfekcids rendszeriinkben nem sikeriilt allandé szinten tartani a donor
expressziot. A tovabbiakban arra a kérdésre kerestik a valaszt, hogy hogyan
befolyasolhatja a valtoz6 donormennyiség a kKBRET gorbék lefutdsat. Ehhez eldszor
Monte Carlo szimulaciokat végeztiink.

Egy 100x100-as, hatszogekbdl 4ll6 membranon helyeztiink el véletlenszertien
monomer donor és akceptor molekuldkat, melyek a szimulacié soran véletlenszertien
mozoghattak illetve dimerizalhattak egymassal (a szimuldci6 részletesebb leirdsa a 4.7
alfejezetben olvashatd). A dimerek kialakulasat illetve szétvalasat asszociacios
(Passzociacio) €s disszociacios (Pdisszociacio) Valosziniiségek megadasaval szimulaltuk. A
szimulacidkat kiilonboz0 pPassziociacio €8 Pdisszociacio €rtékkel is elvégeztiik, a dolgozatban
azonban csak két szélsdséges esetet modellezd (2. tdblazat) eredményeinket mutatom
be. Az kiilonb6z6 szimulaciokban mind a donor, mind az akceptormennyiségét 100 és
1000 kozott valtoztattuk. A szimulaciot 1000 Iépésen keresztiil futtattuk, majd a
szomszédos donor-akceptor parok szama alapjan szimulalt BRET jelet szamitottunk ki.
A szimulalt BRET jelet az akceptor szam, illetve a klasszikus abrazolasnak megfelelot
akceptor/donor hanyados fiiggvényében abrazoltuk, kiilon jelolve a donormennyiséget

(17. dbra).

2. tablazat — A szimulaciék soran hasznalt p idcio €8 Pdisszociscio €rtékek
Donor - Donor Passzociaio=0,0 Passzocisis =0,0

Donor - Akceptor

Akceptor - Akceptor

pdisszociéciézo y 0

Passzocigio =0,0

pdisszociécié =O|O

Passzocizio =0,0
pdisszociécié =O|O
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Nem-specifikus interakcid (17. dbra, bal oldal) esetén a BRET jel eredményeink
alapjan csak az akceptormennyiségtdl fiigg, a donormennyiség nem befolyasolja azt. Az
akceptor/donor hanyados fliggvényében torténd abrazolas esetén ez gy jelenik meg,
hogy adott donormennyiség esetén a BRET jel linearisan valtozik az akceptor/donor
hanyadossal, €¢s a donormennyiség az egyenes meredekségét hatdrozza meg.

Specifikus interakcio esetén (17. dbra, jobb oldal) mind az akceptor, mind az
akceptor/donor hanyados fiiggvényében abrazolva a BRET jelet, a donormennyiségtol
fliggden eltérd lefutasu telitési gorbéket kaptunk, ami megfelel annak, hogy dimerizécio
esetén a donormennyiség is befolyasolja a BRET jel mértékét. Az akceptormennyiség
figgvényében torténd abrazolas esetén lathatd, hogy a donormennyiség ndvelése a
gorbék ellapuldsdhoz vezet, hiszen ebben az esetben egyre tobb, akceptorral part nem

képz6é donor molekula talalhaté a rendszerben.
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17. dbra — A valtozd6 donormennyiség hatisa a KBRET gorbék lefutasaira — Monte Carlo
szimulaciok

A szimulaciok soran a nem-specifikus (bal abrak) €s a specifikus (jobb abrak) interakciokat a passsociscio €S
Paisszociacio €rtékek valtoztatasaval modelleztiik. A szimuladlt BRET jelet az akceptor molekuldk szama (A)
illetve az akceptor/donor arany (B) fliggvényében é&brazoltuk. A kiillonbozé donormennyiségeket a

szinkod jeloli. n=5, atlag +/- S.E.M.
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Klasszikus kvantitativ. BRET kisérleteinkben azt talaltuk, hogy az
akceptormennyiség fokozodasa kovetkezetesen a donor expresszido csokkenéséhez
vezetett.  Szimuldcioink soran ezt gy modelleztik, hogy a teljes
donor+akceptormennyiséget allanddan tartva valtoztattuk azok egymashoz viszonyitott
aranyat (18. dbra). Lathato, hogy a BRET jelet az akceptor/donor hanyados
fliggvényében abrazolva mind specifikus, mind nem-specifikus interakcid esetén telitési
gorbét kaptunk, kozel megegyezd6 BRETsg értékkel. Szimulacios eredményeink alapjan
igy elmondhatd, hogy amennyiben a donormennyiséget nem lehet allandoan tartani,
nem-specifikus interakcio esetén is telitési KBRET gorbét kaphatunk, mely jelensége a

dimerizacios allapot téves megitéléséhez vezethet.

Allandé donor+akceptor mennyiség Allandé donor+akceptor mennyiség
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18. dbra — Monte Carlo szimulaciok — a KBRET gorbék alland6 donor + akceptormennyiség mellett
A szimulaciok soran a teljes donor+akceptormennyiséget allanddan tartva valtoztattuk azok aranyat (bal
abra). A szimulalt BRET jelet az akceptor/donor arany fliggvényében abrazoltuk (jobb abra). n=5, atlag
+/- S.E.M.

