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BEVEZETES

A 7-transzmembran receptorok (7TMR-ok)

A 7TMR-ok a plazmamembran receptorok legnépesebb
csoportjat alkotjak. Elettani jelentéségiik is kiemelkedd, szinte nem
is lehet olyan szervezeti szabalyoz6 folyamatot emliteni, amelyben
ne lenne szerepe 7TMR-oknak.

Miikodésiik soran a 7TMR-ok heterotrimer G-fehérjéket
aktivalnak, és ezen keresztiil szamtalan sejten beliili jelatviteli
utvonalat indithatnak el. Az utdbbi évtizedben ismertté valtak ezen
kiviil a 7TMR-ok egyéb, G-fehérjétdl fiiggetlen jelatviteli ttvonalai
is.

A T7TMR-ok G-fehérje aktivacidban résztvevd szerkezeti
elemei kozlil kozponti jelentdséglinek tekintik a receptor
citoplazmatikus oldaldn, a 3. transzmembran hélix ¢és a 2.
intracellularis hurok hataran elhelyezkedd, konzervalt Asp-Arg-Tyr
aminosavtripletet, az in. DRY motivumot. Ugyanakkor a kiilonb6z6
7TMR-okkal elvégzett tanulméanyok arra is ravilagitottak, hogy a
DRY motivum szerepe az egyes receptorok miikddésében eltérd
lehet, igy miikddésének meghatarozasa egy adott receptor esetében

feltétleniil kozvetlen vizsgélatokat igényel.



A sejtek, illetve szovetek valtozo kornyezeti feltételekhez
valo alkalmazkodédsanak kulcsfontossagti eleme, hogy a kiilsé
ingerekre vonatkozé érzékenységiiket aktivan befolydsolni tudjak.
Ezt elsdsorban receptoraik valaszkészségének befolydsolasaval
érhetik el. A 7TMR-ok valaszkészségének szabalyozdsa harom
szintet foglal magaba: a receptorok termelésének szabalyozasa
(downregulacio-upregulécio), a sejtfelszini receptorszim modositasa
(internalizacidé-reciklizacio), illetve a receptorok érzékenyégének

valtoztatasa (deszenzitizacid-reszenzitizacio).

A 7TMR-ok internalizacidja leggyakrabban az un. klatrin-
medialt Gtvonalon jon létre. Ennek sordn az aktivalodott receptort a
G-fehérjehez kapcsolt receptor kinazok (GRK-k) foszforilaljak, az
aktivalt és foszforilalt receptorhoz B-arresztinek kotédnek, amelyek a
klatrin-burkos godrocskéhez iranyitjdk a receptort. A receptor a
godrocskével egyiitt lefiiz6dik a membranr6l, majd a vezikulum
lehasitasat kovetden a sejt belsejébe keriil. Az internalizalodott
receptor sorsa a sejten beliili ,,szortirozas” (,,sorting”) folyaman dol
el, melynek eredménye lehet a receptor lebontdsa, vagy a

plazmamembranra val6 visszahelyezése (reciklizacioja) is.



A B-arresztin fehérjék

A B-arresztinek citoplazmatikus szabalyozo fehérjék, melyek
kulcsszerepet jatszanak a 7TMR-ok deszenzitizacidjaban ¢és
internalizacidjaban. Emellett, amint az az utdbbi tiz-tizenét évben
kideriilt, a PB-arresztinek 0nallod, G-fehérjétdl fliggetlen jelatviteli
utvonalak elinditasdra is képesek. Ennek kapcsan napjainkban is
jelentds figyelem Osszpontosul a velilkk kapcsolatos élettani és
gyogyszertani kutatdsokra. A fentiek alapjan ugyanis lehetséges
ugyanazon 7TMR G-fehérje-, ill. B-arresztin-fiiggd utvonalainak
egymastol elkiiloniilt serkentése, az un. elfogult jelatvitel. Ez attorést
jelenthet a 7TMR-okat célzd6 gyogyszerek hatas-mellékhatas
profiljanak optimalizalasaban.

