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1. ROVIDITESJEGYZEK
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2. BEVEZETES

2.1. A G-fehérjéhez kapcsolt receptorok (GFKR-ok) altalanos jellemzése

A G-fehérjéhez kapcsolt receptorok (GFKR) alkotjak az egyik legnagyobb fehérje
csaladot az emberi szervezetben, legalabb 800 gén kddolja az ebbe a csaladba tartozo
receptorokat (1), és ezek a receptorok a gydgyszeres terapiak leggyakoribb célpontjai (2).
A fény-, szag- és izérzékelés, a szivmiikodés és a vérnyomas rovid tavi szabalyozasa, az
idegsejtek kozotti szinaptikus kommunikacié modositasa, vagy a gyomor-bélrendszeri
elvalasztasi funkciok szabalyozasa, mind magaban foglalja a GFKR funkcidkat (3).

A legtobb GFKR osztdlyozasi rendszer jellemzdje, hogy a receptorokat
strukturalis hasonlésaguk alapjan osztalyozzak. A struktura meghatarozasa az elmult
harom évtized kutatdsainak koszonhetéen sokat javult, mivel egyre tobb receptor
kristalyszerkezetét fedezték fel. Az elsé azonositott GFKR kristalyszerkezet a
szarvasmarha fotoreceptor rodopszin volt (4). Késébb meghataroztak a 2 adrenerg
receptor (B2AR) kristalyszerkezetét a receptor ligandhoz kotott, aktiv formajaban, vagyis
amikor a receptor a G-protein a-alegységével komplexet képez (5,6), A szekvencia
homologia alapjan a GFKR-okat 6t csaladba sorolhatjuk: A-osztaly: a rodopszin-szerti
receptorok, B-osztaly: a szekretin-szer(i receptorok, C-osztaly: a metabotrop-glutamat-
szerli receptorok, tovabba az adhéziés GFKR-ok és a “Frizzled/Smoothened” receptorok
csaladja (7).

Szerkezetiiket tekintve hét o-helix transzmembran domént tartalmaznak,
amelyeket egyenként felvaltva harom extracellularis és intracelluldris hurok kot Ossze
(ICL1, ECLI, ICL2, ECL2, ICL3, és ECL3). A receptorok N-terminalis vége legtobbszor
az extracelluléris oldal felé tekint, még a C-terminalis régi6 a citoplazmatikus térben
helyezkedik el. A GFKR-ok ligandjait agonista, inverz agonista €s antagonista
csoportokba soroljak. A GFKR-okhoz k6tddd agonistak eldsegitik az aktiv konformaciot,
ami elinditja a jelatvitelt. Ezzel szemben az inverz agonistdk gatoljak a spontdn bazalis
antagonistdk nincsenek hatidssal a GFKR-ok aktiv és inaktiv konformdacioi kozotti
dinamikus egyensulyra, de megakadalyozzdk mind az agonistdk, mind az inverz

agonistak kotodését (8).


https://paperpile.com/c/DFTtHs/iStVl
https://paperpile.com/c/DFTtHs/ce3xr
https://paperpile.com/c/DFTtHs/SMiGn
https://paperpile.com/c/DFTtHs/30fPD
https://paperpile.com/c/DFTtHs/J5pBF+1w4rf
https://paperpile.com/c/DFTtHs/yzKde
https://paperpile.com/c/DFTtHs/Z0mdR

DOI:10.14753/SE.2022.2663

A ligandkotés utan az aktivalt GFKR-ok heterotrimer G fehérjéhez (GTP-koto
fehérje) kotddnek. Kiilonbozo tanulmanyok azt talaltak, hogy az ICL2, valamint az ICL3
N- és C-terminalis régioi a G-fehérjével kolcsonhatasba 1épd régiok a receptorokon.
Ezenkiviil az ICL1 és néhany C-terminalis aminosav hozzajarulhat a G-fehérjék
kapcsolodasahoz (9). Az extracellularis régioban a ligandko6tés szerkezeti atrendezédést
indukal a transzmembran magrégioban, ami tovabbi konformacids valtozashoz vezet
citoplazmatikus oldalon az intracellularis régidban. Ez teszi lehetévé a kdlcsonhatast az
intracellularis oldalon 1évo effektorokkal, példaul a G-fehérjékkel. Az agonista kotddés
ehhez tovabbi intracellularis fehérjére van sziikség, példaul G-fehérjére vagy vagy f-

arresztin kotédésre a citoplazmatikus oldalon (10).

A G-fehérjék két funkciondlis egységbdl allnak, egy guanin nukleotid-ko6td o
alegységbdl és egy By dimerbdl. Inaktiv allapotot az a alegység GDP-t kot és a két egység
Osszekapcsolodva, heterotrimerként van jelen. A receptor aktivalasakor a G-fehérje
konformacid valtozason megy at, igy az o alegység képes lesz GTP kotésére, mikdzben
az alegységek disszocialnak. Osszesen jelenleg 21 Ga, 6 GB és 12 Gy alegységet
kiilonboztetiink meg, melyek kombinacidi kiillonb6zd heterotrimer komplexeket hoznak
létre, hozzajarulva a GFKR-ok és az effektor rendszereik specifikussagahoz (11). A
szekvencia-homologia alapjan a Ga alegységeket négy csaladba soroljak: Gas, Gai, Gog
¢s Goizns. Mindegyik Ga izoformanak kiilonb6zd funkcidi vannak, kiilonféle sejten
beliili valaszokat generalnak szdmos masodlagos hirvivé rendszeren keresztiil. A Gy
alegységnek is jelentds szerepe van a jelatvitelben, kozvetleniil kapcsolodik tobb effektor
molekuldhoz (12), és fontos funkcidja tobbek kozott a K*-csatornak aktivéldsa, a Ca®*-

csatornak gatlasa és a PLC[2 aktivalasa (13).


https://paperpile.com/c/DFTtHs/0Zq0p
https://paperpile.com/c/DFTtHs/cwDCF
https://paperpile.com/c/DFTtHs/Cyr29
https://paperpile.com/c/DFTtHs/fnyRn
https://paperpile.com/c/DFTtHs/0ce99
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1. abra GFKR-ok kezdeti jelatvitelének sematikus abrazolasa: Az agonista altal
aktivalt GFKR-ok kolcsonhatasba 1épnek a G-fehérjékkel, és ez a kdlcsonhatas indukalja
a guanidin-difoszfat (GDP) felszabadulasat. A G-fehérje iires nukleotid koté zsebét

......

eredményezi a receptortdl ¢s a Gy alegységektdl. Az aktivalt GFKR-at ezutian
foszfolilaljak a GRK fehérjék, majd a foszrorilalt receptorokhoz B-arresztin molekula
kotodik. Forras: (14) alapjan modositva.

A legtobb G-fehérjéhez kapcsolt receptor az aktivalast kovetden foszforilalodnak,
homolog deszenzitizacid esetén a foszforilaciot a G-fehérjéhez kapcsolt receptor kindzok
(GRK) végzik (15,16) (1. abra). Ezutan a receptorok bizonyos mértékii internalizacion
mennek keresztiil, amely szerepet jatszik a receptorok deszenzitizaciojaban, valamint az
internalizalt receptorok olyan uj jelatviteli partnerekkel taldlkozhatnak, amelyek nem
lennének hozzaférhetdek ha a receptorok még a plazmamembranon helyezkednének el
(7).

A receptorok internalizadcidjanak legjobban vizsgalt formdja a klatrin altal
kozvetitett endocitozis, amelyet sokféle receptornal megfigyelhetiink, nem csak GFKR-
oknal, hanem példaul tirozin-kinaz receptorokndl, vagy a transzferrin receptornal is. Bar
a klatrinnal bevont godrok kialakuldsa €s a dinamin toborzas az endocitotikus folyamatok
kozos jellemzoi, a kiillonbozd tipust receptorok kiilonb6zd adapterfehérje-készleteket
hasznalnak, és a membran foszfolipideknek fontos szerepe van. ATz receptort vizsgalva
azt talaltak, hogy a receptorok klatrinnal bevont gdodrokbe vald bejutasa, valamint a f3-
arresztin2-vel valo kapcsolata nem fiigg a PtdIns(4,5)P2-t61 (PIP2), de a klatrinnal burkolt
godrok érése és lefiizédése nem kovetkezik be e foszfolipid nélkiil (18). Erdekes tény,
hogy az imént ismertetett folyamaton kiviil ma mar to6bb mint 30 példa van a GFKR-okra,

amelyek a B-arresztintdl fiiggetleniil internalizalodnak (19).


https://paperpile.com/c/DFTtHs/Hocbb
https://paperpile.com/c/DFTtHs/mXIQC+SP60M
https://paperpile.com/c/DFTtHs/PMi8C
https://paperpile.com/c/DFTtHs/XF4UB
https://paperpile.com/c/DFTtHs/bfl6M
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Az endocitdzis utan a receptoroknak alapvetéen kétféle sorsuk Iehet,
lizoszomakba keriilnek ¢és ott lebomlanak, vagy a gyorsan/lassi reciklizalo
endoszémakon keresztiil ujra kijutnak a plazmamembranba. Lebomlas esetében a sejt
teljes receptor szdma csokken. Az ijrahasznositas sordn a az endoszoémak alacsony pH-
ja miatt a ligandok levalnak a receptorokrol, és a receptort fehérje-foszfatazok
defoszforilaljak. Ezen, reszenzitizdcionak nevezett folyamat sordn receptor ujra

érzékennyé valnak, vagyis képes ismét reagalni a stimulusukra (20).

2.2. G-fehérje kapcsolt receptor szabdlyozéasa

2.2.1. A G-fehérjéhez kapcsolt receptor kinazok

A B2-adrenerg receptor (B2AR) klonozésaval kideriilt, hogy a B2AR hasonlo
szerkezetli mint a rodopszin fehérje hét transzmembran régidja. Nem sokkal e felfedezése
utan azt is felismerték, hogy a B2AR hasonld foszforildcion megy keresztiil, mint a
rodopszin, és ezért a modositasért felelds kinazt 32-adrenerg receptor-kinaznak (BARK1)
keresztelték el, majd atnevezték G-fehérjéhez kapcsolt receptor-kinaz 2-re (GRK2) (21).
Késobb két kiilonalld vizualis receptor-kindzt azonositottak, valamint tovabbi 6t nem
vizudlis GRK-t. A hét transzmembran receptorok foszforilaciojaban elsddleges
fontossagu fehérjék a GRK fehérjék, amiket az emberi genomban 7 gén kodol (GRK1-
7). A GRK-k felismerik az agonista altal kivaltott konformacios valtozast, igy az aktivalt
receptorokat képesek foszforilalni a megfelelé amindsavakon (22,23). Mas
foszfokindzokkal ellentétben a GRK-k ligandfiiggd mddon aktivaldédnak a receptorral
torténd kolcsonhatasakor (24). Ezek utan tud a B-arresztin két 1épésben a receptorhoz
kotédni. Elészor a receptor C-terminalisahoz kot, majd az ennek hatisara 1étrejovo
strukturalis véaltozasok miatt az ujj hurok is bekot a receptor hélixei kozé, arra a helyre
ahova a G-fehérje is kotddne. Tehat mondhatjuk hogy a GRK-k kooperalnak a (-
arresztinnel a GFKR-okkal létrehozott kotésben, bar ennek vizsgalata igen nehézkes,
mivel a GRK-ok csak atmenetileg 1épnek kapcsolatba a receptorokkal, sét sokszor
ubiquitinalt formdban is jelen vannak és létezik tobb féle splice varidns is egyidejiileg a
sejtekben. A rendszer bonyolultsagat tovabb arnyalja hogy a GRK-k nemcsak a
receptorok C-terminalisat, hanem bizonyos esetekben mas citoszolikus régiot is

foszforilalhatnak (25,26).

10


https://paperpile.com/c/DFTtHs/7AnOB
https://paperpile.com/c/DFTtHs/zKrwu
https://paperpile.com/c/DFTtHs/KT3qS+eaYcg
https://paperpile.com/c/DFTtHs/9bl1M
https://paperpile.com/c/DFTtHs/OMyfo+mLx9W
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A receptorokat a GRK fehérjék kiilonb6z6 modon foszforilaljak, és ez okozhatja
a tovabbi jelatviteli kiilonbséget, ezt szamos tanulmany megmutatta V2R, CXCR4, AT:1R
esetében, amikor a GRK6 ¢és a GRKS indukalja a B-arresztin altali ERK aktivaciot, mig a
GRK2 vagy a GRK3 gatolja azt (27-29). Azoknal a GFKR-nal ahol t6bb foszforilacios

kod is jelen van, az adott kod GRK-k altali specifikus foszforilacioja meghatarozhatja a

crer

2.2.2. A B-arresztin fehérjék

Az arresztinek citoszolikus adapter fehérjék, amelyek képesek kotddni a
transzmembran fehérjékhez, tobbek kozott a G-fehérjéhez kapcsolt receptorokhoz. A
gerinceseknek négy arresztin génje van: S-arresztin (arresztin-1, SAG), arresztin-C
(arresztin-4, ARR3), B-arresztinl (arresztin-2, ARRBI1) és [B-arresztin2 (arresztin-3,
ARRB?2) (31). Az arresztin-1 és 4 fehérje expresszidja a vizualis rendszerre korlatozodik,
mig az arresztin-2 és 3 az egész testben expresszalodik. Az arresztin-2-t és a 3-at -
arresztinl-nek és B-arresztin2-nek is nevezik, mivel elGszor azokat a fehérjéket
azonositottak, amelyek szabdlyozzdk a [2-adrenerg receptor szignalizdciot, innen

szarmazik a [ el6tag az elnevezésben (32).