5.2.3 A valtoz6 donormennyiség hatasai a kBRET gorbékre — indukalhato

dimerizacio

A szimuldcidoban kapott eredmények kisérletes validalasa céljabol a
munkacsoportunk  4ltal mar hosszi ideje hasznalt rapamycin indukalta
heterodimerizacids rendszert hasznéltuk fel. A modszer l1ényege az FRB ¢s FKBP
fehérje domének rapamycin hatdsara létrejovo kapcsolodasa. Kisérleteinkben két
plazmamembran markert jeldltiink az FRB és FKBP doménekkel, illetve energia donor
Renilla luciferaz és energia akceptor Venus fehérjékkel (PM-FKBP-RLuc és Venus-

FRB-CAAX). A két plazmamembran marker alapallapotban a plazmamembran eltérd
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mikrodoménjeiben helyezkedik el [102], azaz ilyenkor koztiik csak nem-specifikus
interakci6 allhat fenn. Rapamycin hatdsidra az FRB ¢és FKBP domének kapcsolddnak,
igy innentdl specifikus interakciorol beszélhetiink.

Kisérleteinkben HEK293 sejteket transzfektaltunk PM-FKBP-Rluc és Venus-
FRB-CAAX konstrukciokkal. A klasszikus kvantitativ BRET kisérletekkel szemben
nemcsak az akceptorral, hanem a donorral jeldlt fehérjét kodolo plazmid mennyiségét is
valtoztattuk. A transzfekcios hatékonysag allanddan tartasahoz ezekben a kisérletekben
is lires pcDNA3.1 plazmid hozzéadasaval tartottuk allanddan a teljes transzfektalt DNS
mennyiséget. Lathatd (19. dbra), hogy a fenti modszer segitségével a donor €s akceptor
expressziot egymastol fiiggetleniil tudtuk valtoztatni. Kisérleteinket rapamycin
hidnyéaban, illetve 30 percig tartd, 100 nM rapamycin jelenlétében torténd eldinkubalas
utan végeztiik. A mért BRET jelet a szimulacidknak megfeleléen két médon abrazoltuk:
egyrészt a Venus fluoreszcencia fliggvényében (mely aranyos az akceptor
expresszioval), masrészt az akceptor/donor hanyadossal aranyos intenzitds hanyados
figgvényében. A mért pontokat a donor expresszidval ardnyos teljes lumineszcencia
alapjan alacsony, kdzepes és magas donor expresszioju csoportokba osztottuk, és kiilon
abrazoltuk. A csoportokba soroldsndl a lumineszcencia értékek elsé tercilisénél
alacsonyabb értékkel rendelkez6 pontok keriiltek az alacsony, a két tercilis kozotti
értékkel rendelkezd pontok a kozepes, mig a masodik tercilisnél nagyobb

lumineszcencidji pontok a magas lumineszcencia csoportba.
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19. dbra — Valtoz6 mennyiségii donort és akceptort kodolo plazmiddal transzfektalt HEK293 sejtek
fluoreszcencia — lumineszcencia osszefiiggése

HEK239 sejteket transzfektaltunk valtozé mennyiségi PM-FKBP-RLuc ¢és Venus-FRB-CAAX
konstrukciokkal, a teljes transzfektalt plazmid mennyiséget lires pcDNA3.1 plazmid adasaval allandéan
tartva. A mért teljes lumineszcencia értékeket a Venus fluoreszcencia fliggvényében abrazoltuk. A teljes
lumineszcencia érték alapjan a mért pontok alacsony/kdzepes/magas lumineszcencia csoportokba

soroltuk, és kiilon szinnel abrazoltuk. n=3

Kisérleti eredményeink szép egyezést mutattak a szimulacioval kapott
eredményekkel (20. dbra). A Venus fluoreszcencia fiiggvényében vald abrazolas
mutatja, hogy nem-specifikus interakcio esetén (rapamycin hianyaban) a BRET jel csak
az akceptormennyiségtdl fiigg, mig specifikus interakcid esetén (rapamycin

jelenlétében) a donor expresszid fokozasa itt is a gérbék ellapulasdhoz vezetett.
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20. dabra — A valtoz6 donormennyiség hatisa a KBRET gorbék lefutdsara — Indukalhaté
dimerizacié

HEK239 sejteket transzfektaltunk valtozd6 mennyiségli PM-FKBP-RLuc és Venus-FRB-CAAX
konstrukciokkal, a teljes transzfektalt plazmid mennyiséget lires pcDNA3.1 plazmid adasaval allandéan
tartva. A nem-specifikus interakcidé esetén 30 percen keresztiil vivéanyaggal (bal abrak), a specifikus
interakci6 létrehozasiahoz 30 percig 100 nM rapamycin jelenlétében (jobb abrak) inkubaltuk a sejteket. A
nettd BRET értéket a Venus fluoreszcencia (A) illetve az intenzitds hanyados (B) fiiggvényében
abrazoltuk. A teljes lumineszcencia érték alapjan a mért pontokat alacsony/kézepes/magas

lumineszcencia csoportokba soroltuk, és kiilon szinnel abrazoltuk. n=3

5.2.4 GPCR-ok dimerizaciojanak vizsgalata médositott kvantitativ BRET

modszerrel

Szimulacios, illetve indukalhatd dimerizacios rendszerben végzett eredményeink
alapjan a specifikus és a nem-specifikus interakcid jobban elkiilonithetd, ha BRET jelet
nem az akceptor/donor hényados, hanem az akceptor expresszio fiiggvényében
abrazoljuk. Ilyenkor a nem-specifikus interakcid esetén a donormennyisé€gtol
fiiggetleniil, alacsony meredekségii linearis Osszefiiggést kapunk. Ezzel szemben a