A B-arresztinek két altaldnosan kifejez6dd izoformaja a f-
arresztinl (B-arrl) és a P-arresztin2 (B-arr2). A 7TMR-ok és a B-
arresztinek kozotti kapesolat részletes vizsgalata alapjan a 7TMR-ok
két nagy csoportra oszthatok: az ,,A” osztalyu receptorok elsdsorban
a B-arr2-t kotik, a kotés pedig atmeneti, csak a plazmamembrannal,
illetve annak kozvetlen kdzelében jon 1étre. A ,,B” osztalytt 7TMR-
okra az jellemzd, hogy a B-arrl-et és PB-arr2-t nagyjabol hasonlo
affinitassal kotik, a kotés pedig tartds, vagyis az internalizaciot
kovetden, sejten beliil is fennmarad. Ezeknek a kiilonbségeknek a

sejtek jelatvitelében jelentkezd hatésait is igazoltak.



A CB; kannabinoid receptor (CB;R)

A CBjR a 7TMR-ok csaladdjaba tartozik. A receptor az
endokannabinoid rendszer egyik kozponti fehérjéje, az ismert
kannabinoid hatdsok legnagyobb részének kozvetitéje (a masik,
elsésorban immunsejtekben kifejez6do kannabinoid receptor, a CB,R
mellett). A CB;R jelen van a kozponti idegrendszerben (ahol sok
egyéb hatds mellett a tanulds, emlékezés, érzelmek, ill.
étvagyszabalyozas folyamatait befolyasolja), a keringési rendszerben
(ahol az érténus és a szivmiikddés szabalyozasaban vesz részt), a
maj- és zsirszovetben (ahol a szervezeti metabolikus folyamatokat
regulalja), illetve szamos egyéb szovetben is leirtak jelenlétét és
szabalyozo szerepét.

Jelatvitelének legfébb jellemzdje, hogy elsdsorban G-
fehérjéket aktival, ennek megfelelden a cAMP-szint csokkentése, K'-
csatornak aktivalisa, Ca*'-csatornak gatlasa, valamint MAP-kinaz

kaszkadok aktivacidja tartozik legjellemzdbb jelatviteli hatasai kozé.

A CBjR internalizécioja

Ismert, hogy a CB;R — a legtobb 7TMR-hoz hasonloan —
agonista-kezelést kovetden internalizaciora keriil. Ezt a jelenséget
tumoros sejtvonalakon, illetve a receptort endogénen kifejezd

sejtekben is leirtdk, mechanizmusat azonban csak részben tisztaztak.
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A CBR emellett konstitutiv (azaz alapallapotd, agonista hidnyaban
l1étrejovo) internalizacidt is mutat, ezt szintén szamos sejttipusban
igazoltdk, azonban a jelenség élettani magyardzata egyelére nem
teljesen tisztazott. Keveset tudunk arrdl is, hogy az agonista-indukalt,
illetve konstitutiv CB R internalizdcié mechanizmusa megegyezik-e,

vagy eltérden szabalyozott folyamatokrol van szo.

A CBjR és a B-arresztinek kapcsolata

Munkénk kezdetekor mar ismert volt, hogy a CBR agonista-
serkentést kovetden P-arr2-t kot. Azt is leirtdk korabban, hogy a -
arr2-nek szerepe van a CB|R deszenzitizacidjaban, azaz a receptor
G-fehérje fliggd hatasainak lecsengésében. Arrdl azonban nem
kozoltek kozvetlen adatokat, hogy a B-arr2 szerepet jatszik-e a CBjR
agonista-indukalt internalizdciojaban. Igen keveset vizsgaltak
tovabba a CB R ¢és a B-arr]l kozotti kapcsolatot, ill. a két izoforma
iranti  affinitasok  viszonyat. Tovabba a CB;R konstitutiv
internalizacidjaban sem vizsgaltdk a B-arresztinek szerepét, igy nem
allt rendelkezésre adat azzal kapcsolatban, hogy mechanizmusat

tekintve kiilonbozik-e valdjaban ez a két internalizacios forma.