Bér a B-arresztinl vagy a B-arresztin2 egyszeres knockout egerek életképesek és
akar egészségesek is lehetnek, a kettés knockout egerek, amelyekben nincs egyik [-
arresztin sem jelen, mar embri6 korban elpusztulnak (33). Ez azt jelzi, hogy bar a két
izoforma jelentds mértékii funkcionalis kompenzacidt mutat, helyettesithetik egymast, de

Osszességében a jelenlétiik kulcsfontossagl a sejtfunkciokban.

A GFKR-ok tulnyom¢ tobbsége deszenzitizalodik B-arresztin molekula kotése
utan, vagyis csokken a ligand iranti érzékenységiik. Homolog deszenzitizacid esetében az
agonistahoz kotott receptor C-termindlisat a GRK fehérjék foszforilaljak, ez a folyamat
kivaltja az B-arresztinek receptorhoz torténd toborzasat (23). Fontos viszont megjegyezni,
hogy a receptorok foszforilaciojat nem csak egyediil a GRK-k kozvetitik. Régota ismert,
hogy mind a PKA, mind a PKC foszforilalja a GFKR-t, ha az adott receptor rendelkezik
a kinaz konszenzusos foszforilacios szekvenciajaval (34), ennek a foszforilacionak a
kovetkezménye a heteroldg deszenzitizaci6. Mivel a arresztin részben a receptor G-

fehérje kotohelyére kapcsolodik, kotodésével meggatolja a receptor G-fehérje kotését és
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aktivalasat. A receptorok deszenzitizaldsa ¢€s internalizaldsa mellett a nem vizualis
arresztin fehérjék a sejt tobb jelatviteli folyamatdban is szerepet jatszanak, allvany
fehérjeként is mikddnek, ekképpen széleskorti jelatviteli folyamatokat inditanak el,
példaul a mitogén-aktivalt protein-kinazt (MAPK) jelzé tutvonalakat, beleértve az
ERK1/2, p38, és c-Jun N-terminal kindz-3 fehérjéket, tovabba az c-Src kindz csalad
tagjait, vagy az Akt-ot, PI3 kinazt, és RhoA fehérjéket (31). Az arresztinek ily modon a

c sy

crcr

jatszanak a tulélési jelekben. Feltételezhet6 tehat, hogy az allvanyfunkciok manipulalasa
elényos lehet akar gyulladasos betegségek, vagy fibrozis és rak esetén is (35). A f-
arresztinek ugy is befolyasoljak a sejtek novekedését, a sejtek apoptdzisat vagy altalaban
az immunfunkcidkat, hogy a citoplazmaban 1évd transzkripcids faktorokat, példaul IkBa
szabalyozzék, vagy képesek 6k maguk is transzlokdlodni a citoplazmabdl a magba, ahol
kiilonb6z6 transzkripcids kofaktorokkal asszocidlodva, kozvetleniil modulaljak a sejt
tulajdonsagait (36). De p-arresztinekre van sziikkség az internalizalt GFKR-ok

ujrahasznositasahoz is (37).

Az elmualt évek intenziv kutatasanak koOszonhetéen a [B-aresztinek
kristalyszerkezete mara teljesen feltérképezésre keriilt. Az B-arresztinl és a B-arresztin2
aminosav-szekvencidja 80% -ban megegyezik, kiilonbségiiket leginkabb a C-
termindlisukon talalhat6 kiilonb6z6 aminosavak okozzék. Koriilbeliil 48-50 kDa méretii
fehérjék, amelyek két doménbdl, féleg B-red6kbol allnak. Ezeket N- és C-doméneknek
nevezzilk, ,,héj”/’csésze” szerl struktirak. Ezt a két domént egy 10-12 aminosavbol alld
rovid 6sszekotd régio, pant (“hinge region”) kapcsolja 6ssze. A két domén talalkozasanal
talalhato a fehérje kdzponti gerince, melyben az aktiv receptor kotéséért feleldés hurkok
talalhatoak: az ujj-hurok (,,finger loop”), a k6zépsé-hurok (,,middle loop”), C-hurok (,,C-
loop”) és a kapu-hurok (,,gate loop”) (2. dbra). Ebben a gerincben az N és C domének
kozott helyezkedik el, a polaris magot tartalmazd régio, amely felelds az arresztinek
két domént Osszetartsa egy kozponti sohid és egy hidrogén halozat segitségével (39,40).
Amikor az arresztin kotddik a receptorokhoz, a kotddése kiszoritja az arresztin C-
terminalis végét, destabilizalja a polaris magot, eldsegitve ezzel az arresztin konformacios

atrendez6dését, amely lehetové teszi a nagy affinitast receptor kotést (41) (42).
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A B-arresztin-kotést gyakran két kiilon 1épésben targyaljak. ElGszor is a
B-arresztin csak egy alacsony affinitasi komplexet képez a receptorral, amelyben a
receptor foszforilalt C-termindlisa taszitja az arresztin savas C-farkat, és ezaltal hozzafér
az N-domén tobb bazikus csoportjdhoz. A C-farok elmozdulasa konformacios
valtozasokat és domén mozgasokat idéz el6 a B-arresztinben, amelyek lehetové teszik a
masodik kotési 1épést, ami mar a receptor szoros kotddését jelenti, és igy egy nagy
affinitasu komplex jon 1étre. Tovabbé a B-arresztin olyan szogben kotddik a receptorhoz,
ami azt sugallja, hogy az B-arresztin C-sz¢li hurkai is fontosak, kdlcsonhatasba Iéphetnek
a plazmamembrannal, amit nemrégiben kisérletileg is megerdsitettek (43). A C-farok
elmozdulasa eltavolitja az arginint (R175 az arresztin-1-ben és R169 az arresztin-2-ben),
¢s ezaltal felboritja a toltési egyensulyt a polaris magban, a kapu hurokban eltolja,
eltaszitja a savas aminosavakat (D296 — N305). Ez valdszintileg hozzajarul a kapu hurok
N-domén felé fordulasdhoz. A kapu hurok mozgasa pozitiv toltésii rést nyit az N-domén
oldalan, amely a receptor foszforilalt C-terminalisanak feltételezett kotési helye. Néhany
kisérlet azt sugallja, hogy a kapu hurok mozgasat és a polaros mag tovabbi felbomlasat
csak az aktiv receptor idézi el6. Ezek szerint a kezdeti alacsony affinitasi komplexben a
receptor foszforilalt C-terminalisa még nem tud hozzaférni a p-arresztin N-doménjének
pozitiv toltést hasadékjahoz, és feltételezhetd, hogy ekkor még csak az N-domén homoru
részén 1évo pozitiv toltésti aminosavakhoz kapcsolodik (44). Egy 2018-as tanulmanyban
munkacsoportunk kimutatta, hogy a B-arresztin2 képes megkotni a masodik messenger
kinaz altal foszforilalt, de inaktiv AT1 angiotenzin receptorokat is. Megallapitottak, hogy
ez a kolcsonhatds a receptor C-terminalisdban 1€vé foszforilalt szerin/treonin-
klaszterektdl és a B-arresztin2 N-doménben 1év6 két konzervalt foszfatkoto lizintdl fiigg.
A szerzOk ezt stabilitasi zarnak nevezték. Ez a szerkezet felelés a GFKR-ok és a B-
aresztinek kozotti a tartds kotésért (45,46). Feltételezhetd, hogy létrejohet ilyen stabil

kapcsolodas mas, nem receptor fehérjékkel is.
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2. dbra: Arresztin molekula altalanos szerkezete: Forras: (47) alapjan modositva.

Az elmult években kiilonb6zé GFKR-arresztin komplexek részletes és egymastol
eltéré szerkezetér6l szamoltak be (14). A feltart valtozatossag megmutatja, hogy a
GFKR-ok és az arresztinek kozotti interakceié milyen dinamikus és sokszinti. A legtijabb
kristalyszerkezeti vizsgalatok azt talaltak, hogy a B-arresztinl maximalis kotédése az M2
muszkarin receptorral nemcsak a receptor foszforilacidjat igényli, hanem a B-arresztinl
C-terminalisanak és a plazmamembrannak a kolcsonhatasat is. (48) (49). Egy masik
tanulmanyban a PB-arresztin2 2,3-A kristalyszerkezetét a CXCR7 receptor karboxi-
terminalisabol szarmazo foszfopeptiddel (C7pp) komplexben hoztak 1étre, a C7pp-hez
kotott B-arresztin2 strukturdlis elemzése kulcsfontossagu kiillonbségeket tar fel a p-
arresztinl korabbrol ismert aktiv konformaciojatol. Az egyik legfontosabb kiilonbség a
C7pp-hez kotott B-arresztin2 rotacidja a domének kozott (50). Korabbi vizsgalatokbol
ugy tlint, hogy bar a B-arresztin domének magjaban 1év6 eredeti strukturak valosziniileg
nem valtoznak jelentdsen az aktivacio soran, a domének mozgasdnak mértéke és a hurkok
rugalmassdga megvaltoztathatja a fB-arresztint annyira, hogy kiilonboz0 aktivaciods
konformaciokat vegyen fel, mondhatni a molekula 6nmagat alakitja az interakcios
partnerekhez. Igy valik lehetségessé, hogy tobb szaz féle GFKR-hoz csupan 2 (4)

arresztin molekula kotddik, és képes azokat szabalyozni, arrdl nem is beszélve, hogy az
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egyes receptorok is ligand fiiggden kiilonboz6 konformaciot vesznek fel (51). 2019-es
tanulmanyban strukturalisan sikeriilt bizonyitani hogy a GFKR-ok foszforilacio fliggd
mintdzatai befolydsolhatnak egyes arresztin funkcidkat anélkiil hogy mas funkciokat
érintenének. Példaul a GFKR-hoz anélkiil is kotédhet az arresztin - meggatolva a G-
melyek kordbbi elképzelések szerint feltétlen beinditjak az arresztin fiiggd jelatvitelt.
Tovéabba az arresztin egyes régidinak konformacios valtozasa egymastol fiiggetlentil is
l1étrejohet, ezzel is novelve a molekula sokszintiségét, és a Ilehetséges kotddo

fehérjepartnerek variabilitasat (52).

2.2.3. A G-fehérje kapcsolt receptorok szelektiv jelatvitele

Tobben bizonyitottak, hogy a kiilonféle GFKR agonistak a G fehérje aktivalasa
helyett képesek szelektiven aktivalni specifikus jelatviteli kaszkddokat. Ezt a jelenséget
,,bias (elfogult) agonizmusnak™ vagy ,,jelatvitel szelektiv agonizmusnak” nevezik, amely
kiilonb6z6 fizioldgiai valaszokat valt ki (53,54). Korabban altalanos egyetértés volt
abban, hogy az jelatvitel-szelektiv agonizmus alapja a ligand-specifikus valtozas a GFKR
konformacioban (55). Egészen a kozelmultig, az volt a klasszikus nézet, hogy egy adott
ligand hatasa (vagy adott gyogyszer hatékonysaga) abbol fakad, hogy ezek kiillonbozo
hatékonysaggal toborozzak a tovabbi jelatviteli fehérjéket, példaul a B-arresztineket vagy
a G-fehérjéket. Ujabb vizsgalatok kimutattak, hogy a ligandum-receptor komplexek
konformécios kiilonbségei a transzducerekre is atterjednek. A B-arresztinek esetében a
1étrejovo konformacios valtozasok befolyasoljak a tovabbi fehérjékkel vald interakcidt.
A G-fehérjék esetében ezek a valtozasok befolyasoljak a a GTP-kotés sebességét,
valamint a G-fehérje receptorokkal komplexben toltott idejét, és igy a receptorok G-
fehérje forgalmat, ezaltal modulalva a lefelé iranyul6 jelatvitel aktivalasat (56). Tovabba
a GFKR — B-arresztin kdlcsonhatés fligg a receptorok konzervalt motivumain végbemend

foszforilacigjatol, amely torténhet akar GRK-kal, akar mas kinazokkal (29).

Tobb mint egy évtizeddel azutan, hogy leirtak a B-arresztinek receptorok
internalizacidjdban és deszenzitizacidjaban betoltott szerepét, megsziilettek azok a

publikécidk, melyek a receptorok jelatvitelében betdltott szerepiikrdl szélnak. Kidertilt,
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hogy a B-arresztinek feladata nemcsak a GFKR-ok aktivalasa utan megsziintgetni a G-
fehérje jelatvitelt, hanem 1j jelatviteli utvonalakat is inditanak (57). A receptorral torténd
kapcsolodasuk szerkezeti atrendezddéseket indukal, ezaltal aktivalédnak és tovabbi
jelatviteli molekulak megkotésére lesznek képesek. Igy valnak a B-arresztinek allvany
fehérjekké és jelatviteli csomopontokkd. Kozelebb hoznak a receptorhoz kiilonbozé
kindzokat, foszfatazokat, amelyek egyiittesen szignaloszémakat képeznek, ezzel a
kozelséggel lehetdség adodik egyes fehérjék aktivacidjara, mig mas effektor fehérjéket
pedig éppen a megkotés gatolja meg funkcidjuk betdltésében. A szignaloszomak azért is
fontosak, mert még joval a receptorok aktivalasa utan is késleltetett sejtes valaszokhoz

vezetnek.

Ujabb biolumineszcenciis rezonancia energiatranszfer (BRET) alapG és
fluoreszcens rezonancia energiatranszfer (FRET) alapi tanulményok konforméacios
bioszenzorokat hasznalva a specifikus G-fehérje aldoméneket (58) vagy a B-arresztineket
vizsgalatara (59) kideritették, hogy a konformacios kiilonbségek a ligand-receptor
komplexekben a késObbi atalakitd 1épésektdl is kialakulnak, vagyis a transzducer
visszahat a receptor ligand kotd lehetdségeire. Példaul a Ba-receptor esetében ha nincs
jelen a Gs fehérje, akkor még a leghatékonyabb teljes agonistak sem képesek a receptort

az aktiv konformacioban stabilizalni (60).