specifikus interakci6 meredekebb, telitésbe atmend gorbéket eredményez, ahol a donor
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expresszid fokozéasa a gorbe ellapuldsahoz vezet. Fontos kiemelni, hogy a klasszikus
kvantitativ  BRET kisérletek esetén magas akceptor expresszio sziikséges a telités
eléréséhez. Az altalunk modositott modszer segitségével mar a gorbék kezdeti, kozel
linearis szakaszaban elkiilonithetd egymastol a specifikus és nem-specifikus interakcio,
ezért tovabbi kisérleteinkben mar csak ezt a szakaszt vizsgaltuk.

Kisérleteinkben a V, vazopresszin receptor mellett a CaSR kalcium érzékeld
receptor egyéb GPCR-okkal valé dimerizaciojat vizsgaltuk, ezaltal egy klasszikus, a
glutamat receptor csaladba tartozd receptort is bevontunk vizsgélatainkba. HEK293
sejteket transzfektaltunk energiadonorral jelolt V,R-RLuc illetve CaSR-RLuc
receptorokkal, valamint az eddig is vizsgalt AT;R-Venus, ,AdR-Venus, CB;R-Venus,
V;3R-Venus mellett Venus-sal jelolt II-es tipust angiotenzin (AT,R-Venus), CaSR-
Venus és a V,R-RLuc esetében Vi, vazopresszin (Vi1,R-Venus) receptorokat kodolod
plazmidokkal. A transzfekcié soran mind a donorral, mind az akceptorral jelzett
konstrukci6 mennyiségét valtoztattuk, illetve a teljes plazmid mennyiséget Tires
pcDNA3.1 plazmid hozziadasaval tartottuk allandd szinten. A mért pontokat a teljes
lumineszcencia alapjan alacsony és magas lumineszcencia csoportokba osztottuk (21.
dbra). Az adott donor receptor esetén mért lumineszcencia értékek medianjanal kisebb
lumineszcencia értékli pontok keriiltek az alacsony, az ennél magasabb értékkel
rendelkez6 pontok a magas lumineszcencia csoportba. A BRET jelet a kiilonb6z6 donor

— akceptor parok esetén a Venus fluoreszcencia fliggvényében abrazoltuk.
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21. dabra — Fluoreszcencia — Lumineszcencia osszefiiggés a vizsgalt receptor parok esetében
HEK239 sejteket transzfektaltunk valtozéo mennyiségii donorral (V,R-RLuc és CaSR-RLuc, bal és jobb
abra) illetve akceptorral (AT;R-Venus, AT,R-Venus, B,AdR-Venus, CaSR-Venus, CB;R-Venus, V,R-
Venus, Vi,R-Venus, szinkod) jelolt receptor konstrukciokkal, a teljes transzfektalt plazmid mennyiséget
iires pcDNA3.1 plazmid adédséaval allanddan tartva. A mért teljes lumineszcencia értékeket a Venus
fluoreszcencia fiiggvényében abrazoltuk. A teljes lumineszcencia érték alapjan a mért pontokat alacsony

¢és magas lumineszcencia csoportokba soroltuk (fekete vizszintes egyenes). n=3-8

A 22. abran a V,R-Rluc — V,R-Venus és VoR-RLuc — B,AdR-Venus parok
esetén mért eredmények lathatéak. A V,R-BoAdR interakcid esetén alacsony
meredekségli, linearis Osszefliggés lathato, ahol a donor expresszidé nem befolyasolja az
egyenes meredekségét, ami megfelel a nem-specifikus interakcio esetén varhatoknak.
Ezzel szemben a V,R-V3R kapcsolat esetén az egyenesek meredeksége nagyobb, és a

donor expresszid fokozddasa a meredekség csokkenéséhez vezet, ami specifikus

crer
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22. dabra — A dimerizacioé és a nem-specifikus interakcio elkiilonitése GPCR-ok esetén
A netté BRET jelet a mért fluoreszcencia fliggvényében abrazoltuk a V,R-B,AdR (bal abra) és V,R-V,R
(jobb abra) parok esetén. A mért teljes lumineszcencia alapjan a mért pontokat alacsony és magas

lumineszcencia csoportokba soroltuk, és kiilon szinnel abrazoltuk. n=6-8

Hasonl6 analizist végeztiink el az 6sszes donor-akceptor par esetében, majd az
egyenes meredekségét oszlopdiagram formajaban abrazoltuk (23. abra). Lathato, hogy a
donor expresszi6 csak a VoR-V3R, VoR-ViaR illetve a CaSR-CaSR interakcid esetén
befolyasolja a meredekséget, azaz csak ez a hdrom interakcié felel meg valddi
dimerizacionak. Eredményeink arra utalnak, hogy mind a V, vazopresszin, mind a
CaSR kalcium érzékeld receptorok képesek homodimerizalni, heterodimerizacié

azonban csak a két kozeli rokon V,R-V14R receptor kozott volt detektalhato.
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23. abra — GPCR-ok dimerizaciéjanak kimutatisa modositott kvantiativ BRET médszerrel
A 20. abran szemléltetett analizist minden vizsgalt receptor par esetén elvégeztiik, majd az illesztett
egyenesek meredekségét oszlopdiagram formajaban abrazoltuk. n=3-8, szamolt meredekség +/- standard

hiba. ***: p<0.001
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6. Megbeszélés

A dimerizaciéd vizsgalata az elmult évtizedben fontos, intenziven kutatott
részteriiletévé valt G-fehérjéhez kapcsolt receptorokkal foglalkoz6 irodalomnak. Mdéra
altalanosan elfogadotta valt, hogy e receptorok dimereket, illetve magasabb rendi
oligomereket képesek alkotni, mely jelenség alapvetéen befolyasolhatja a receptorok
miikodését.