CELKITUZESEK

Munkank soran a CBjR és a B-arresztinek kozotti kapcesolat
eddig feltaratlan részleteit vizsgaltuk, kozéppontba helyezve a
receptor B-arresztinek iranti affinitasat, a B-arresztineknek a CB;R
internalizacidjaban betdltott szerepét, illetve a receptor B-arresztin
kotésért felelds wGjabb szabalyozo régidinak azonositasat. gy a

kovetkez6 kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. Hogyan jellemezheté a CB;R ¢és a B-arrl kozotti kotés?
Van-e kiilonbség a CB|R és a két B-arresztin izoforma (B-arrl, ill. B-

arr2) kozotti kapcsolat affinitasdban?

2. Milyen szerepet jatszik a B-arr2 a CBR agonista-indukalt,
ill. konstitutiv internalizaciojaban? Kiilonbozik-e valojaban ez a két

folyamat egymastol?

3. Mi a szerepe a konzervalt DRY motivumnak a CB|R B-

arresztin kotésében és G-fehérje aktivalasaban?



MODSZEREK

Plazmid konstrukciok és iranyitott mutagenezis

A CBjR vizsgalatdhoz a receptor jeldletlen vagy C-
terminalisan mVenus-szal, mCherry-vel, ill. Sluc-cal jelolt
konstrukcioit hasznaltuk. A receptor internalizacidjanak kovetéséhez
a receptorhoz N-termindlisan fuzionaltuk a HaloTag fehérjét. A fB-
arrl, ill. -2 vizsgalatakor jeldletlen vagy C-termindlisan Rluc-cal,
GFP-vel vagy RFP-vel jelolt konstrukcidkat alkalmaztunk. A G-
fehérje BRET mérésekhez Rluc-cal jelolt o, alegységet, YFP-vel
jelolt B; alegységet, valamint jeloletlen y;; alegységet hasznaltunk.
Az internalizaciés BRET esetén C-terminalisan eYFP-vel jelolt
ICAM-1 konstrukciét vagy plazmamembranhoz irdnyitott mVenus
vagy Sluc konstrukciokat alkalmaztunk. A cAMP szintet egy EPAC-
alaptt intramolekularis BRET-szenzor konstrukcio segitségével
kovettiik. A V54D pontmutaciot a kiilonb6z6 B-arr2 konstrukciokba,
valamint a kiilonb6z6 mutaciokat a CB|R és a CB;R-mVenus DRY
motivuméba a QuikChange® iradnyitott mutagenezis kit segitségével
illesztettilk be. Valamennyi konstrukcid szekvencidjat automatizalt

DNS szekvenalas segitségével ellendriztiik.

Sejtkultiarak és transzfekcio



A CBR B-arrl kotésének részletesebb vizsgalatat, valamint a
CBIR internalizacié vizsgalatdt HeLa, ill. Neuro-2a sejteken
végeztik. A CBR-DRY mutinsok vizsgalatdhoz CHO-K1 sejteket
hasznaltunk. A sejteket 6-lyuku talcakon (a konfokalis mikroszkopos
mérések esetén liveg feddlemezen) transzfektaltuk, Lipofectamine

2000 reagenssel, a gyartd utasitasait kdvetve.

Biolumineszcencia rezonancia energiatranszfer (BRET) mérések

A CB|R G,-fehérje aktivalasit méréd BRET bedllitas esetén a
sejteket Rluc-cal jelolt a, alegységgel, YFP-vel jelolt B, alegységgel,
valamint vy;; alegységgel, illetve a (jeloletlen) receptorral
transzfektaltuk. A méréseket sejtszuszpenzioban végeztiik, 96-lyuku
talcan, a sejt-permedbilis szubsztrat coelenterazin h hozzdadasat
kovetden. A fluoreszcencia és biolumineszcencia intenzitdsokat
Mithras LB 940 tipusu leolvasoval rogzitettiik.