Az jelatvitel-szelektiv agonizmus molekuldris alapja, vagyis a ligand altal
specifikusan aktivalt jelatviteli ut 1étrejotte szamos tényezotdl fiigg. Nem csak a ligand és
a receptor kozotti bimolekularis kdlcsonhatasra kell gondolni, ami eldsegiti a specifikus
receptor konformaciét majd az adott G-fehérje, P-arresztesztin és mas jelatviteli
molekuldk kotddését. A G-fehérjék, a P-arresztinek és a tobbi jelatviteli partner
sztochiometriai aranya is befolyéasolja, hogy egy adott receptor-konformacié milyen
mértékben aktivalja Sket. Igy egy jelatviteli partner magas expresszioja ennek az utnak a
preferencidlis aktivalddasahoz vezethet, még akkor is, ha a receptor konformécio
valamivel alacsonyabb affinitassal rendelkezik iranta. Ezek a sztdchiometriai aranyok
meghatarozzak a rendszer jelatvitel-szelektivitasat. Azt is meg kell emliteni, hogy a G-
fehérjék és a P-arresztinek sztdochiometriai ardnyai egy adott sejttipusban vagy akar a
szovetben kiilonféle fizioldgiai vagy koros tényezdkkel modosithatok. Ezek a hatasok

mind meghatarozzak a dinamikus jelatvitel-szelektivitast (61).
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Ha a késobbi jelatviteli fehérjéket tekintjiik, akkor érdekes példa a V2R, mely
receptor esetében sikeriilt kimutatni a B-arresztin2-fiiggé ERK valaszt (62). Fontos
megjegyezni, hogy az ezen az uton aktivalt ERK t6bb tulajdonsagéaban is kiilonbozik a
G-fehérje-fliggd ERK aktivaciotol. Példaul a két utvonal idében elkiiloniil egymastol, a
B-arresztin medialt aktivacioban az ERK foszforilacio késobb lesz maximalis, mint a G-
fehérje fliggd aton. Valamint térben is mas valtozasok torténnek. A G-fehérje aktivalt
ERK a sejtmagba is bejut, és ott aktivalja példaul az Elk-1 vagy a c-Fos transzkripcios
faktort, mig a B-arresztin-fiiggd modon aktivalodott ERK a B-arresztin kotése miatt a
citoplazmaban marad (63). A citoplazmaban jelen 1évé foszforilalt ERK jelentOsége
tobbek kozott a sejtvaz kialakitasaban, valamint a vezikularis transzport szabalyozasaban
van (31). Az ERK aktivacion tul a B-arresztinek képesek a foszfatidil-inozitol-3-kinazt
(PI3K) szabalyozni. Ismert hogy a PI3K-AKT ttvonal fontos a sejt apoptotikus funkcioi
sordn, a sejtciklus elérehaladdséban és a sejtosztddas, a sejtndvekedés szabalyozasdban
(64). A kis G-fehérje Rho GTPazok kozé tartozo RhoA miitkodésére is hat a B-arresztin
fliggd aktivacio, igy befolyasolva az aktin-citoszkeleton atrendezodést és a kemotaxis
iranyitasat (65). A B-arresztineknek tovabba szerepilk lehet a transzkripcio
szabalyozasaban (66), gondoljuk arra hogy a [-arresztinl egyarant megtalalhato a
Bizonyitott példaul, hogy az NF«kB transzkripcios faktor inhibitor molekulajat (IkB)
képes stabilizalni, igy gatolva a tovabbi jelatvitelét (67).

A sejtszignalizacioban betoltott sokféle szerepiiknek megfelelGen a B-arresztinek
funkcidi szdmos patofizioldgiai allapotban és betegségben szerepet jatszanak. Az elmult
évtizedben tobb betegségben tulajdonitottak jelentdséget a B-arresztineknek, mint példaul
az autoimmun encephalomyelitis, az asztma, a reumas iziileti gyulladés, a gyullad4sos
bélbetegség, az epenti cirrhosis, a miokardidlis infarktus, a tiid6fibrozis, a cisztas fibrozis
(68). Ezek tiikrében is érthetd, hogy a kutatasoknak sokszor célja a B-arresztin szelektiv
aktivalasanak kidolgozésa. Példaul az AT1R esetében a vizsgélatok arra utalnak, hogy a
B-arresztint aktivald peptid ligand TRV027, mely bar nem inditjak el a Ggui-fehérje
jelatvitelt, tobb kinaz Gitvonalat is aktival, beleértve az ERK, src és endothelidlis nitrogén-
oxid szintdz foszforilacidjat. Hasonl6an az AT1R blokkoldkhoz csokkentik a vérnyomast,
viszont ellentétben a mar hasznalt gyogyszerekkel csokkenti a szisztémas érellenallast €s

javitja a szivteljesitményt azaltal, hogy ndveli a sziv kontraktilitdsat és fenntartja a
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ver6térfogatot (69,70). Ugyanakkor egy klinikai fazis II tanulmany (71) kudarcot vallott,
hidba tiint gy szamos kisérletes munkaban (72,73), hogy egy hatékony jelatvitel-

szelektiv agonistarol van szo.

Mar egy évszazada ismert, hogy a morfin (mely egy G-fehérje szelektiv agonista)
csokkenti a fajdalmat, de konnyen toleranciat okoz, emellett székrekedést és 1¢gzési
elégtelenséget. Klinikailag is elfogadott, jelatvitel-szelektiv elfogult agonizmuson
alapulé hatékony gyogyszerjelolt volt az oliceridin (korabbi nevén TRV130), egy u
opioid receptor agonistanak gondolt vegyiilet (74), mely robusztus G-fehérje aktivaciot
mutat. Hatékonysaga hasonl6 a morfinéhoz, de joval kevésbé valt ki B-arresztin toborzast,
erdés fajdalomcsillapitoként hatott egerekben ¢és patkdnyokban, de kevesebb
gasztorintesztinalis és 1égzési diszfunkciot okozott a morfinéval is megegyezd
fajdalomesillapité doézisban. Egy klinikai fazisa vizsgalat megerésitette, hogy az
oliceridin egy a betegek szdmara is megfeleld, erds fajdalomcsillapitd gyogyszer, bar a
kronikus kezelés hatdsait a rovid tava vizsgalatokban még nehéz megjoésolni.
Természetesen folytatddnak a kutatasok mas megkozelitéssel is. A u opioid receptor
kristalyszerkezetébdl kiindulva 3 milli6 molekulat dokkoltattak a receptorhoz ahhoz,
hogy talaljanak egy olyan molekulat, amely szelektivebben aktivalja a G-fehérjét (75).
Az is nehézséget okoz az jelatvitel-szelektiv ligandok keresésénél, hogy vajon valoban
egy teljesen szelektiv agonisat talalunk-e, mint ahogy azt nagyon sok dsszefoglald cikk
is emliti az oliceridin esetében, amit az utobbi években mar parcidlis agonistaként
tekintiink (76,77). Osszességében tehat ha funkcionalis szelektiv aktivitasrol beszéliink,

a transzlacios értéket in vivo vizsgalatok nélkiil nehéz megjosolni.

Az igazi elfogult agonizmus és a rendszerfligg6 elfogultsag megkiilonboztetése -
példaul részleges agonizmusként - tobb okbol is fontos. Az egyik ilyen ok példaul, hogy
az elfogult agonistak kivételes eszkozként szolgalnak a receptor konformécidok
vizsgalataban, elkiilonitve az agonista indukalt és a transzducer indukalt komformaciokat.
Erdekes példa erre az AT1R, melynek vizsgilatakor kideriilt hogy a GFKR-0ok nem
feltétlen G-fehérje irdnyaba szignalizdlnak hanem ugyanolyan fontos az GRK/arresztin

interakcio is (78).

Az jelatvitel-szelektiv agonistak felfedezése tobb szempontbol sem egyszerii

feladat. A koros allapotok modosithatjak a sejtek miikodését, beleértve receptorok lokalis

18


https://paperpile.com/c/DFTtHs/Belrj+EpfkQ
https://paperpile.com/c/DFTtHs/9Vx1r
https://paperpile.com/c/DFTtHs/Cw9nb+8yeHs
https://paperpile.com/c/DFTtHs/b661J
https://paperpile.com/c/DFTtHs/aVnyN
https://paperpile.com/c/DFTtHs/MMtaD+Zfdtp
https://paperpile.com/c/DFTtHs/G2wit

DOI:10.14753/SE.2022.2663

kornyezetének megvaltoztatasat is, megvaltozhat akar a plazmamembran Gsszetétele is.
De példaul a hipoxia, a pH véltozas, vagy a gyulladdsos folyamatok okozta redox
valtozasok is megvaltoztathatjak a sejtes kornyezetet, és ezaltal a lehetséges ligand
hatasokat. Es ha a vizsgalt GFKR gyogyszer valasza ezen megvéltozott koriilmények
miatt moédosul, példaul mas tovabbi jelatalakitot aktival, akkor tévesen mondhatjuk egy

adott ligandrol, hogy annak szelektiv hatasa van.

A hatékony gyogyszerek fejlesztéséhez ¢s a transzlacios sikerhez figyelembe kell
venni a populdcion beliili genetikai varianciat az adott receptor szekvencidkban
(polimorfizmusok), valamint a receptorok expresszidjanak valtozékonysagat az egyének
kozott. Szamos tanulmany vizsgalta a receptor polimorfizmusok funkcionalis hatasat,
beleértve az eltéré agonista valaszokat (79,80). Az ilyen vizsgalatok létjogosultsagat
mutatja egy nemrég késziilt tanulmany, mely atfogdéan elemezte 68496 egyén genom
szekvencigjat. Az talaltak, hogy szamos GFKR melyeket sziikséges esetén mar terapidsan
befolyasolhatunk, bizony jelentés mértékii genetikai varianciat mutat, mind a ligand ko6to
régidban, mind a transzducer kot6 régioban (81). Ha a ligand kot6 zseb kornyékén van az
aminosav valtozas, ami az adott receptor varidnst l1étrehozza, akkor lehetséges, hogy egy
ismert antagonista vagy parcialis agonista a polimorfizmust hordoz6 egyénben teljes
agonistaként fog mitkodni. Példaul a kemokin A receptor egyik polimorfizmusaban a
ligand kotés utan a transzducer kotddés teljesen megvaltozott, a vad tipusu receptorhoz
képest, valamint a CXC-kemokin receptor 4 esetében azt talaltak (82), hogy a genetikai
variacié megvaltoztathatja a receptor kotddését a B-arresztinekhez, igy megvaltoznak a
tovabbi jelatvitel hatasai. Hasonld valtozds a vazopresszin receptoroknal is
megfigyelhetd, ahol a R137H mutécio, amely familiaris nephrogén diabetes insipidus-
szal tarsul, konstitutiv, B-arresztin altal kozvetitett deszenzitizaciot indukal (83). Ha
megérjik és jellemezziikk az emberi populdcidban elterjedt receptor valtozatokat és
figyelembe vessziik ezeket az ismereteket, akkor az 01j gydgyszerek klinikai tesztelésének
probain kevesebb problémaba futunk bele, ami 1d6 és koltséghatékony, valamint szamos

ember szenvedését mérsékli.

Lathatd6 hogy a szelektiv jelatvitel igen Osszetett kérdéskor, de az elfogult
hatékonysdgi  ligandok  hasznos  indikacidkat nyQjthatnak a  raciondlis

gyogyszertervezésben. Valojaban az elfogult hatékonysagot a ligandok szerkezete
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kodolja, mig a rendszerfiiggé funkcionalis szelektivitas az adott sejttdl fligg, de fontos a
terapias célt is figyelembe venni. Az elfogult ligandok hatékonysagat a receptor
struktardk vizsgélataval tudjuk meghatarozni, amire mindenképpen sziikségiink van,
amikor a természetes agonistakhoz képest elonyosebb jelatviteli profilu gyogyszereket

fejlesztiink (84).

2.3. Az endokannabinoid rendszer

Evszazadok ota hasznaljuk betegségek kezelésére és rekreacios célokra a
kannabisz novény (Cannabis sativa vagy indica) kivonatait, bioaktiv anyagukat mégis
csak a 1960-as években azonositottdk “°-tetrahydrocannabinol (THC) néven. Azota tobb
mint 110 vegyiiletet izoldltak ugyanabbdl a ndvénybdl, és ezeket egyiittesen
kannabinoidoknak vagy fitokannabinoidoknak nevezziik (85). Az 1990-es években
kideriilt, hogy a THC G-fehérjéhez kapcsolt receptorokhoz kotddik €s aktivalja azokat,
igy lett ismert az 1. tipusu (CB1R) és a 2. tipusti (CB2R) kannabinoid receptor (86).
Kézenfekvd volt olyan endogén molekulakat keresni, amelyek képesek aktivalni ezeket a
receptorokat. Végiil  azonositottdk a CB1R ¢és a CB2R endogén ligandumait
anandamidként (AEA) (87) és 2-arachidonoil-glicerin (2-AG) néven (88,89). Ezek a
molekuldk lettek a legjobban tanulmanyozott endokannabinoidok (eCB). Kés6bb
azonban még tobb molekulat definidltak endokannabinoidként, beleértve a 2-
arachidonoil-gliceril-étert (noladin-éter, 2-AGE), az O-arachidonoil-etanol-amint
(virodhamin), az N-arachidonoil-dopamint (NADA) és az olajsavamidot (oleamid, OA)
(90).