Doktori munkam sordn az I-es tipust angiotenzin receptor homodimerben, mint
modellrendszerben vizsgaltam az alegységek kozotti interakcidk kovetkezményeit,
illetve az ezek hatterében 4ll6 molekularis mechanizmusokat. Kisérleteinkkel
megallapitottuk, hogy az AT;R homodimer egyik alegységének stimuladldsa a masik
kotéséhez vezet. Eredményeink alapjan a fenti hatasok létrejottéhez sziikséges az
aktivalt receptor konzervalt DRY szekvencidja.

Egy nem stimulalt receptor és az arresztinek kozott létrejovd interakcid
vizsgalatat mar tobb esetben alkalmaztak a GPCR-ok kozotti dimerizacio kimutataséra.
E modszerrel igazoltak mar az AT; receptor homodimerizaciojat [62], az ATy és AT,
receptorok kozti heterodimerizaciot [43], valamint e jelenség hianya fontos érv volt az
ATiR és a B, bradykinin receptor dimerizacidjat megkérddjelezé kdzleményben [86].
Ezen kisérletek hatterében az az elképzelés allt, hogy a stimulalt alegységhez kotddo
arresztin molekularis kozelségbe keriil a dimer nem stimulalt alegységéhez, igy BRET
jel emelkedés detektalhatd. Sajat kisérleteinkben is fokozott BRET jelet mértiink a
dimer YFP-vel jelolt, nem stimulalt alegysége ¢és a B-arresztin2-RLuc ko6zott (10. dbra,
A). Eredményeink alapjan azonban a B-arresztin2 kozvetleniil a dimer nem stimulalt
alegységéhez kotodik, hiszen a TSTS/A mutans, igy arresztint nem kotd receptor
stimulalasa esetén is észleltiik a fenti hatast (10. dbra, C). Kisérleteink arra utalnak,
hogy a stimulalt alegység hatdsara olyan konformdaciovaltozas jon létre a nem stimulalt
alegységben, mely kovetkeztében az B-arresztin2-t kot. Fontos megjegyezni, hogy ezen
eredményeink nem zarjak ki annak a lehetéségét, hogy a nem stimulalt alegység
arresztin kotésének hatterében nem egy kozvetlen, dimeren beliili receptor-receptor
kolcsonhatds, hanem valamilyen jeldtviteli mechanizmus (példaul receptor

foszforilacio) all. A foszfolipaz C gatloszer jelenlétében végzett kisérleteink (11. dbra)
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— ahol az AT;R f6 jelatviteli mechanizmusat gatoltuk — csokkentik e lehetéség
valoszintiségét, de teljes mértékben természetesen nem zarjak azt ki.

Hogy a receptor aktivalodasi mechanizmusdnak egy korabbi szintjén (ahol az
esetleges jelatviteli hatasok szerepe kisebb) is vizsgdlni tudjuk a dimeren beliili
interakciok szerepét, létrehoztunk egy BRET alapu, intramolekularis receptor
bioszenzort. '?°I-SI-Angiotenzin Il-vel végzett kotési vizsgalatainkban 1ényegesen
kisebb ligandkotést észleltiink a bioszenzorral transzfektalt sejtekben, mint a vad tipusa
receptorral tortént transzfekcio esetén (/3. dbra). Ez utalhat a szenzor csokkent
sejtfelszini expresszidjara, illetve csokkent ligand affinitasara is. E kérdés pontos
eldontése tovabbi kisérleteket igényelt volna, szamunkra azonban elégséges volt az az
informacio, hogy az AT;R-BS expresszalodik a plazmamembranban, és képes ligandot
kotni. Agonista stimulusra az AT;R-BS BRET jel csokkenéssel valaszolt (13. dbra),
ami megfelel az irodalomban korabban leirt, hasonl6 elven miikodé FRET alapu
szenzorokkal tapasztaltaknak [72, 116]. Azonban mig az els6ként leirt ap, adrenerg és
parathormon alapt szenzorok nagyon gyors, 50-1000 ms-ig terjedé féléletidével (1)
leirhatd kinetikdval aktivalodtak, az AT;R-BS aktivacids kinetikdja (1~25 s) ennél
Iényegesen lassabb volt. Az eltérd kinetika hatterében tobb magyarazat is elképzelhetd.
A FRET alapt szenzorokkal végzett vizsgalatoknal nagyon nagy agonista koncentraciot
alkalmaztak, hogy a ligand-receptor kapcsolat 1étrejottéhez sziikséges 1dot
minimalizaljdk. Ez a mi kisérleti feladllassunkban nem volt megoldhat6. Szintén
elképzelhetd, hogy az egyes receptorok mds-mds kinetikdval aktivalodnak: az AT;
receptorhoz hasonldé B, bradykinin receptor alapu szenzor a mi eredményeinkhez
hasonl6 aktivacios kinetikat mutat [117]. Tovabbi lehetéség, hogy az AT;R-BS nem a
receptor aktivacid korai fazisanak megfeleld konformacié valtozast detektalja, hanem
egy késobbi folyamatot. E lehetdség ellen sz6l azonban, hogy az AT1R-BS aktivacios
kinetikaja még mindig lényegesen gyorsabb a receptor-p-arresztin2 kapcsolat
1étrejotténél (t~100 s).