A vad tipusi CB;R B-arrl ¢és P-arr2 kotését vizsgalo
kisérletekben az mVenus-szal jelolt receptor és az Rluc-cal jelolt B-
arresztinek kozott mértiink BRET-et, a fent leirt koriilmények kozott.
A receptorok €s a B-arresztinek kozotti kapcesolat affinitasat vizsgalo
BRET titracidés mérések sordn a fenti konstrukciokkal transzfektaltuk
a sejteket, valtoztatva a donor, ill. az akceptor BRET partnerek

transzfekcios aranyat. Meghatdroztuk az mVenus/Rluc emisszids
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hanyadost, ¢s ennek a hanyadosnak a fliggvényében abrazoltuk az
atlagos BRET jel valtozast az agonista stimulust kovetéen. A
kiilonb6z6 DRY mutins CB;R-ok p-arrl és B-arr2 kotésének
vizsgélatakor a BRET-et a plazmamembranhoz irdnyitott mVenus,
valamint a f-arrl-, ill. B-arr2-Rluc kozott mértiik, a jeldletlen
receptor egyiittes transzfekcioja mellett, a fent leirt médon. A CB|R
varidnsok plazmamembranon valo elhelyezkedésének vizsgalatakor a
BRET-et a plazmamembranhoz iranyitott Sluc, valamint az mVenus-
szal jelolt receptor kozott mértiik, a sejtek nem-stimulalt 4llapotaban.
A CBjR internalizacidjanak kovetésére az Sluc-cal jelolt CBR és az
eYFP-vel jelolt ICAM-1 plazmamembran-fehérje kozott mértiink
BRET-et. A kilonbozé CB R variansok hatasat a forskolin-indukalt
cAMP emelkedésre egy intramolekuldris BRET szenzor, az EPAC-
BRET segitségével kovettiik.

Konfokalis 1ézermikroszkopia

A konfokdlis mikroszkdépos mérésekhez a sejteket a
receptorok és a B-arrl vagy -2 megfelelden jelzett konstrukcidival,
ill. siRNS-sel transzfektaltuk. A méréseket Zeiss LSM 510 és Zeiss
LSM 710 lézer konfokalis mikroszkoppal végeztiik. Az eGFP-t (ill. a
Halo-Alexa488-at) 488 nm-es, az mVenus-t 514 nm-es, az mCherry-t
(ill. az RFP-t) pedig 543 nm-es hullamhossziisagl 1ézerrel
gerjesztettiik.



Halo-jelolési protokollok

A receptorok agonista-indukalt internalizacidjanak méréséhez
a Halo-CB R-ral transzfektalt sejteket 15 perc Halo-Alexa488-cal
torténd festést kovetden DMSO-val, WINS5-tel vagy WINSS +
AM251-gyel kezeltiik 30 percig. A sejteket 4%-os formaldehiddel
fixaltuk, majd konfokalis mikroszkoppal elemeztiik.

A receptorok konstitutiv internalizacidjanak méréséhez a
sejteket 15 perc a Halo-Alexa488-festést kovetden 5 ora 45 percig
inkubéltuk, tovabbi kezelés nélkiil, illetve DMSO, WINS5S5 vagy
AM251 jelenlétében. A 6 oOras periddus végén a sejteket fixaltuk,

majd konfokalis mikroszkoppal elemeztiik.

Western blot mérések

A B-arr2, ill. a klatrin nehézlanc Western blot analizis¢hez a
fehérjéket SDS poliakrilamid gélen futtattuk, és PVDF membranokra
blottoltuk. A membranokat blokkoltuk, majd elsédleges (anti-B-arr2
vagy anti-klatrin nehézlanc), ill. masodlagos (HRP-konjugalt)
antitesttel inkubaltuk. A teljes fehérjemennyiségeket anti-B-aktin
elsddleges antitest segitségével kontrollaltuk. A pERK1/2 Western
blot mérésekhez a sejteket 2 Ords szérummegvonasnak vetettiik ala,

majd WINS55-tel kezeltiik 0, 5 vagy 20 percig. A tovabbiakban a
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mérést a fent leirtakhoz hasonloan végeztiik, anti-pERK1/2 vagy
anti-ERK1/2  elsddleges antitestekkel, illetve HRP-konjugalt
masodlagos antitestekkel. Az antitesteket kemilumineszcens
szubsztrat segitségével tettiik lathatova. A Western blot felvételeket

beszkenneltiik, €s az Imagel program segitségével kvantifikaltuk.