Az eCB-ok tobbféle uton keletkeznek, kialakulasuk szovetenként ¢és a szervezet
fejlettségi szintje szerint mas és mas, koros folyamatok pedig meg is valtoztathatjak a
keletkezési utakat. A 2-AG eléallitasanak kanonikus utja kétlépéses utvonal, a specifikus
foszfolipaz C (PLC) a plazmamembranban talalhat6 inozitol foszfolipidek hidrolizisével
diacilglicerint (DAG) hoz létre, amibdl a diacilglicerin-lipaz (DAGLwp) szintetizélja a 2-
AG-t. N-arachidonoil-etanol-amin-t (anandamid, AEA) a sejtek szintén membran
foszfolipid prekurzorokbdl szintetizaljak, féleg a Ca?*-fiiggd N-aciltranszferaz (NAT) és
az  N-acil-foszfatidil-etanol-aminosav-specifikus ~ foszfolipiz D  (NAPE-PLD)
segitségével. Az endokannabinoidok biologiai aktivitasat gyors katabolizmusuk fejezi be,

amelyért foleg a zsirsavamid-hidroldz (FAAH) a felelds, mely az AEA-t hidrolizalja, és
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a monoacil-glicerin-lipaz (MAGL), amely 2-AG lebontasat végzi. Kimutattak, hogy az
AEA-nak nagy affinitdsa van a CB1R irant és alacsonyabb a CB:R irant mig a 2-AG
mérsékelt affinitassal rendelkezik mindkét receptor felé (91,92) (3. abra).

DAG

NAPE-PLD
DAGL

AEA 2-AG
FAAH MAGL
COX-2
AA AA
. .
etanolamin glicerol

Prostaglandin—szeri
vegyiiletek

3. dbra: Az endokannabinoid rendszer egy részének sematikus abrazolasa: Az
anandamid (AEA) és a 2-arachidonil-glicerin (2-AG) feltételezett keletkezése és
lebomlasa, valamint a két f6 kannabinoid receptor Forras: (93) alapjan modositva.

A CB:R és CB2R-0k mellett az endokannabinoidok szamos mas receptort és
csatornat befolyasolnak, koztiikk tobb tranziens receptor potencial csatornat (TRPVI,
TRPV2, TRPV3, TRPV4, TRPA1l, TRPMS), és mas G-fehérje kapcsolt receptorokat,
mint példaul a GPR55, GPR18, GPR119. Hatassal vannak tovabba még az aldbbiakra is:
y-amino-vajsav. (GABA)-A receptor, glicin receptorok és a nukledris receptor
peroxiszoma proliferator altal aktivalt receptor gamma (PPAR-y, PPARa) (91,94-96).
Az endokannabinoidok oxidativ termékei is létrejonnek néhany ismert enzim
kozremitkddésével (COX2, 5-LOX, 12-LOX, 15-LOX, citokrém P450). Ezeknek a
termékeknek a jelentdsége, hogy sajat bioldgiai aktivitdssal rendelkeznek, amelyek
kiilonbéznek a kiindulasi endokannabinoidokétél (97). Az eCB metabolizmust
szabalyozzak tovabba kiilonbozé transzporterek, amelyek megkonnyitik az eCB-k
mozgasat at a plazmamembranon, segitik a mozgasukat intracellularisan, valamint

lehetdvé teszik a tarolasukat citoplazmatikus organellumokban, példaul adiposzémakban
(98-100).

21


https://paperpile.com/c/DFTtHs/C2Q2y+nn32X
https://paperpile.com/c/DFTtHs/5BYj8
https://paperpile.com/c/DFTtHs/C2Q2y+BDJ2m+Uete7+XTLq8
https://paperpile.com/c/DFTtHs/Fa6iM
https://paperpile.com/c/DFTtHs/ybRFJ+1Dvtl+tqANb

DOI:10.14753/SE.2022.2663

2.3.1. Az endokannabinoid rendszer fiziol6gias jelentdsége

Az intenziv kutatasok nyoman egyre tobbet tudunk az endokannabinoid rendszer
(ECR) komplexitasarol, és a terapias lehetdségekrol. A kannabisz kivonatok a THC
mellett egyéb vegyiileteket (terpenoidokat, flavonoidokat és szterineket) is tartalmaznak,
amelyekkel kiilonb6z6 mértékben modulalhatoak a THC és a rokon vegyliletek aktivitasa.
Ezen természetes anyagok koziil tobb - kiilondsen a kannabidiol - intenziv kutatasok
targya lett az elmult években, mert ezeknek a molekuldknak jelentds terapids
hatékonysaguk lehet kiilonb6zd neurologiai rendellenességekben, 6nmagukban is vagy a
THC-vel kombinalva (101).

Az ECR szamos fiziologiai folyamatban vesz részt: sejtszinten szabdlyozza a
sejtek szaporodasat, differencidlodasat, a sejtek tulélését és az apoptdzist kiilonb6zo
szovetekben, példaul zsirszovetben, hamsejtben, csontban, vérben, nemi mirigyekben,
valamint az agyban. Az endokannabinoidok szintetizalodnak a kdzponti idegrendszerben,
¢s szabalyozzak a fajdalomérzékelést, a motoros funkcidkat, a remegést és a gorcsoket, a
tanulést, az emlékezetet, a termogenezist, a alvasi ciklusokat, a szinaptikus plaszticitast,
az érzelmi viselkedést, a stresszreakciot, az étvagyat, a reproduktiv funkciokat és a
szexualis viselkedést. Az agy mellett az endokannabinoidok szintetizalodhatnak és
mukodhetnek a periférias szovetekben is szinte mindenhol a szervezetben, példaul a
szivben, a gasztrointesztinalis traktusban, a vérsejtekben, a zsirszovetben, az izmokban,
a majban ¢és a hasnyalmirigyben; ahol ezek gyulladasos reakciokat befolyasolnak,
tovabba tobbek kozott a vérlemezke-aggregaciot, a vérnyomast, a pulzusszamot, az
értagulatokat és az energiaegyensulyt. Kovetkezésképpen az endokannabinoid rendszer
mar bizonyitottan szdmos patoldgiai folyamatban is részt vesz, és Osszefliggésben all
neurodegenerativ rendellenességekkel, elhizassal, diabetes mellitus-szal,

kardiovaszkularis rendellenességekkel, rakkal, és szamos gyulladasos folyamattal.

2.3.2. Az endokannabinoid rendszer terapias jelentdsége

Az endokannabinoid rendszer fontos szerepet jatszik a sziv- és érrendszerben,

kiilonosen betegségek esetén. Normal koriilmények kozott, egészséges allatokban az

crer

valtozasokat. Betegség esetén azonban az ECR szabalyozatlan valtozasokhoz vezet. In
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Vitro és in vivo vizsgalatok, valamint néhany klinikai / epidemiologiai tanulmany alapjan
kardiovaszkuléris megbetegedésekben az ECR megvaltozasa figyelhetd meg. Ez viszont
felveti az ECR moduléci6 terapids potencialjat is. Az endokannabinoidok és szintetikus

analdgjaik fontos hatdssal vannak a sziv- és érrendszerre, beleértve a szivizmot érintd

crer

e ey

vérnyomas, a cirrhotikus kardiomiopatia, a miokardidlis infarktus ¢és kronikus
szivelégtelenség esetében is (102).

A két legismertebb kannabinoid receptor a CBiR és CB:2R is fontos terapias
célpont. A CB1 receptor mar tobb mint 30 éve kutatott farmakologiai szempontbdl is, és
mar szamos szintetikus liganduma létezik. Allatkisérletek és klinikai vizsgélatok alapjan
CB1iR farmakologiai befolyasolasa elényds lehet kiilonféle allapotokban, példaul a
fajdalom, a szorongas, a neurodegeneracio ¢s az elhizas csokkentésében (103-105). Az
FDA altal jovahagyott jelenlegi CBiR gyogyszerek kozé tartozik a nabilon, egy
szintetikus THC anal6g, melyet kemoterapia altal kivaltott hanyinger ellen hasznalnak,
¢s a sativex, egy neuropatias fajdalom kezelésre hasznalt kannabisz-kivonat. A szintetikus
inverz agonista rimonabantot az eurdpai Gyogyszeriigynokség 2016-ben jovahagyta az
elhizas kezelésére (106), de nem sokkal késébb a kedvezdtlen pszichiatriai mellékhatasok
miatt felfiiggesztették a klinikai felhasznalasat. Ez az eset jol szemlélteti a kockazatat
annak ha a kozponti neuromodulécidban is igen jelentds receptort szeretnénk
befolyasolni. CB1R esetében sokszor igen komoly mellékhatasok keriilnek eld, mint
példaul a hallucinaci6, a memoria karosodasa, gorcsok és pszichozis (107). Az elmult
években 1) stratégidk keriiltek elétérbe a CB1R ligandumok 1étrehozésara, ilyen példaul
az alloszterikus modulatorok ¢€s a periférids inhibitorok (inverz agonistdk / semleges
antagonistak) fejlesztése. A receptor sturkura jobb megértése és a komplex jelatviteli
kapcsolatok megismerése is az elénydsebb farmakoldgiai megkdzelitéseket segiti.

A periférian az endokannabinoid jelatvitelben fontos szerepet jatszik az
immunrendszer. Kimutattdk, hogy a leukocitdk és mas immunsejtek CB2R-t és kisebb
mértékben CB: receptort is expresszalnak. A kannabinoid receptorok cAMP és MARK
jelatviteli Utvonalai kulcsfontossagli szerepet jatszanak az immunhomeosztdzisban.

crcr

makrofagok kivaltotta elpusztitasat, a gyulladasos citokin termelést, az immunsejtek
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aktivalasat kiilonféle gyulladasokban, a kemotaxist és a gyulladasos sejtvandorlast (108).
Az endokannabinoidokat az immunrendszerben tobbnyire makrofagok, limfocitdk,
asztrocitdk, dendritikus sejtek, mikroglia ¢és monocitdk termelik. Bar az
endokannabinoidok nem szelektivek hatnak a kannabinoid receptorokra, bizonyitottan
csokkentik a hiperalgéziat kiilonb6z0 iziileti gyulladasos allatmodellekben, és megeldzik
az iziileti karosodast. Az AEA vagy a 2-AG lebomlésat gatl szerek kombinalva mas,
jelenleg rendelkezésre allo kezelési stratégiakkal - mint példaul a COX-2 inhibitorok -
segitik a fajdalomcsillapitast és a gyulladascsokkentést (109).

A kannabinoidok biologiai €s szdvettani gyulladascsokkentd hatasait emberben
néhany klinikai vizsgalatban is tesztelték mar, ilyen megbetegedések a sclerosis
multiplex, rheumatoid arthritis, scleroderma és 1-es tipust cukorbetegség. Tovabbi
pozitiv kannabinoid hatasokat figyeltek meg autoimmun gyulladdsos bélbetegségek
esetén, a fekélyes vastagbélgyulladasban ahol a kannabinoid terdpia csokkentette a
hasmenéses allapotokat, tobb alkalmazasban csokkentette a fijdalom kialakulasat, de
pozitiv hatisai vannak az alvasra is. Erdekes megfigyelés, hogy a szintetikus
kannabinoidok nagyobb kotési affinitast mutatnak a CB2R-hoz, aminek terapias eldnye
lehet az, hogy ezeket a receptorokat aktivalva pszichoaktiv hatdsok nélkiil lehet
befolyasolni az immunrendszert. Természetesen a célzott és szelektiv hatds nagyon fontos
hogy megértsiik a kannabinolokat és hogy miként hasznosithatjuk dket a legkevesebb

mellékhatassal (110).

2.4. A CB; receptorok

2.4.1. A CBq receptorok jelatvitele

A CBi1R a G-fehérje kapcsolt receptorok kozé tartozik, és 44%-0S aminosav
homolégiat mutat a CB2R-ral. Akar csak a CB2R-t, a CB1R-t is az A osztalyt receptorok
koz¢ soroljuk. Az A osztalyl receptorok, megkotik a B-arresztint a plazmamembranon,
de el is engedik azt az internalizalodas kozben, mieldtt még a receptor a korai
endoszomakba keriilne; ez egy alacsony affinitdsu kotddés, mely csak atmeneti.
Ugyanakkor a B osztalya receptorok, mint példaul az 1-es tipust angiotenzin II receptor
(AT1R), a V2R és az oxitocin receptorok, stabilabb asszociacioval rendelkeznek: a f3-

arresztin egylitt marad a receptorral, €s az internalizaci6 utdn is megjelenik a

24


https://paperpile.com/c/DFTtHs/NsMzY
https://paperpile.com/c/DFTtHs/4Rt9N
https://paperpile.com/c/DFTtHs/Pg5wm

DOI:10.14753/SE.2022.2663

vezikulakban. Tehat ez az interakcio hosszu és tartds, és ebben az esetben az arresztin-
fiiggd jelatviteli utak aktivaldsa is jelentdsebb. A B osztaly kotddés esetén a receptorok
sorsa a lizoszomak felé vezet, mig az A osztalyl receptorok ujrahasznositasra keriilnek
(112).

A CBiR-ok talnyomorészt az agyban expresszalédnak, kiilondsen az
agykéregben, a hippocampusban, a bazalis ganglionokban és a kisagyban, ahol a
kannabisz pszichotrop ¢és viselkedési hatdsainak tobbségét kozvetitik. De ujabb
bizonyitékok szerint a CB1R szdmos periférias szovetben is kifejezodik, beleértve a 1épet,
a bélrendszert, a tiid6t, a méhet, a csemoémirigyet, a szivet és az érrendszert.