Az AT{R-BS-t dimerizacios rendszeriinkben alkalmazva kovethetdévé valtak a
nem stimulalt alegységben létrejové konformaciovaltozasok. Ebben az esetben egy
korai BRET jel emelkedést tapasztaltunk (14. dbra), szemben a szenzor direkt
aktivalasakor lathato BRET jel csokkenéssel. Ezen eredményeink arra utalnak, hogy a

dimeren beliili allosztérikus interakciok hatasara 1étrejovo receptor konformacio eltér a
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kozvetlen stimuldlds hatdsara 1étrejové konforméciotol. Eredményink Osszhangban
vannak Lohse és munkatarsai megfigyeléseivel, melyek szerint az ap, adrenerg receptor
bioszenzor altal 1étrehozott FRET jel csokkenés gatolt, amennyiben a szenzorral dimert
képz6 p Opioid receptort is stimulaltak [72]. Meglepd jelenség volt, hogy a BRET jel
emelkedés gyorsabban jott létre, mint az AT;R-BS kozvetlen stimulaldsa esetén
tapasztalhatd BRET jel csokkenés. Bar egyértelmlii magyardzatot nem taldltunk e
jelenségre, elképzelhetd, hogy az AT1R-BS aktivaciés kinetikaja lassabb a vad tipusu
AT1R-éndl (a harmas IC hurokba illesztett YFP befolyasolhatja a receptor aktivalodas
mechanizmusat), igy a vad tipusu receptor aktivalasan keresztiil 1étrejové konforméacio
valtozas gyorsabban jon l1étre a kozvetlen stimulalasnal tapasztalhatonal.

Egy tovabbi, az AT;R homodimeren beliili allosztérikus interakciokra utald
hatas a ligand disszocidcios kisérletekkel kimutatott negativ kooperativ agonistakotés.
Fontos megjegyezni, hogy e kisérleteinket 4°C-on végeztiik, igy itt a jelatvitel szerepe
gyakorlatilag elhanyagolhat6. Bar az utobbi iddben alternativ magyardzatok is
napviladgot lattak, a negativ kooperativ ligand kotés legelfogadottabb magyarazata a
receptorok dimerizacidja és a dimeren beliili allosztérikus interakcio. A jeldletlen
angiotenzin Il hatasara létrejové fokozott jelolt agonista disszociacio (15. dbra)
hatterében elképzelhetd lenne az Gjrakotédés (,,rebindig”) gatlasa: a disszociacid utan a
jelolt ligand visszakotddhet a receptorhoz, amit a nagy koncentracioju jeldletlen ligand
meggatolna. E feltételezés ellen szol, hogy a DRY/AAY mutans receptor esetén nem
észleltiik a disszociacié fokozddasat jeldletlen ligand jelenlétében. Egy masik elképzelés
szerint a negativ kooperativ ligand kotés hatterében nem a dimerizacid, hanem a
heterotrimer G-fehérjékért valé kompeticio all. Kisérleteinkben a DRY/AAY mutans
receptor nagy affinitassal kototte a 125)_tel jelolt angiotenzin II-t, ami arra utal, hogy e
receptor is képes interakcioba 1épni a heterotrimer G-fehérjékkel, csak a G-fehérje
aktivalasi mechanizmusa karosodott. E receptor esetében azonban nem tapasztaltuk a
negativ kooperativitast, ami arra utal, hogy nem a G-fehérjékért valo versengés all a
latott hatasok hétterében.

Kisérletsorozatunk legérdekesebb eredménye a fentebb leirt hatasok teljes
hianya abban az esetben, ha a stimulalt receptor tartalmazta a DRY/AAY mutaciot. A
DRY szekvencia a rodopszin csaladba tartozo GPCR-ok egyik leginkabb konzervalt

szekvenciaja, mely alapvetd szerepet jatszik a receptor aktivalodas mechanizmusaban.
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A DRY szekvenciat érinté mutaciok a kiilonbdzé GPCR-okban a konstitutiv aktivitastol
a receptor teljes inaktivalddasaig valtozatos hatasokat hoznak létre. Az AT; receptor
esetében jol ismert, hogy e mutans nem képes heterotrimer G-fehérjét aktivalni, de
kozel normalis B-arresztin2 kotéssel rendelkezik. Eredményeinkre, melyek szerint a
DRY szekvencia hianya gatolja a dimeren beliili interakciokat, tobbféle magyarazat
elképzelhetd, melyek koziil a legkézenfekvObb, hogy az aktivalt alegység teljesen aktiv
konformaéciodja sziikséges az allosztérikus hatdsokhoz. Elképzelhet emellett az is, hogy
a dimeren beliili interakcidkat a heterotrimer G fehérje kozvetiti, igy a DRY mutans
receptor nem képes azokat létrehozni. E magyardzat Osszhangban van az LTB4
leukotrién receptor esetében leirtakkal [73], ahol a nem stimulalt alegység
konformacidja kiilonbozé volt heterotrimer G-fehérje hianyaban és jelenlétében. A
DRY szekvencidnak a dimeren beliili interakciok Iétrejottében betdltott szerepét a
rontgenkrisztallografiaval meghatarozott receptor térszerkezetek vizsgalata is felvetette
[118].