Az adatok elemzése és statisztikai Kiértékelés

Az adatokat kétszempontos variancia-analizissel (Holm-
Sidak-féle post-hoc teszttel kombinalva) értékeltiik. A G-fehérje €s
B-arresztin BRET dozis-hatds gorbék illesztését és statisztikai
Osszehasonlitdsdt a  GraphPad Prism  program  beépitett
algoritmusainak segitségével végeztik. A szignifikanciakiiszobot
p<0,05-nél hataroztuk meg. Az elfogult jelatvitel értékeléséhez
hasznalt ekvimolaris 0sszehasonlitast a G-fehérje és a B-arr2 BRET
dozis-hatas gorbék azonos koncentracidkhoz tartozé pontjainak
felhasznalasaval készitettilk, melyeket egymas fliggvényében
abrazoltunk, ugyanazon receptor esetében. Az  ekviaktiv
Osszehasonlitdst 0gy végeztik, hogy meghatdroztunk egy
»elfogultsagi egyiitthatot”, a G-fehérje és a B-arresztin BRET dozis-
hatds gorbékbdl szdrmazd E.x €és ECsy értékek felhasznaldsaval, a

vad tipusu CB;R-t referencia-receptorként hasznalva.
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EREDMENYEK

A CByR és a B-arr1 kozotti kapcsolat jellemzése

A CBjR és a B-arrl kozotti kapcsolatot eldszor konfokalis
mikroszkoppal vizsgaltuk. Ennek soran mCherry-vel jelolt CB R-t és
GFP-vel jelolt B-arrl-et vagy B-arr2-et fejeztiink ki a sejtekben, és a
B-arresztinek  serkentést  kovetd  atrendezddését  kovettiik.
Megfigyeltiik, hogy a szintetikus CBR agonista WINS5 hozzéadasat
kovetden a kezdetben diffuz citoplazmatikus elhelyezkedést mutato
B-arr2-GFP a plazmamembranhoz helyezédik 4t, és ott pontszerii
struktarakba rendezédik. A citoplazma belsdbb régioiban ilyen -
arr2-GFP pontokat nem észleltiink. A B-arrl-GFP esetén WINS5S-
serkentés hatasara nem tudtunk atrendezddést detektalni, sem a
plazmamembrannal, sem pedig a citoplazmaban.

A CB|R ¢és a B-arrl kozotti kapcsolatot az alapvetden
érzékenyebbnek mondhatd6 BRET modszerrel is vizsgaltuk: az
mVenus-szal jelolt CBjR és az Rluc-cal jelolt B-arrl vagy B-arr2
kozott mértiink BRET-et. Ezekben a mérésekben a B-arr2-Rluc
esetén a BRET jel emelkedését tapasztaltuk WINSS-serkentést
kovetden, mig a B-arrl-Rluc esetén ez az emelkedés elmaradt. A két
fehérje kozotti kapcsolodast a fehérjék kozotti affinitds pontosabb
vizsgalatara alkalmas BRET titrdcios mérések segitségével is

elemeztiik, ami szintén azt mutatta, hogy a CBR és a B-arr2 kozotti
12



kapcsolat 1étrejon, mig P-arrl-el vald kapcsolodast ezekben a

mérésekben sem tudtunk detektalni.

A CB;jR agonista-indukalt és konstitutiv internalizaciojanak

részletes vizsgalata

Els6ként a B-arr2 szerepét vizsgaltuk a CB;R agonista-
indukalt internalizacigjaban. A CB;R internalizicidjanak
mikroszkoppal torténd kovetésekor az un. Halo-jeldlési technikat
alkalmaztuk, melynek segitségével a  plazmamembranban
elhelyezkedd CB;R-okat szelektiven tudtuk megjeldlni, ¢és igy
internalizaciojuk jol kovethetdve valt.