Szamos vizsgalat bizonyitja, hogy mind a CB1R, mind a CB2R-0k Gi/, fehérjéhez
vannak kapcsolva, gatoljak az adenilat-ciklaz aktivitasat, ami a cAMP-szint
csokkenéséhez vezet, emellett csokkenti N-tipusti Ca®* csatornak nyitottsagat, valamint a
Gi fehérje By egysége megnyitja a befelé iranyulé K™ (GIRK) csatornakat, igy 1étrejon
egy negativabb nyugalmi membranpotencialt, mely jelenség a neuronok kozotti
szinaptikus résben a neurotranszmitter leadas csokkenéséhez vezet. A cAMP jel
csOkkenése masodpercek alatt megtorténik, ezt koveti a receptor-foszforilacidja (GRK
altal), amely kivaltja a B-arresztinl (PBarrl) és a P-arresztin2 (Parr2) toborzdsat a
receptorhoz. A B-arresztinek kotésének kovetkezménye a CB1R deszenzitizacidja és
internalizacidja, ami az ERK1/2, és néhany bizonyitott estben PI3K/Akt jelatviteli utak
aktivalasahoz vezet (112). Fontos megjegyezni, hogy a CB1R konstitutivan, azaz ligand
megkdotése nélkiil is internalizalodik (113), bar ebben szerepe lehet a sejtek folyamatos
2-AG képzésének is (114). Tovabba CB1R-okrol kimutattak az is, hogy egyes esetekben
képesek kapcsolodni a Gs fehérjéhez, stimuladlva a cAMP termelést: tenyésztett patkany
striatalis neuronokban kannabinoid kozvetitette cAMP szint novekedését talaltak,
valamint a CB1R-t expresszalo CHO sejtekben is, forskolin jelenlétében (115). A CB1R
és Gs kolcsonhatasat rekombindns human CBi1R-okkal transzfektalt CHO sejtekben is
megerdsitették. A CB1R adenilil-ciklazra gyakorolt kett6s gatld és aktivald hatasarol
beigazolddott, hogy ligand-specifikus. Kimutattak, hogy a HU-210, AEA ¢és Win55
agonistak maximalis Gai aktivaciot valtottak ki, mig a THC csak részleges Gai aktivaciot
okoz. Ezzel szemben csak a HU-210 agonista okozott maximalis a Gao aktivaciot, az
AEA, a Win55 ¢és a THC csak részlegesen hatottak. A Win55 és a HU-210 vegyiiletek

azonos erOsségii receptor - G-fehérje kotédést indukalnak mind a Gai mind a Gos
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fehérjékhez, mig a CP55,940 és az AEA aktivacio is a Goi-fiiggd jelatviteli utakhoz vezet
(116).

Ugy tiinik, hogy mind a CB1R-0k, mind a CB;R-ok intracellularis hurka (ICL2),
¢és kiilonosen a konzervalt DRY (X) 5PL motivumban talalhatdo Leu-222 aminosav
kritikus szerepet jatszik a Gs és a Gj fehérje kotésében (115,116).
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4. abra: A CBI1 receptor jelatvitelének egyszeriisitett 6sszefoglalasa: Forras: (113)

.. kannabinoidok
O
i

alapjan modositva.

2.4.2. A CBqy receptorok szerepe a keringési rendszerben

1995-ben mutattak ki el6szor, hogy in vitro (nyal agyi artéridkon) a
kannabinoidok vazorelaxacioét okoznak. Ellis és munkatarsai az elsé azonositott
endokannabinoidot, az anandamid-ot (AEA), és a novényi eredeti pszichotrop
kannabinoidot a THC-t hasznaltak (117). Azo6ta szamos tanulmanyban latjuk, hogy ha
kannabinoidokat vagy endokannabinoidokat hasznalnak izolalt artéridkon, akkor ezek az
anyagok az érellenallas véltozasat eredményezik. A legtobb esetben vazorelaxacié az
eredmeény, bar vazokonstriktor valaszok is megfigyelhetok. A kannabinoidok modulaljak
a vazoaktiv vegyiiletek, koztliik az acetilkolin, a metoxamin, az angiotenzin Il és az
U46619 (tromboxan agonista) hatdsat is. A jelenség magyarazataként szamos
hatdsmechanizmust javasoltak, ideértve a receptor aktivalasat, a kaliumcsatorna
aktivalasat, a kalciumcsatorna gatlasat €s a vazoaktiv mediatorok, példaul a kalcitonin
génnel rokon peptid, a prosztanoidok, az NO, az endothelialis eredetii hiperpolarizalo

faktor és a hidrogén-peroxid termelését (118,119). Bizonyitottan vazorelaxans hatasokat
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okoz tovabba az AEA, az N-arachidonoil-dopaminra (NADA), az oleo-etanol-amidamid
(OEA), az oleamid, a CP55 940, a Win55212-2 ¢és a HU-210 is szamos artérias
preparatumon, beleértve a vese, a mesentericus, a szemészeti és agyi artériakat (120).
Ezek a vazorelaxdns hatasokat részben a CBiR aktivalasa kozvetiti. Nagyon sok
vizsgalatban a kannabinoidok vazoaktiv hatasaért nem lehetett a CB1R feleldssé tenni,
bizonyos esetekben ennek az lehet az oka, hogy a CB1R nem is expresszalodik az adott
artéria vizsgalt szegmensében. Példaul az AEA nem lazitja a patkany disztalis femoralis
artériait, de ezekben az artéridkban nincs is kimutathaté6 CB1R. Egy masik magyarazat az,
hogy a kannabinoid agonistak funkcionalis szelektivitast fejezhetnek ki a CB1R-okon, oly
modon, hogy egyesek hatékonyabban inditjak el a relaxacidhoz vezetd mechanizmusokat
- példaul a Ca?'-csatorna gatlasa és a kaliumcsatorna-aktivacio révén -, mint masok.
Egyes kannabinoidok vaszkularis hatdsait metabolikus termékeik kozvetitik. A THC, az
AEA ¢és a 2-AG vazorelaxans hatasat gatolja a zsirsavamid-hidrolaz, a MAGL, a COX ¢és
a citokrom p450 gatlasa (121).

A szivben a CB1R szerepet jatszik a szivizom ischaemiés prekondicidban, és az
ischaemia-reperfuzios karosodasaban is. A miokardiumban 1évé CBiR-ok negativ
inotropiat kézvetitenek, in vivo és in vitro egyarant, igy a sziv kevésbé fog 6sszehtizodni.
Ragcsalokon folyatott vizsgalatokban a magas vérnyomasos allatoknal az anandamiddal
stimulalt CB1R ténusosan csokkenti a sziv kontraktilitdsat, ami végiil normalizalja
vérnyomast, a csokkent szivosszehizodason és az érellenéllas mérséklésén keresztiil. Az
ilyen eredmények azt sejtetik, hogy olyan kardiovaszkularis kockazatok esetében, mint

példaul a magas vérnyomas, figyelembe kell venni a CB1R hatasokat is (102).

2.4.3. A CB1 receptorok és mas G-fehérje kapcsolt receptorok kapcsolata

Az idegsejtek kozotti a posztszinaptikus neuralis membranon mar régota ismert,
hogy nem csak posztszinaptikus serkentd potencidl jon létre, hanem eCB termelés is
torténik, ami visszahatva a preszinaptikus membranra, a CB1R-okon keresztiil gatolja a
tovabbi neurotranszmitter felszabadulast. Az eCB termelés mindkét mechanizmusat
latjuk itt is: a glutamat receptor aktivalasaval kalcium szignal jon l1étre, amely aktivalhatja
az eCB kialakulasaban szerepet jatszé enzimeket, és a DAG metabolizalodasaval 2-AG
alakul ki. Ez a retrograd kannabinoid jelatvitel az egyik legjobban tanulmanyozott

kozponti idegrendszeri hatdsa az endokannabinoidoknak. Kélcium jel és kovetkezményes
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endokannabinoid termelés azonban gyakorlatilag barhol a sejtmembran kozelében
kialakulhat. A Gq kapcsolt receptorok aktivalasa létrehozza a kalcium jelet, majd
aktivalodik a PLC, amely a foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfatot (PIP.) hasitja a
plazmamembranban, DAG ¢és inozitol-1,4,5-triszfoszfat (IP3) keletkezik. Az eldallitott
DAG a 2-AG termelés szubsztratjaként szolgalhat, és a 1étrejové endokannabinoid a
kozelben 1évé kannabinoid receptorokat parakrin vagy autokrin mddon is aktivalhatja
(122). A 2000-es évek elején kezdett ismertté valni, hogy az idegrendszerben a retrograd
kannabinoid jelatvitel nemcsak a glutamat receptorok ingerlése soran jon létre, hanem
jelentésége van példaul a muszkarinos Ach receptornal is. Tovabba kimutattak, hogy a
kolecisztokinin neuropeptid (CCK) eCB-fiiggd mechanizmuson keresztiil szabalyozza a
hippokampusz piramissejtjeinek GABAerg hatasat. In vitro vizsgalatokbol ismert, hogy
a szerotonin 5HT2A ¢és SHT2C receptorok aktivalasa 2-AG termeléshez vezetett
foszfolipaz C-fiiggd mechanizmussal, s6t a posztszinaptikus szerotonin receptorok
aktivitasa az inferior oliva magvakban csokkentette a glutamaterg serkentést, és ezt a
hatast blokkolta az AM251 CB1R inverz agonista (123).

Eltavolodva a kdzponti idegrendszert6l, munkacsoportunk heteroldg expresszios
rendszerben bizonyitotta az AT1 receptorok kapcsolata a CB1 receptorokkal. Az AT:R
aktivacioja, hasonloan mas Gg11-kapcsolt receptorok is 2-AG felszabadulasahoz és a
kozeli sejteken 1évé CB1R parakrin transzaktivaciojahoz vezet (122). Simaizomsejteken,
ahol megtalalhato a CB1R és tobb Ggai-kapcsolt receptor is, elképzelhetd hasonlo

transzaktivacio (5. abra).
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5. dbra: Sematikus abrazolasa a CBi receptor transzaktivaciojanak
simaizomsejteken: Az ATiR aktivicidja a Ca?* jel kialakitasa kozben 2-AG
keletkezésével jar, ami az azonos vagy a szomszédos sejteken megtalalhatdo CB1R-okat
trajszaktivalhatja, mely a Gi valaszon keresztiil mérsékli a Ca*'-jelet. Hasonld
elmondhat6 mas GFKR-okrol is, nem csak Ggq, de Gi2/13 kapcsolt receptorok is felelések
a simaizom Osszehuzddasért, utobbi esetében a Rho kinazon keresztiil. (sajat abra)

In vivo ez a jelenség befolyasolhatja az Ang II hipertenziv hatasat. Ugyanakkor
figyelembe kell venni a CB1R-ek és az AT1R-ek heterodimerizacigjat is, ami el6fordulhat
a vaszkularis sejteken is, és befolyasolhatja ezen receptorok mikodését (124).
Amennyiben a CB1R jelen van az adott szovetben és a felszabadult endokannabinoidok
elérik a receptort miel6tt lebomlandnak, akkor 1étrejohet a CB1R aktivacioja aminek lehet

fiziologiés hatasa, példaul az értonus szabalyozasaban is.
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2.5. A CB: receptorok

2.5.1. A CBg receptorok jelatvitele

A CB: kannabinoid receptorok is a G fehérje kapcsolt receptorok csaladjaba
tartoznak, €s a rodopszin, A osztaly tagjai, melyre jellemzd az atmeneti, rovid idejii -
arresztin kotés kialakitasa (125). A human receptort kodold6 CNR2 gén (GenelD1269) az
l-es kromoszéman, a p36.11 pozicioban helyezkedik el, két exont és egy intront
tartalmaz. Az els6 exon nem irodik at, a promoter szekvencia egy részét tartalmazza, igy
a transzkripcid szabdlyozasaban van szerepe. A gén kb. 39,9 kb hosszu, és 360 aminosav
méretii peptidet kodol (126). A CB2R szignal transzdukcidja Gino fehérjékhez van
kapcsolva. A Ga alegység aktivalasa gatolja az adenilil-cikldz aktivitast, és a Gy
alegységeken keresztiil gatolja a fesziiltségtol fiiggd kalcium csatornakat, elinditja a
mitogén-aktivalt protein-kinaz (MAPK) ¢és a foszfoinozidid-3-kindz (PI3K)-Akt
utvonalakat (127), (128), (129). Ahogy a CB: receptor (130) ugy a CB2R is mutat
konstitutiv aktivitast nem csak in vitro, de in vivo rendszerekben is (131,132).

A kannabinoid receptorok mind konstitutiv moédon, mind a stimulécié utan
internalizalédnak. A receptor C-terminalisanak foszforizacioja utan a B-arresztin CB2R-
hoz torténd kotddésére a receptor internalizacidja és deszenzitizdlodasa kovetkezik
(133), (134) (135). B-arresztin2 toborzast figyeltek meg a CB2R-ok kozelében tobbféle
agonista alkalmazasa utan: a Win55212-2, a CP55,940 ¢és a szelektiv CB2R agonista
JWH-015 esetében (135), (136). Patkany mikroglia sejteken az endokannabinoid 2-AG
hatasara a receptor szintén agonista kifejtett internalizaciot mutatott (137). Az
internalizalas majd az Gijra membranba kihelyezddés folyamataban részt vesznek a Rab5

¢s a Rabl1 fehérjével jellemezhetd vezikuldkat is.

2.5.2. A CB: receptorok a szervezetben

A CB:2R-okat jelenlétét leirtak szamos periférias szervbdl is, az immun sejtekben
fontos immun funkciokat tulajdonitanak nekik, és szdmos immunologiai betegséggel
hozhatoak Osszefliggésbe (138). A receptorok stimulacidja gyulladaskelté citokinek
csokkentésével, az immunsejtek szaporodasdnak gatlasdval valamint antitestek

képzésének serkentésével immunmodulalo, gyulladascsokkentd hatast fejt ki (139),
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(140). A makrofagokon, T-helper sejteken, és a mezenchimalis sztoma sejteken
megtalalhatd CB2R stimulécioja igéretes gyulladascsokkentonek bizonyulhat a jovében a

COVID-19 fert6zott betegeknél (141).