Az ATi;R homodimer vizsgilatival nyert eredményinket 0Osszefoglalva
elmondhato, hogy igazoltuk, hogy a receptor egyik alegységének stimuldldsa a masik
alegység megvaltozott konformaciojahoz, csokkent affinitast agonistakotésehez,
valamint a B-arresztin2-vel létrejové kozvetlen interakcidjahoz vezet, mely hatasok
hatterében nagy valdszintiséggel a dimer alegységei kozott 1étrejovo allosztérikus
interakciok allnak. A fenti hatasok elmaradnak, amennyiben a stimulalt alegység a
DRY/AAY mutaciot hordozza, ami arra utal, hogy az alegységek kozotti interakcidhoz
sziilkséges a stimulalt receptor teljesen aktiv konformacidja ¢és/vagy G-fehérje
aktivalasa, ezaltal az intradimerikus kolcsonhatas hatterében alld6 molekularis
mechanizmusra is egy lehetséges magyarazatot adtunk.

Tovéabbi kisérleteinkben a V;, vazopresszin receptor egyéb GPCR-okkal vald
dimerizaciojat vizsgaltuk kvantitativ BRET mérések segitségével. E kisérleti felallas,
bar az utdbbi id6ében tobb kritikat is kapott [27-29], tovabbra is a GPCR-ok
dimerizacidjanak kimutatdsidra leggyakrabban alkalmazott modszerek egyike. A
receptorok kozti kozvetlen interakcié kimutatasa alapvetdé fontossagi a GPCR-ok
dimerizacidjanak kimutatdsa szempontjabol, hiszen a kiilonb6zdé funkcionalis adatok a

legtobb esetben csak kozvetve igazoljak a dimerizacio fennallasat.
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Kisérleteink soran telitési kvantitativ BRET gorbéket kaptunk az dsszes vizsgalt
receptor par esetében (16. dbra). Bar a mért maximalis BRET értékekben kiilonbséget
talaltunk (/. tdbldzat), a BRETsq értékek elemzése arra utal, hogy a V; receptor hasonld
affinitassal képes homodimerizalni, és heterodimert képezni a vizsgalt AT:R, B2AdR és
CB;R receptorokkal. Kisérleteink soran egyediil a V,R-RLuc — citoplazmatikus Venus
interakcié esetén kaptunk a nem-specifikus interakcionak megfeleld linedris
Osszefiiggést. A citoplazmatikus Venus (vagy egyéb fluoreszcens fehérje) gyakran
alkalmazott negativ kontroll a GPCR-ok dimerizaciojat vizsgalé kBRET kisérletekben,
kezdve a modszert leird kozleményt6l [21] egészen napjainkig [119]. Kdnnyen
belathatd azonban, hogy a citoplazmatikusan expresszalodd fluoreszcens fehérjéknek
csak kis hanyada van a plazmamembran kozelében, ezaltal a BRET jel létrejottében
szerepet jatszo ,,effektiv”’ akceptormennyiség 1ényegesen kisebb a mért fluoreszcencia
alapjan meghatéarozott teljes akceptormennyiségnél. E jelenség magyarazza azt, hogy
egy plazmamembran receptor és egy citoplazmatikus fehérje kozott mindig lapos,
lineéris vagy igen magas BRETsq érékkel jellemezhetd kBRET gorbét kapunk.

A kBRET gorbék korrekt elemzéséhez elengedhetetlen, hogy a donorral jeldlt
receptor mennyisége ne valtozzon a fokozott akceptor expresszio kovetkeztében. Sajat
kisérleteinkben ezt nem sikeriilt megvaldsitani (16. dbra), az akceptor expresszid
emelkedése minden konstrukcid par esetén a donor expresszid csokkenésé¢hez vezetett.
Fontos kérdés, hogy ez csak a mi kisérleti rendszeriinkben volt-e igy, vagy esetleg egy
altalanos jelenség a kBRET kisérletek esetén. Maga a kBRET esetén alkalmazott
abrazolasi mod is gyantra ad okot, hogy nem csak a mi kisérleteinkben all fenn ez a
probléma: a kBRET kisérletek soran mért BRET jelet az akceptor/donor hényados
fliggvényében abrazoljdk, ami allandé donormennyiség mellett csak egy foldsleges
komplikalo tényezot jelentene. A kBRET kisérleteket leird kdzlemények nagy részében
nem esik sz6 arrdl, hogy a donormennyiség valoban allandé6 maradna, a szerzok
tobbnyire megelégszenek azzal, hogy a donort kdédold plazmid mennyiségét allanddan
tartottdk. A kKBRET mddszert leird eredeti kozlemény ugyan megemliti, hogy voltak
valtozasok a donor expresszioban [21], de tekintettel arra, hogy a BRET jelet az
akceptor/donor hanyados fliggvényében abrazoltdk, ennek nem tulajdonit jelentdséget.