Dominans-negativ B-arr2 (B-arr2-V54D) mutans kifejezése
esetén a Halo-CBjR agonista-indukalt internalizacidja jelentdsen
csokkent a vad tipusu B-arr2-t kifejez6 sejtekhez képest. Amennyiben
a sejteket B-arr2-specifikus siRNS-sel transzfektaltuk, az agonista-
serkentést kovetdé CBjR internalizacidé szintén gatlodott a kontroll
siRNS-sel kezelt sejtekhez képest. A fenti jelenséget BRET modszer
segitségével is megvizsgaltuk, ahol a szuper Rluc-cal (Sluc-cal) jelolt
CBiR plazmamembrantol valo eltdvolodasat kovettiik serkentést
kovetden (a plazmamembran jelolésére a YFP-vel jelolt ICAM-1
fehérjét alkalmaztuk). Ezen mérések alapjan is csokkent az
internalizaci6 mértéke mind B-arr2-V54D kifejezése, mind pedig [-

arr2-specifikus siRNS transzfekcioja esetén.
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A CBjR konstitutiv internalizacidjat ugy vizsgaltuk, hogy a
Halo-CB;R-t expresszald sejteket a Halo-festést kovetéen 6 o6ran
keresztiil magukra hagytuk. Az ezalatt lezajlo konstitutiv CBjR
internalizaci6 a CB|R inverz agonista AM251 folyamatos jelenléte
esetén sem gatlodott, tovabba sem a B-arr2-V54D jelenléte, sem
pedig B-arr2-specifikus siRNS kezelés nem csokkentette a mértékét.
Az siRNS-sel végzett kisérleteket megismételtik a CB;R-okat
endogénen kifejez0 Neuro-2a egér neuroblasztoma sejtvonalon is.
Ezekben a kisérletekben is azt lattuk, hogy a B-arr2 kifejez6désének
gatlasa nincs hatassal a konstitutivan zajlé CB;R internalizaciora. A
tovabbiakban klatrin nehézladnc-specifikus siRNS segitségével
vizsgaltuk az agonista-indukalt, ill. konstitutiv CB;R internalizacid
klatrin-fliggését, és azt talaltuk, hogy az internalizaci6 mindkét
formaja gatlodott a klatrin nehézlanc fehérje szintjének csokkentése

esetén.

A konzervalt DRY motivum szerepének vizsgalata a CB;R

mikodésében

A konzervalt DRY régio szerepét a CB;R miikodésében tigy
vizsgaltuk, hogy a harom érintett aminosavat iranyitott mutagenezis
segitségével egyes, kettes, ill. harmas kombinadcidkban alaninra
cseréltiik, igy hoztuk létre a CB;R-ARY, CB;R-DAY, CB|R-DRA,
CB|R-DAA, CB|R-ARA, CB;R-AAY ¢s CB|R-AAA muténsokat.
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A mutansok plazmamembranon (PM-on) valé kifejez0dését
vizsgalva azt talaltuk, hogy a CB;R-DAY, CB;R-DRA ¢s CB,R-
DAA mutansok PM-kifejez8dése csokkent mértékii, de megtartott, a
CB|R-ARY ¢és CB|R-ARA mutansok PM-ra valé kijutdsa viszont
gyakorlatilag teljesen megsziint.

A mutdnsok  G-fehérje  aktivaciojat a  Go-fehérje
alegységeinek szétvalasat kovetd BRET modszerrel, a B-arr2 kotést
pedig konfokalis mikroszkoppal, illetve a B-arr2 PM-hoz vald
kihelyezddését érzékeld BRET méréssel vizsgaltuk. Minden esetben
a WINSS (szintetikus CB;R agonista), illetve a 2-AG
(endokannabinoid) hatésait is elemeztiik.

A CB|R-DAY mutéanssal végzett kisérleteink azt mutattak,
hogy ennek a mutansnak a G-fehérje aktivacids képessége csokkent,
de nem szlint meg teljesen. A B-arr2 kotést vizsgalva azt lattuk, hogy
a receptornal megjelenik egy bazalis B-arr2 kotés, az agonista-
serkentést kovetd [B-arr2 kotés azonban elmarad a vad tipushoz
képest. A CB;R-DRA mutans esetén azt talaltuk, hogy a bazalis G-
fehérje kotés a vad tipusu receptorhoz képest megndtt, mikozben a
serkentést kovetd G-fehérje aktivacid enyhén csokkent. A B-arr2
kotés a CB;R-DAY-hoz hasonld volt, azaz a bazalis B-arr2 kotés
megjelenése mellett az agonista-indukalt B-arr2 kotés csokkenését
tapasztaltuk. A CB;R-AAY-t vizsgalva azt lattuk, hogy ennek a
mutansnak jelentdsen csokkent a G-fehérje aktivacidja, mind bazilis,