A receptor periférids elhelyezkedése mellett nem elhanyagolhatdé a kozponti
idegrendszerben betoltott szerepe. A CBiR-okkal ellentétben a CB2R agyban vald
expresszidja sokdig ellentmonddsos volt, mivel a kutatasok elsé ¢éveiben a
munkacsoportok nem tudtak kimutatni normal egészséges agyban a CB2R fehérjét (142).
Késébb masok CB:R-okat csak az agy immun sejtjeiben taldlnak, jol lathatéan a
mikroglidkon (143), (144). Ezutan a mikrogliakon tul a kisagyi mikrovaszkularis endotél
sejtekben, az idegi progenitor sejtekben, a magzati asztrocytakban és néhany mikroglia
alcsoportban is azonositottak a receptort egészséges emberek esetében (145) (146), (147)
(148), valamint a ventralis tegmentalis teriilet dopaminerg neuronjaiban (149). In vitro
kisérletek kimutattdk hogy a receptor fehérje és/vagy mRNS megtalalhat6 az emberi érzd
idegrostokban, dorzalis gyokér-ganglionokban, gerincveldi neuronokban, hippokampalis
neuron  kultGrdkban  és a  kisagy = Purkinje  sejtjeiben is  (145).

Bar fiziologias koriilmények kozott a CB2R agyi expresszidja alacsonyabb a
CB1R-ok expressziojahoz képest, de néhdny megbetegedésben, mint példaul az
Alzheimer kor, a szklerozis multiplex, vagy az amitrofids lateralszklerdzis,
megnovekedett a receptor jelenléte (150,151). A receptorok gyulladas csokkentd hatasai
miatt ezekben a megbetegedésekben igéretes terapias célpontok lehetnek, kiillondsen
olyan koriilmények kozott, ahol kronikus gyulladas jatszik szerepet a betegség
kialakulasaban, mint példaul az Alzheimer kor esetében (152,153). A 2000-es évek
kutatasai ramutattak hogy a CB2R-oknak kiemelkedd szerepe van egyes pszichologiai
rendellenességekben is, mint példaul a skizofrénia (154), a depresszio, és az alkoholizmus
(155,156), és a receptor aktivacioja elnyomja mind az akut, mind a neuropatias fajdalmat
(157). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy nemcsak a CB1R, hanem a CB:R is fontos

szabalyozé szerepet tolt be a kdzponti idegrendszerben.

2.5.3. A CBg receptor polimorfizmusai

Tobb pszichiatriai betegségben vizsgaltdk az 1-es tipust kannabinoid receptor

genetikai  polimorfizmusainak szerepét és kapcsolatba is hoztdk kiilonb6z6
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fliggdségekkel, depresszidval, bipoldris zavarral, neurdzissal €s az antidepresszans
terapiaban megfigyelheté nem megfeleld gyogyszervalasszal (158,159). A CNR2 génnel
eddig viszonylag azonban kevesen foglalkoztak, annak ellenére hogy a CB2R jelentésége

is tobb pszichiatriai korképben felmeriilt.

crer

dinukleotid megfordulds tortént AAGG teriileten (rs2501432), és ez a valtozds a
fehérjében glutamin-arginin aminosav cserét eredményez a 63. aminosav pozicidban
(Q63R) (6. abra). Az aminosav csere kovetkezménye, hogy egy toltetlen aminosavval
pozitiv toltéstivé valik, amely hatassal lehet az elsé intracellularis citoplazmatikus hurok
strukturajara, kiilonb6z6é moédon befolyasolva ezzel a CB2R immunmodulalé funkciojat
(160). Ezek a mutans receptorok tovabbra is képesek a vad tipust receptorhoz hasonld
aktivitassal kotni a kannabinoid ligandokat, beleértve az anandamidot és a 2-AG-t, és
kialakul itt is a receptorra jellemz6 szignaltranszdukcidt, azonban néhany kannabinoid
agonista, példaul a WINS5 vagy az endogén moddon jelen 1évé 2-AG, kevésbé voltak
képesek kifejteni hatékonysaguk a Q63R polimorfizmus esetén (161). A 2-AG-r6l és az
anandamidrol mar kordbbrol ismert, hogy csokkent koncentracioban mérhetd a sulyos
depresszios betegek szérumaban, és ez a jelenség kozvetleniil korreldl a depresszios
epizod idotartamaval (162). Egyes kutatasok beszamolnak a CB2R-Q63R receptorok
szerepérdl a depresszidban, az alkoholizmusban (155,156) valamint skizofréniaban (154)
is. Konstitutiv aktivitast a receptor azon képességeként mérték, hogy gatolja-e a forskolin
altal stimulalt ciklikus AMP felhalmozddéast kannabinoid agonistdk hidnyaban. A
forskolin-stimulalt cAMP-felhalmozddas hasonld szintet ért el a CB2R-Q63R receptort
expresszalo sejtekben, mint a vad tipusua CB2R-okat expresszalo sejtekben (161). Egyes
tanulmanyok Q63R polimorfizmusrél szdmolnak be a kaukazusi és a libanoni populaciéd
autoimmun betegségeihez kapcsoloan. A mutaciot hordozo6 egyének nagyobb kockazatot
mutatnak a myasthenia gravis, a reumas iziileti gyulladds és a sclerosis multiplex
kialakulasa felé. Tobb esetben sulyosabb gyulladast és hepatocellularis nekrozist talaltak
kronikus hepatitis C és B fert6zésben szenvedé betegeknél (163), (164), de a
polimorfizmus hozzajarul a gyulladasos bélbetegségek kockazatahoz is (165).

Az immunolégiai betegségek mellett a juvenilis idiopatids iziileti gyulladassal
(166), és étkezési zavarokkal (167) is Osszefiiggésbe hoztak a Q63R mutaciot, sot a

csontritkulassal 1is taldltak Osszefliggést a CNR2 gén ezen egyetlen nukleotid

32


https://paperpile.com/c/DFTtHs/6fpP8+Vxxvo
https://paperpile.com/c/DFTtHs/lLXGX
https://paperpile.com/c/DFTtHs/vforX
https://paperpile.com/c/DFTtHs/dKkQa
https://paperpile.com/c/DFTtHs/51GiQ+vtC3O
https://paperpile.com/c/DFTtHs/9VZ1s
https://paperpile.com/c/DFTtHs/vforX
https://paperpile.com/c/DFTtHs/cB77T
https://paperpile.com/c/DFTtHs/6Slyn
https://paperpile.com/c/DFTtHs/qdSkR
https://paperpile.com/c/DFTtHs/0CkZ5
https://paperpile.com/c/DFTtHs/EMMyu

DOI:10.14753/SE.2022.2663

polimorfizmusaval (168). Egyes Egyiptomban és Olaszorszagban végzett vizsgalatok
Osszefliggést talaltak a Q63R és a thrombocytopenia kozott gyermekekben (169-171), és
olaszorszagi a tlsulyos lanyoknal végzett vizsgalatokban kideriilt, hogy kapcsolat van a
CB2R-Q63R funkcionalis variansa és a menarche kora kozott (172). A mutaciot
vizsgaltdk keringési betegségek szemszdgébdl is de nem taldltdk szerepét még ilyen
Osszefliggésekben (173).

Egy masik, altalunk is vizsgalt missense polimorfizmusnal (rs41311993) a 133.
pozicioban leucin-izoleucin csere tortént (L1331) (6. abra). Ezt a CB2R varianst eddig
csak Olaszorszagban talaltdk meg, ¢és bipolaris zavarban szenvedd betegeknél
szignifikdnsan gyakrabban talaltdk meg ennek mutdnsnak az alléljat, mint a vad tipust
CB:2R-t (174). Ez az aminosavcsere befolyasolhatja a receptor kotodését a G-fehérjéhez,

mivel a képzddik egy hidrofoéb csoport ami megvaltoztathatja a transzmembran domén

stabilitasat (175).

M-termindlis SEJTEN KivULI TER

6. abra: A CB2R-szekvencia aminosav-valtozasai: rs2501432 (315ANG; Arg63GlIn),
rs41311993 (524CNA, Leul33lle) Forras: (161) alapjan modositva.
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3. CELKITUZESEK

Ph.D. munkam soran a két kannabinoid receptor, a CB1R és CB2R szerepével és
mikddésével foglalkoztam. A CB1R esetében annak vaszkularis hatasait vizsgéltam az
Angll vérnyomas emel6 hatasara, a CB2R estében pedig két gyakran eléforduld receptor

polimorfizmus hatasait vizsgaltam a receptor-p-arresztin2 kapcsolataban.

Vizsgalataim elsO felében a kérdéseink az alabbiak voltak:

- Létrejon-e parakrin transzaktivacid6 endogén AT:R stimuldldsaval izolalt
simaizom sejtekben?

- Ragcsald arterioldkon és aortdkon jelenlévé ATiR és CBiR milyen modon
befolyasolja a Gq kapcsolt receptor ingerlésével l1étrehozott ér 6sszehtizodast?

- Simaizom sejteken a CB1R-ok gatlasa hogyan befolyasolja az Angll kivaltotta

jelatviteli folyamatokat?

Vizsgalataim masodik felében a kérdéseink az alabbiak voltak:
- A CB:2R polimorfizmusok esetében mely jelatviteli folyamatokban latunk in vitro
kiilonbséget?
- Beszélhetiink-e elfogult jelatvitelr61 a CB2R-ok ismert két polimorfizmusa

esetében?
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4. MODSZEREK

4.1. A kisérletekben hasznalt anyagok

A sejtkultura fenntartdsdhoz hasznalt anyagokat, mint a DMEM-et (Dulbecco éltal
modositott sszetételli Eagle médium), Opti-MEM®-et, a fotalis borju szérum-ot (FBS),
a Lipofectamine 2000™ -t az Invitrogen-t6l (Carlsbad, CA, USA) rendeltiik meg. A
mianyag edényeket és sejttenyésztd lemezeket a Greinert6l (Kremsmunster, Ausztria)
vettiik, az Ibidi lemezeket a Zenon Bio Kft-t61 (HU). A HEK 293T (ATCC CRL-3216)
az American Type Culture Collection cégtdl szarmaztak. A molekularis biologiai
reagenseket és a nagy kapacitasi NeutrAvidin agardz gyongyoket a Thermo Scientific-
tol (Waltham, MA, USA) vésaroltuk. A B-arresztin2 monomer Venus sarga fluoreszcens
fehérjével (mVenus) jelolt konsrukei6é Dr. Gyombolai Paltol szarmazik (130). Felhasznalt
vegyiiletek az 1. Téblazatban lathatdak, és minden tovabbi felhasznalt anyagot és reagenst
a Sigma-Aldrich-tol (St. Louis, MO) szereztiik be. 200-230 g-os him Wistar patkanyokat
hasznaltunk a simaizom sejtek izolalasdhoz és 300-350 g-os allatokat a miograf
kisérletekhez (Charles River Laboratories Semmelweis University, Budapest). C57BL6
(26-31 g) egerek az Elettani Intézet allathdzabol szarmaznak. CB1R knockout egerek
(—/—, CB1R-KO) és a vad tipusu parjaik (+/+, C57BL6, Cnrltmlzim) 25-30 g sulyban
Prof. Andreas Zimmer nagylelkli felajanlasa volt (University of Bonn). A knockout
egereket €s vad tipusu parjaikat a Kisérleti Orvostudomanyi Kutatéintézet (KOKI) SPF
(specified pathogene free) allathdzaban neveltiik, a kisérleteink eldtt par nappal keriiltek
at a Semmelweie Egyetem Elméleti Orvostudoméanyi Kozpont (SE-EOK) kozponti
allathazaba a konvencionalis térbe (MD - minimal disease). A patkanyokat a Semmelweis
Egyetem Nagyvaradtéri Elméleti Tombjében (NET) tenyésztettek, és a kisérlet eldtti
napokban hoztuk 4t az EOK-ba, ahol szintén az 4llathaz MD terében ¢€ltek az eldirdsoknak
megfeleléen. Minden, az allatokon végzett eljaras megfelelt az allategészségiigyi jogi és
intézményi eldirasoknak (Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (NIH,1996).
Az allatok kapcsolatos kisérleteket a Semmelweis Egyetem Allat-egészségiigyi
Bizottsdga és a Magyar Allattenyésztési Bizottsag is jovahagyta. Engedélyek szama:
263/003/2008 és 001/2139-4/2012.
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1. Tablazat: A kisérletekben hasznalt vegyszerek

Név

Funkcio

gyarto

biotin

Biotin ligdz subsztrat

SERVA Electrophoresis
GmbH (Heidelberg,
Germany)

cOlenterazin h

Luciferaz szubsztrat

Regis Technologies
(Morton Grove, IL, USA)

candesartan

AT1R antagonista

Tocris (Bristol, Egyesiilt
Kiralysag)

1-es tipusu kollagenaz

Aorta gytirik emésztése

Worthington Biochemicals
(Lakewood, NJ)

protedz inhibitor koktél
(cOmplete)

Proteaz gatlo

Roche (Basel, Svajc)

Az Immobilon western

Kemilumineszcens

Millipore

kemilumineszcens szubsztrat (Billerica, MA, USA)
tormaperoxidaz
02050 CB¢R antagonista Tocris Bioscience
(Elliswille, M1, US)
AM251 CB:R inverz agonista Tocris
Bioscience (Elliswille, MI)
2-AG CB1R és CB2R agonista Tocris Bioscience
(Elliswille, M1, US)
JWH-133 szelektiv CB2R agonista | Tocris Bioscience
(Elliswille, M1, US)
JZ1.184 monoacil-glicerol lipaz Tocris Bioscience
gatloszere (Elliswille, M1, US)
THL diacil-glicerol lipaz gatld6 | Tocris Bioscience
(Elliswille, M1, US)
LNA NO-szintézis gatld Sigma
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4.2. Sejtkultura és transzfekcio