Tovabbi kisérleteink annak feltérképezésére iranyultak, hogy milyen hatéasai

lehetnek a valtoz6 donormennyiségeknek a kKBRET gorbék lefutdsara. Monte Carlo
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szimulacidkkal igazoltuk, hogy amennyiben a donormennyiség az akceptormennyiség
novekedésével parhuzamosan csokken (18. dabra), mind a specifikus, mind a nem-
specifikus interakciok telitési kBRET gorbéket eredményeznek, hasonlé6 BRETs
értékkel. Ez konnyen a dimerizacios allapot téves megitéléséhez vezethet. Szimulacios
eredményeink alapjan a dimerizacid jobban elkiilonithetd a nem-specifikus
interakcioktol, ha nemesak az akceptorral, hanem a donorral jeldlt receptor expresszidjat
is valtoztatjuk, ¢s a mért BRET jelet az akceptor expresszio fliggvényében abrazoljuk.
Ebben az 4brazolasi mddban a nem-specifikus interakcidé alacsony meredekségii
egyenest eredményez, ahol a donor expresszié mennyisége nem befolyasolja a BRET jel
mértékét (17. abra). Ez az elsbre talan meglepd eredmény konnyen magyarazhato. A
mért BRET jeliink az egyes donor molekulak BRET jeleinek atlaga. Nem-specifikus
interakcio esetén az egyes donor molekulak BRET jelei attol fliggenek, hogy mennyi
id6ét toltenek az akceptorok molekularis kozelségében. Az akceptormennyiség
fokozodasa értelemszertien noveli ezt az id6t, igy mind az egyedi donor molekuldk
BRET értéket, mind a mért BRET értéket fokozza. A donorszam novelése azonban nem
befolyasolja egy adott donor molekulanak az akceptorok molekuléris kozelségében
eltoltott idotartamat, igy a mért BRET jelet sem. Specifikus interakcid esetén a gérbék
telitési kinetikat mutatnak, és a donor expresszid fokozasa a gorbe ellapulasahoz vezet,
ami megfelel annak, hogy egy adott akceptormennyiség esetén kevesebb donor alkot
part akceptorral, ha a donorszdm magas.

Szimuléacioval kapott eredményeinket egy indukalhatd dimerizacios rendszerben
validaltuk. Bar a kBRET modszer validalasara mar szamos modszert alkalmaztak (mint
példaul ismerten interakcioba nem 1épd illetve interakcioba 1épd fehérjéket),
tudomasunk szerint a mi kisérleteink az elsdk, ahol a modszer haszndlhatdsagat egy
indukalhat6 dimerizacids rendszerben vizsgaltdk. E rendszer egyértelmii elénye, hogy a
specifikus és nem-specifikus interakciok egyazon fehérjeparral vizsgalhatoak. Kisérleti
eredményeink szép egyezést mutattak a szimulacioval kapottakkal (20. abra).

A tovéabbiakban a fent bedllitott, modositott kKBRET moddszerrel vizsgaltuk a
rodopszin csaladba tartozd V, vazopresszin és a glutamat receptor csalddba tarozo
CaSR kalcium érzekeld receptor egyéb GPCR-okkal vald dimerizaciojat. Kisérleteink
megerésitették a CaSR receptorok mar korabban leirt homodimerizacidjat [120-124],

valamint a V,R homodimerizaciojat és heterodimerizaciojat a Vi, receptorral [89, 125-
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128]. Fontos megjegyezni, hogy a klasszikus kBRET kisérleteink a V, receptor hasonld
mértékli homodimerizacidjat, illetve az ATiR, BAdR ¢és CBjR receptorokkal vald
heterodimerizaciojat mutattak, mig a modositott modszeriink igazolta, hogy a
heterodimerizacio nem all fenn e receptorokkal. A klasszikus és modositott kBRET
kisérletek eredményei kozti kiilonbségek jol mutatjadk, hogy a klasszikus kBRET
kisérletek, a donor expresszid csokkenése miatt konnyen téves kovetkeztetésekhez
vezethetnek. Eredményeink arra utalnak, hogy a (vizsgalt) G-fehérjéhez kapcsolt
receptorokra altalanosan jellemz6 a homodimerizacid, illetve megerdsitik a dimerizécio
specifikus jellegét, hiszen a vizsgalt 13 receptor-receptor interakci6 koziil csak harom
bizonyult valodi dimerizacionak.

A modositott kvantitativ BRET méréseket kidolgozd kisérleteink eredményit
Osszefoglalva elmondhato, hogy szimulacids és kisérletes modszerekkel igazoltuk, hogy
a klasszikus kBRET mérések téves eredményhez vezethetnek abban az esetben, ha a
donorral jelolt receptor expresszidjat nem sikeriil allandd szinten tartani. Az altalunk
modositott modszer segitségével azonban valtozd donor expresszid esetén is

elkiilonithetéek egymastdl a specifikus és nem-specifikus interakciok.
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7. Kovetkeztetések

Ph.D. munkam soran kiilonféle GPCR-ok dimerizacidjanak kimutatasaval, és a
dimerizéaci6é funkcionalis kovetkezményeinek vizsgdlataval foglalkoztam. A kisérleti

eredményeink alapjan az alabbi kovetkeztetések vonhatoak le:

e Kuvantitativ BRET mérésekkel megerdsitettiik, hogy az AT, angiotenzin receptor

homodimereket alkot.