mind serkentett koriilmények kozott. A CBjR-AAY (bazilis és
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serkentést kovetd) B-arr2 kotése ugyanakkor érdekes modon jelentds
mértékben fokozodott. A CB;R-DAA mutans G-fehérje aktivacioja
kisérleteink alapjan karosodott, de nem sziint meg. Ugyanakkor, bar
a bazalis B-arr2 kotés erre a mutdnsra is jellemzd volt, az agonista-
indukalt B-arr2 kihelyezddés teljes megsziinését tapasztaltuk.

A receptorok PB-arrl kotését BRET mérések segitségével
vizsgalva azt taldltuk, hogy a vad tipust receptor WINSS hatasara
nem hoz létre kimutathato B-arrl kihelyezddést, mig 2-AG hatdsara a
valtozas statisztikailag is jelentds mértékii volt. Ugyanakkor a CBR-
AAY mutans mindkét agonista hatdsara jelentdsen megemelkedett
mértékben kototte a P-arrl-et. A tobbi mutdns nem volt jelentds
hatassal a B-arrl elrendezddésére.

A CB/R-AAY ¢és a CB;R-DAA mutinsok G-fehérje
aktivalasi, ill. P-arr2 kotési adatainak részletes elemzése (un.
»ekvimolaris” és ,.ekviaktiv’ analizise) kimutatta, hogy a CB;R-
AAY egy B-arr2 kotés irdnyaba elfogult mutans, mig a CB;R-DAA
egy G-fehérje szelektiv mutansnak tekinthetd. A fenti két mutanssal
végzett cAMP-gatlasi, ill. ERK1/2-foszforilacios vizsgalatok azt
mutattak, hogy a CBR-AAY cAMP szintet csokkentd hatdsa szinte
teljesen eltlint, mig ERK1/2 aktivacios képessége megtartott volt, a
CBiR-DAA esetén pedig a cAMP-re kifejtett gatldo hatas volt
megtartott, mig az ERKI1/2-foszforilaci6 mutatkozott jelentOsen

csokkent mértékiinek.
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KOVETKEZTETESEK

Kisérleteink alapjan elmondhatjuk, hogy a CB;R a B-arrl
izoformat jelentdsen kisebb affinitassal koti, mint a B-arr2-t, a kotés
pedig csak a plazmamembrannal, illetve annak kozvetlen kozelében
figyelheté meg, azaz atmeneti jellegi. Ez alapjan megerdsitettiik,
hogy a CB|R a 7TMR-ok ,,A” osztalyaba sorolhato.

Kimutattuk, hogy a B-arr2 szerepet jatszik a CB;R agonista-
indukalt internalizaciojaban, ugyanakkor a receptor konstitutiv
internalizacidja B-arr2-t6l fliggetlen folyamat. Igazoltuk, hogy
mindkét internalizécids forma klatrin-medialt Gitvonalon jon létre.

Megallapitottuk, hogy a konzervalt R3.50 aminosav nem
jatszik kizardlagos szerepet a CB;R G-fehérje kapcsolodasaban,
illetve, hogy az R3.50 oldallinc hidnya bazalis B-arr2 kotés
kialakulasdhoz vezet. Kimutattuk, hogy a CB;R-AAY egy pB-
arresztin-szelektiv mutans, hiszen B-arrl és B-arr2 kotése jelentdsen
fokozott, mig G-fehérje aktivacidja csokkent. Ezzel szemben a
CBR-DAA mutédns a G-fehérjék iranyaba elfogult, hiszen agonista-
indukalt B-arresztin kotése gyakorlatilag megsziint, mig G-fehérje
aktivacioja csokkent mértékben ugyan, de tovabbra is jelen volt.
Eredményeink alapjan a CB|R konzervalt DRY motivuma nem csak
a G-fehérje aktivalasaban, hanem a receptor és a -arresztinek

kozotti kapcsolddasban is fontos szerepet jatszik.
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