4.2.1. HEK 293T sejtvonal

HEK 293T sejtvonalat 100 IU/ml penicillinnel, 100 ug/ml sztreptomicinnel ¢és
10% fotalis borjuszérummal kiegészitett DMEM médiumban tartottuk fent 37 °C-on 5%
CO2-tartalom mellett. A BRET kisérletekhez a sejteket szuszpenzidban transzfektaltuk
OptiMEM médiumban Lipofectamine 2000 hasznalatdval a gyartd instrukcidinak
megfeleléen, majd a sejteket fehér, poli-L-lizinnel eldkezelt 96-lyuktl lemezeken
helyeztiik el. A méréseket 24 ora elteltével végeztiik. A koprecipitacids kisérletekhez
szintén szuszpenzidban transzfektaltunk Ca-foszfat precipitacid modszerével (176), és a
sejteket poli-L-lizinnel elékezelt 10 cm-es tenyésztéedényekre tettiik le. A kalcium-
foszfat-DNS koprecipitacios eljards alapja, hogy a képz6dd kalcium-foszfat csapadék
elosegiti a DNS molekula kotodését a sejtfelszinen, amely ezutan endocitdzis utjan jut be
a sejtek citoplazmajaba. A transzfekcié soran a megfelel6 mennyiségi DNS-t desztillalt
oldatot allitunk eld, amihez lassan, cseppenkét kevergetve adjuk hozza az ugyanolyan
térfogati 2x HBS foszfat puffert. A reakcioelegy buborékoltatasaval eldsegitjiik a minél
finomabb csapadékképzddést, majd a transzfekcios oldatot cseppenként a sejtkultirahoz
adjuk, majd az egész keveréket a sejttenyé€sztd edénybe tessziik. A transzfekcids reagens
térfogata az adherens sejteken 1évé médium vagy a sejtszuszpenzid térfogatanak 10%-a.
A transzfekcio utan 10-16 o6raval a sejteken a médiumot friss, komplett (antibiotikummal
¢s borjuszérummal kiegészitett) DMEM-re cseréltiik. A bemutatott konfokalis
mikroszkopos felvételek keészitéséhez a HEK 293T sejteket poli-L-lizinnel eldkezelt iiveg
fedélemezekre szélesztettiik 6-lyuku tenyésztdedényekben, egyes kisérleteknél 8 luku
Ibidi lemezeket hasznaltunk. Masnap a transzfekciot adherens sejteken hajtottuk végre, a

kisérleteket harmadnap végeztiik el.

4.2.2. Primer aorta simaizom sejtek

Him Wistar patkanyokbdl pentobarbithallal torténd anesztézia utan kivettiik az
aortat. Miutan Ca?" tartalmu jéghideg Krebs médiumban (119 mM NaCl, 4,7 KCl mM,
2,5 CaCl mM - 2H;0, 1,17 mM MgSO4 - 7H20, 20 mM NaHCOQOg, 1,18 KH2PO4 mM,
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0,027 mM EDTA, 10,5 mM gliik6z) megmostuk, vékony hegyli csipesszel eltavolitottuk
a zsiros kotdszovetet. Ha még lattunk rajta vért, megtisztitottuk tdle, atmostuk a hideg
médiummal. Amikor teljesen megtisztult az artéria egységes fehér szinli. Ezek utan steril
szikével 2 mm széles karikdkra szeleteltiik az aortat. A karikakat attettiik egy steril csébe
(14 ml-es) amibe mar el6készitettiink 3-4 ml, kollagenazzal kiegészitett steril DMEM-et.
30 percre 37 °C-os termosztatban razattuk. Amikor az id6 lejart, ugyanannyi ml DMEM
médiumot pipettazunk ra steril koriilmények kozott, mint amennyivel a kollagénnel
kiegészitett médiumban volt. Igy leallitottuk az emésztést. Lefugaltuk (szobahén, 1200
rmp, 5 perc), hogy a mar kiemésztett sejtek a csé aljara keriiljenek. Ovatosan a steril
fiilkében leszivtuk a feliilluszot, igy az aorta karikak ott maradtak a csé aljan. Kevés
DMEM-e¢l felszuszpendaltuk, majd steril sejttenyésztd lemezre szétoszlattuk, egymastol
elkiilonitve a karikdkat. Ekkor még csak néhany ml DMEM médiumot csdpdgtettiink
rajuk, hogy a feliilet nedves legyen, de a karikdk ne uszkaljanak szét a médiumba (10 cm-
es sejttenyésztd edényhez 2-3 ml DMEM). Ekkor megnézve mikroszkop alatt mar lathato
volt, hogy az aorta fal megemésztddott a kollagendz hatasara, és kis szalak alltak ki a
gytiriikbol. Ezek mentén 2-3 nap mulva elkezdtek kindni a hosszikas simaizom sejtek. A
tovabbiakban 37 °C-0s CO; termosztatban tartottuk, ahogy a tobbi sejtkultirat is, minden
nap 1 ml DMEM-et csepegtettiink ra, ovatosan hogy a karikak ne kezdjenek el tiszkalni.
Amikor mar tobb sejt is kindtt, leszivtuk a médiumot az aorta gytriikkel egylitt, és
feltolottiik a 10 cm-es plate-et 10 ml DMEM médiummal. A sejtek par nap mulva

bendtték a petri csészét.

4.3. Biolumineszcencia rezonancia energiatranszfer (BRET) mérések

A BRET (Biolumineszcencia Rezonancia Energiatranszfer) technikéval ¢él6
sejtekben kovethetéek a fehérje kolcsonhatasok és azok modulacioi (konformacios
valtozésait). A BRET jelenség el6fordul a természetben bizonyos tengeri fajokban is
(példaul a Renilla reniformis tengeri arvacskaban), ahol nem sugarzé energiaatadas
figyelheté meg a Renilla luciferaz (energia donor) és a Renilla zold fluoreszcens fehérje
(energia akceptor) kozott (177). Felfedezését és elso sikeres hasznalatat (178) kdvetden a
BRET technika nagyon jelentdssé valt a molekularis biologiai kutatasok modszertanaban.

A G-fehérje kapcsolt receptorok vizsgélataban is kiilondsen hasznos é€s elterjed modszer
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az, amikor az egyik fehérjét az energia donorhoz, a masikat az energia akceptorhoz kotik.
A modszer jelentés eldnye a jelatviteli folyamatok tanulmanyozasaban, hogy €16
sejtekben kdvethetjiik nyomon a sejten beliili események dinamikajat, példaul receptorok

B-arresztin kotését (178-180), de szamos mas hirvivé molekula sorsat is (178).

Amikor a Renilla luciferase (Rluc) enzim természetes szubsztratjat a colenterazint
hozzdadjuk a sejtekhez, az enzim gerjesztddik és kék fényt kibocsat ki (480 nm). Az
energiaatadas feltételeinek teljesitése érdekében a donor emisszids spektrumanak at kell
fednie az akceptor gerjesztési spektrumat (7. abra). A BRET kisérletekben alkalmazott
tipikus energia-akceptor, amely megfelel ezeknek a kritériumoknak, a sarga fluoreszcens
fehérje (YFP), vagy annak fényesebb és monomer természetii valtozata, a Venus
(mVenus). Ha a két fuzios fehérje nem 1ép kolcsonhatasba, a szubsztrat hozzaadasakor
csak kék fény kibocsajtas jon 1étre. Ha a két fuzios fehérje kdlcsonhatasba 1ép, vagyis ha
a két vizsgalt fehérjénk - vagy ugyanazon fehérje kiilonb6zd részei - molekularis
kozelségbe keriilnek (<100 A) akkor rezonanciaenergia-transzfer torténik, azaz a donor
molekula energidjanak egy részét a kozeli akceptor fluoreszcens molekulanak adja at,
amitdl az akceptorrol kibocsatott fényjelet lehet detektalni (YFP esetén 535 nm, Venus
esetében 530 nm). Az energiatranszfer mértékét a két hulldmhosszon mért fény
intenzitdsok hanyadosa, az ugynevezett BRET héanyados adja meg, ami az akceptor
emisszios maximuman mért fényintenzitds osztva a donor emisszidos maximuman mért
fényintenzitassal (530 nm/485 nm). Ha nincs a két fehérje kozott kdlecsonhatas, akkor a
BRET héanyados alacsony lesz, viszont ha megtorténik az energiatranszfer, a BRET

hanyados novekedését regisztraltuk.
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Energia
transzfer

+Colenterazin

BRET hényados: Eyrp / Eg | uc

7. abra: Az energiatranszfer sematikus abrazoliasa: A coélenterazin szubsztratjat
bontdsa utan létrejohet az energiatranszfer ha a donor (R.luc) és az akceptor molekula
(YFP) molekularis kozelségben van. (sajat abra)

A fénykibocsatasok detektalasara Varioskan Flash Multimode Reader (Thermo
Scientific) tipusu késziiléket hasznaltunk, 480 nm-es (Rluc) és 530 nm-es (mVenus)
hullamhossza sziir6kkel. A letapadt HEK 293T sejteket 96 lyuku, fehér falu PLL-el
elokezelt szovettenyésztd lemezeken transzfektdltuk Opti-MEM® mediumban
Lipofectamine 2000 ™ reagenssel. 6 6ra mulva a sejtek médiumat lecseréltiik friss
DMEM-re. A transzfekciot kovetden, 24 6ra mulva végeztilk a méréseket 37 °C-on. A
sejtek médiumat két mosasi 1épést kdvetden modositott Ringer oldatra (120 mM NaCl,
10 mM glukéz, 10 mM Na-HEPES, 4,7 mM KCl, 1,2 mM CaClz, 0,7 mM MgSO4, pH
7,4) cseréltiik, amiben a mérést végeztiik. A mérések elején sejt-permeabilis colenterazin
h szubsztatot adtunk a sejtekhez 5 uM végsé koncentracidban. A BRET-hanyadost az
530/485 nm hullamhosszokon mért fényintenzitasok hanyadosaként hataroztuk meg. A
BRET-eredmények legalabb harom fliggetlen kisérlet atlagabodl keriiltek meghatarozasra.
A BRET gorbék elkészitéséhez eldszor az ingerelt sejteken mért BRET-hanyadosokbdl
kivontuk a nem ingerelt, kontroll sejteken mért értékeket, majd ezen eredménybdl
kivontuk az ingerlés eldtti értékek atlagat. Ezaltal a gorbéken az ingerlésre kapott BRET-
jel valtozasokat a csupan vivOéanyagot kapott sejtek eredményeire normalizéltan, a
stimulalast megel6z6 BRET-jelhez képesti kiillonbségként &abrazoltuk. Az 1d6
fliggvényében abrazolt eredményeket atlag + SEM forméajaban tiintettiik fel.
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4.4. Konfokalis mikroszkopia és képanalizis

A CB2R-ok lokalizaciéjanak meghatarozasahoz L10-el jelolt Cerulean-t (181)
hasznaltunk plazmamembran markerként ¢és YFP-vel jelolt CB2R izoformakat
transzfektaltuk Ca-foszfat precipitacié mdodszerével. Masnap a sejteket felszedtiik és Ibidi
lemezekre tettiik le, 50 ezer sejt/pont mennyiségben. A sejtek letapadasat kovetd 5. oraban
a médiumot szérummentes DMEM-re cseréltiik, majd 1 6réval késébb stimulaltuk JWH-
133-al (10 uM) 1 6ran at. Ezutan 3x mostuk a sejteket hideg PBS-el, majd fixaltuk 4%
Pfa-val jégen 15 percig. Konfokalis mikroszkopos képeket Zeiss LSM 710 konfokalis
1ézer pasztazd mikroszkoppal készitettiink. A sejteket cellpose neuralis halozaton alapuld
algoritmussal detektaltuk és a sejtkonturt folyamatosan csokkentve a sejt belseje felé

meghataroztuk a fluoreszenciat egyre csokkend korvonalak mentén (8. abra).

8. dbra: Sejtek detektalasa: Konfokalis mikroszkdpos képeken a sejteket neurdlis
halézaton alapul6 algoritmussal detektaltuk. Minden sejt esetében meghataroztuk a sejtet
boritd maszkot és a maszkot iterativan kitagitottuk vagy erodaltuk, ami Osszesen 60
korvonalat eredményezett. (sajat abra)

4.5. Precipitacios mérések
4.5.1. BirA - “kozelségi jelolés”

A komplex biologiai folyamatok, jelatviteli kaszkadok megértésében a fehérje-
fehérje kolcsonhatasok feltérképezése nagy segitséget jelentene. A molekularis
kapcsolatok vizsgalatara tobbféle genetikai és biokémiai technika 1étezik. Ilyen
moddszerek példaul a koimmunoprecipitdcidé ahol antitesteket alkalmaznak a
fehérjekomplexek izolalasdhoz, vagy a bonyolultabb tandem affinitds komplex tisztités,
amelyben kettds affinitds jelzOket tartalmazd fuzids fehérjéket alkalmaznak az intakt
fehérjekomplexek izoldlasara. Ezek a megkozelitések gyakran hasznaljak a
tomegspektrometriat a fehérjekomplexek Osszetételének azonositdsira és mennyiségi
meghatarozasra (182). Mas modszerek olyan események tarnak fel, amelyeket in vivo

valtanak ki bizonyos fehérje kolcsonhatasok vagy egy adott fehérje kozelsége. Ezek koziil
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a legelterjedtebbek az élesztd kettds hibrid modszer, ami szelektalhatd riporter gének
expressziojan alapul (183). Tovabbi példak lehetnek a split-luciferaz vagy GFP
vizsgalatok, amelyek olyan funkcionalis riporterfehérjéket alkalmaznak ahol a fehérjék
kozvetlen kozelségben helyezkednek el. A kozelségi ligacios vizsgalat egyesiti a
fluoreszcens antitest alapu fehérje jelolést, a PCR-amplifikaciot és a fluoreszcens in situ
hibridizacidt, azért hogy fixalt sejtekben azonositsa két fehérje vagy epitép kozelségét

(184).