e Létrehoztunk egy olyan BRET alapu bioszenzort, mely segitségével kozvetlentil

crer

crer

¢s B-arresztin2 kotéséhez vezet

e Eredményeink alapjan megallapithaté, hogy az AT; receptor homodimeren
beliili interakciok létrejottéhez sziikséges a stimulalt alegység konzervalt DRY

motivumanak épsége.

e Szimulacios illetve kisérletes modszerekkel igazoltuk, hogy a GPCR-ok
dimerizacidjanak vizsgalatdban leggyakrabban alkalmazott kvantitativ  BRET
modszer téves eredményekhez vezethet, amennyiben az energia donorral jelolt

receptor expresszidjat nem sikeriil szigortian alland6 szinten tartani.

e Beillitottunk egy olyan, modositott kvantitativ. BRET modszert, mely
segitségével pontosabban elkiilonithetd a receptorok dimerizaciéja a nem-

specifikus interakcioktol.

e Az éltalunk beallitott modszer segitségével megerdsitettiik a V;, vazopresszin €s
a CaSR kalcium érzékeld receptor homodimerizacigjat, valamint a V, €s Vi,
vazopresszin receptor heterodimerizaciojat. Eredményeink alapjan a receptorok
dimerizécidja specifikus folyamat, hiszen a V3R és a CaSR receptorok nem

dimerizaltak a vizsgalt AT1R, AT,R, B,AdR és CB;R receptorokkal.
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8. Osszefoglalas

A G-fehérjéhez kapcsolt receptorok dimerizacidja alapvetd szerepet jatszik a
receptorok ligandkotésében, aktiv  konformacidjanak —kialakitasaban illetve a
receptoroknak a kiilonb6z6 effektor fehérjékkel (heterotrimer G-fehérjék, arresztinek)
1étrejovo kapcsolatdban. A dimerizacid a jelatvitelt befolyasold hatasai révén fontos
¢lettani, korélettani szerepet jatszhat, valamint a receptor dimerek 1j farmakoldgiai
célpontokat is jelenthetnek.

Kisérleti munkank soran az AT;R homodimerben mint modellrendszerben
vizsgaltuk a dimer alegységei kozott létrejové interakcidk  funkciondlis
kovetkezményeit. Igazoltuk, hogy a dimer egyik alegységének aktivalasa a madsik
és P-arresztin2 kotéséhez vezet. Eredményink alapjdn a dimeren beliili interakciok
létrejottéhez sziikséges az aktivalt receptor alegység konzervalt DRY szekvenciajanak
megléte.

Tovabbi kisérleteinkben egy olyan, BRET alapt modszert allitottunk be, mely
segitségével a klasszikus kvantitative BRET moddszernél nagyobb pontossaggal
kiilonithetd el a valodi dimerizacid a nem-specifikus interakcioktol. Monte Carlo
szimulaciok és egy indukalhatd dimerizacios rendszer segitségével igazoltuk, hogy a
klasszikus kBRET moddszer fals pozitiv eredményekhez vezethet, amennyiben az
energia donorral jeldlt receptor mennyiségét nem sikeriil allando szinten tartani, illetve
hogy valtozo donormennyiség esetén a BRET jelnek az akceptormennyiség
fliggvényében vald dabrazoldsa el6nydsebb a megszokott akceptor/donor arany
fliggvényében vald abrazolasnal. A moddositott modszer segitségével igazoltuk a V,
vazopresszin receptor homodimerizacigjat, a CaSR kalcium érzékeld receptor
homodimerizéciojat, a Vi, és V, vazopresszin receptorok heterodimerizacigjat, valamint
azt, hogy az altalunk vizsgalt V;, és CaSR receptorok nem képeznek heterodimereket az

AT és AT, angiotenzin, a 3, adrenerg és CB; cannabinoid receptorokkal.
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9. Summary

Dimerization of G Protein-coupled Receptors (GPCRs) plays a fundamental role
in the ligand binding and activation of these receptors, and also influences the
interactions with different effector proteins (heterotrimeric G-Proteins, arrestins).
Dimerization, by modifying the signaling of receptors, is assumed to have important
physiological and pathophysiological roles, and selective targeting of GPCR dimers can
lead to new pharmacological therapies.

In our experimental work we investigated the functional consequences of
intradimeric interactions in the AT, angiotensin receptor homdimer, as a model system.
We have shown that activation of one protomer of the dimer leads to different ligand
binding affinity, different conformation and B-arrestin2 binding of the other protomer.
Our results suggest that these intradimeric interactions require the conserved DRY
sequence of the activated receptor.

In an other set of experiments, we developed a new Bioluminescence Resonance
Energy Transfer (BRET) based method, with which we could detect the dimerization of
GPCRs more specific than with the current gold standard method, quantitative BRET.
We have shown with Monte Carlo simulations and experimentally in an inducible
dimerization system that the current quantitative BRET method can lead to false
positive results, when the amount of energy donor labeled receptor is not held strictly
constant. We also showed that when donor expression is not constant, it is preferable to
plot BRET ratio as a function of acceptor expression instead of the currently used
acceptor/donor ratio based plotting. With our new method we confirmed the
homodimerization of V, vasopressin and CaSR calcium sensing receptors, and also the
heterodimerization between V1, and V, vasopressin receptors. We also showed that the
investigated V, and CaSR receptors do not form heterodimers with AT; and AT,

angiotensin, 3, adrenergic and CB; cannabinoid receptors.
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