Az elmult években tobb csoport egymastdl fiiggetleniil irta le a enzim altal
katalizalt ,,kozelségi cimkézés™ lehetdségét, ami jol hasznalhatdé gyengén, vagy éppen
csak atmenetileg tarsult fehérjekomplexek jellemzésére, valamint segiti a fehérjék térbeli
helyzetét is megfejteni, eldnyds a kiilonbozd sejten beliili kompartmentekben torténd
vizsgalatokhoz (185,186). Az alapkoncepcio nagyon egyszerii, a modszer kihasznalja az
egyes enzimek kicsi, instabil reagenseket képzé tulajdonsagait, mely reagens - mint
példaul a biotin - képes kovalensen jeldlni a fehérjéket (9. dbra). Az enzim altal eléallitott
termék rovid felezési ideje biztositja, hogy csak az enzim kozvetlen kozelében 1évo
fehérjék (altalaban néhany tiz-szaz nanométer) modosuljanak kovalensen (187). Ha az
enzim rakothetd egy szamunkra érdekes specifikus fehérje vagy sejtrészre, €s ha a jelold
reagens tartalmaz egy molekuléris jelolést, példaul biotint, amely lehetéve teszi a konnyt
tisztitast is, akkor elvileg a vizsgalandd fehérje kozvetlen kozelében 1évé szomszédos
fehérjék lehuzhatoak az adott mintabol, és késébb akar tomegspektrometriai
modszerekkel, vagy egyszeriien western blottal is azonosithatoak. Az Escherichia coli
baktériumbol szarmazo BirA enzim egy biotin fehérje ligdz, amely eredetileg az acetil-
CoA karboxilazon 1évé lizin biotinilaciojat katalizalja (188). Alapvetéen a BirA a biotint
és az ATP-t egyesiti biotinoil-5-AMP eldallitasahoz. Ez egy reaktiv és instabil
koztiterméket eredményez, ami altaldban az enzim aktiv helyén marad, amig at nem kertil
a célfehérjére (189). A szélésebb korti alkalmazas érdekében modositani kellett a BirA
enzimet. A 1étrehozott BirA* nevii mutans nem specifikusan biotinilal minden olyan lizin
amindsavat a fehérjéken, amelyek az enzim kozvetlen kozelében vannak. Tehat ez az
enzim egy promiszkuus biotin ligdz. Habar a pontos mechanizmusa még nem ismert
ennek a mechanizmusnak, a legvaldsziniibb az, hogy a BirA * mutdns a vad tipusu
enzimhez képest hamarabb szabaditja fel a biotinoil-5-AMP-t. Az eredeti vad tipusu
BirA-t is lehet alkalmazni abban az esetben ha a vizsgalt fehérjénkre egy BAP (biotin
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akceptor peptid) jelet tesziink, €s csak a BAP jel fog biotinilaldédni, és csak ezeket a
fehérjék izolaljuk kés6ébb. Ha valodi kotddést keresiink és és nem csak kozelségi
kapcsolatot, akkor ez egy igen specifikus technika. Roux és munkatarsai tovabb
modositottak a biotin ligazokat (190). A BiolD technika a prokaridta promiszkuus biotin
ligdz enzimen alapul (BirA*), vagyis ez esetben az enzim képes BAP hidnyaban is a kozel
keriil6 fehérjék biotinilaciojara. A BiolD esetében eukariota sejtekben expresszalnak egy
vizsgalandé fehérjébdl és a BirA*-bol képzett fuzios fehérjét. A fizios fehérje mint egy
»csali” funkciondl és a partner fehérj¢hez asszocialodik, igy a biotinilalodott fehérjék
sejtfeltaras utan szelektiven elvalaszthatok és azonosithatok. A sejtes expresszid utan
biotint kell adni a sejtekhez és 15-18 orara van sziikség, hogy a biotin ligaz a kdzeli (10
nm) fehérjéket megjeldlje. A ilyen jelolési technikaknal a biotinilalas specifikus, a jelolt
fehérjék izolalasa pedig torténhet avidinnal vagy sztreptavidinnel, amelyek rendkiviil
nagy affinitassal kotik a biotint. Mivel a biotinildlds egy kovalens fehérje-mddositas
jelent, a biotinilalt fehérjék ellenallnak a lizis €s mosasi Iépések szigort koriilményeinek,

igy ezekkel a sziikséges 1épésekkel maximalizalhat6 az izolalt fehérjék tisztasaga.

BirA* flzids fehérje nem proximalis fehérjék kolcsonhatd/proximalis fehérjék

denaturalt fehérjék

e

affinitas
tisztitas

reaktiv BicAMP

biotinilalt fehérjék azonositasa "\3
témegspektrometria

@
immunoblot

A

9. abra: A BiolD alkalmazasi modja: A biotin ligdz fizi6s fehérje a hozza kozel kertild
fehérje partnereket szelektiven biotinilalja. Sejtlizis és fehérje denaturicid utan a
biotinnal jel6lt molekuldk biospecifikus modszerrel elvalaszthatok. Az izolalt fehérjéket
tomegspektrometriaval vagy western blottal azonositani lehet. Forras: (190) alapjan
modositva.

A jelolés javithatd a biotin ligazok kiilonb6zd valtozataival, példaul a BiolD2

technikaval elérték, hogy kisebb biotin koncentracido is elegendd legyen (191).
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Ugyanakkor ennek a technikénak is vannak korlatai. A tapfolyadékbol a biotin aktivan
felvételre keriil az eml6s sejtek citoplazmajaba (192) és szabadon diffundalhat a magig,
igy csokken a cimkézés hatékonysaga a citoplazmatikus térben. Ezenkiviil a BiolD-hez
sziikséges hosszu cimkézési id6 megakadalyozza, hogy olyan interakciokat vizsgaljunk
vele, ami rovidebb 1d6 alatt kovetkezik be. Mivel a fehérje jelolés az enzimbdl torténd
reaktiv biotin felszabaduldsan alapul, el6fordulhat hogy a BiolD technika altal azonositott
fehérje nem a kozvetleniil kotddo partnert, hanem csupan proximalis fehérjét ejt csapdaba

(193).

Az egyre nagyobb modszertani igény miatt a promiszkuus biotin ligazok
fejlesztése nem allt meg, az egyik legujabb résztvevéje a fehérje-fehérje interakciok
kutatdsanak a 35 kD méretli TurboID, melyet 15 mutacidval all tavolabb a vad tipusa
BirA-t6l és a még kisebb 28 kD méretii miniTurbo, amit az N-terminalis torlésével és 13
mutéacioval hoztak 1étre a vad tipusu BirA-bdl Ezeknek jelentds elény, hogy nem csak
allati sejtkulturdkban alkalmazhat6, hanem férgekben is és novényekben is mikddik

(194).

4.5.1.1. Kisérleti felallasok BirA biotin ligaz alkalmazasa esetén

A Kkisérlethez a sejteket polilizinnel (0,001 %, 1 ora) el6kezelt 10 cm-es
sejtteny€sztd lemezeken tenyésztettiik és az adherens sejteket tranziensen transzfektaltuk
a CB2R-BirA fuzios fehérjét kifejezé plazmiddal. A transzfekcid utani napon a sejtek
iddben a sejtek egyik felét 1 uM szelektiv CB2R agonista JWH-133-mal, a masik felét a
vivOanyaggal kezeltiik. Egy napos inkubacio utan a sejttenyészetekrdl eltavolitottuk a
médiumot, haromszor mostuk dket hideg 1x PBS pufferrel (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl,
10 mM NazHPOg, 1,8 mM KH2PO4) majd lemezenként 1 ml hideg, 1x protedz inhibitor
koktélt (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Németorszag) tartalmazé RIPA (50 mM
Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 0,1% SDS, 0,25% sodium deoxycholate, 1
mM EDTA; pH 7,4) pufferben lizaltuk a sejteket. Szonikalas utan 4 °C-on, 12000 g-vel,
10 percig centrifugaltuk a lizatumot. A lizatum centrifugalasa utan a feliiluszobot 25 pl
NeutrAvidinnel fedett agar6z gyongyre (High Capacity NeutrAvidin® Agarose Resin,
Thermo Scientific) pipettaztuk. A mintdkat egy éjszakan at, 4°C-on inkubaltuk a
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gyongyokkel folyamatos forgatds mellett. Masnap haromszor 30 percig mostuk a

e ey

NaCl, 1% Triton X-100, 0,1% SDS, 0,25% sodium deoxycholate, 250 mM LiCl, 1 mM
EDTA; pH 7.,4), végiil desztillalt vizzel oblitettiik. A fehérjék eludlashoz 100 uM biotin
hékezelés utan a mintakat 12000 g-vel centrifugéltuk, majd a feliiliszé oldatokat tovabbi

felhasznalasig -20 °C-on taroltuk.

4.6. Glo szenzor proba

HEK-293T sejteket transzfektaltunk 6 Iyuktl lemezeken jeldletlen CB2R
plazmidokkal (0,2 pg/pont) és GloSensor™-al (Promega, 2ug/pont), Opti-MEM®
mediumban Lipofectamine 2000 ™ reagenssel. 6 6ra mulva a sejtek médiumat lecseréltiik
friss DMEM-re. Masnap a sejteket attetiik 96 lyuka lemezekre 50.000-100.000 sejt/pont
strtiségben. A kisérletet 48 oraval a transzfekcid utan végeztiik. A mérés elott lecseréltiik
a médiumot szintelen HBSS pufferra (Hank's Balanced Salt Solution: 1,25 mM
CaCl2.2H0, 0.5 mM MgCl2.6H.0, 0,4 mM MgS04.7H.0, 54 mM KCI, 0,4 mM
KH2POs, 4,2 mM NaHCOs3, 137 mM NaCl, 0,3 mM NaxHPO4, 5,5 mM D-glucose pH
7,4), ami 1 mM luciferint és 0,1% BSA-t tartalmazott. Ebben az oldatban
szobahdmérsékleten, két oran at, sotétben tartva toltottiik fel a sejteket luciferinnel.
Ezutan megmértiik a biolumineszcenciat VarioSkan Flash késziilékkel. A mérés soran
JWK-133 ¢és 2-AG agonistakkal stimulaltuk a sejteket novekvd koncentracidban. A
cAMP jelet az endogén P2-adrenerg receptorokat ingerelve (ISO, 1 uM) valtottuk ki. Az
ISO-indukalt cAMP-termelés gatlasanak  elemzéséhez  Osszehasonlitottuk a

biolumineszcenciakat 7 perccel az ISO hozzéadésa utan.

4.7. Western blot

A fehérjék méret szerinti elvalasztasat SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel,
12%-o0s gélen, 100 V fesziiltséggel végeztiik. Az elualt fehérjemintabdl 25 pl-t toltottiink
a zsebekbe. Az elektroforézis utan a fehérjéket 0,45 pum porusméretli poli-vinilidén-

fluorid (PVDF) membranra (IPVH00010, Millipore Corporation, Bedford, MA, USA)
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blottoltuk 100 V fesziiltséggel, 1 ora alatt 4°C-os kornyezetben. Az elsddleges antitesttel
valo festés elott a membranokat 5% zsirszegény tejport €s 0,05% Tween 20-at tartalmazo
PBS-ben (PBST) blokkoltuk szobahémérsékleten, 1 6ran keresztiil. Az elsddleges antitest
oldatokkal a membrant egész ¢jszakan at, 4 °C-on inkubaltuk enyhe razatas mellett. A
kisérletek soran alkalmazott antitestek: GRK 2 (C-15, rabbit polyclonal 1gG, Santa Cruz),
GRK 3 (C-14, rabbit polyclonal IgG, Santa Cruz), B-arresztin2 (C16D9, Rabbit mAb Cell
Signaling), Az els6dleges festés utan a membrant haromszor 15 percig mostuk 1xPBS-T
(PBS 0,05%Tween) oldattal, majd 1:5000 higitasu tormaperoxidaz-kapcsolt masodlagos
antitesttel (Anti-rabbit 1gG, HRP-linked Antibody vagy Anti-mouse 1gG, HRP-linked
Antibody, Cell Signaling) inkubaltuk 1 éran at. Ujabb harom 15 perces mosas utan az
antitesteket kemilumineszcencia segitségével tettiik lathatovda Immobilon Western
chemiluminescent HRP Substrate (Millipore) oldattal. A biotinilacio mértékét minden
kisérletben az egyes mintdkban Alexa670-el konjugdlt sztreptavidin festéssel tettiik
lathatova, Azure 700 fluoreszcencia tartomanyban el6hivva a membrant. Az eléhivashoz
Azure c600 (Biosystems) késziiléket hasznaltunk. Az eredmények denzitometralasahoz
Image J Software-t alkalmaztunk. Minden fehérjére kapott eredményt normalizaltunk az

adott minta sztreptavidin festédésére.

Western blot az izolalt aorta simaizomsejteken: Az CB1R-gatlo 02050-¢l (1 uM)
10 percig elokezelt VSMC-ket Ang Il-vel (100 nM) stimulaltuk 5 percig 6-lyuka
lemezeken. Ezutan a sejteket SDS-minta lizispufferben, protedz és foszfataz
inhibitorokkal kiegészitve (Sigma-Aldrich) lizaltuk, ultrahanggal szonikaltuk, megfdztiik
¢s a fehérjeket SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel elvalasztottuk. A fehérjéket PVDF
membranokra vittiik at, és ERK, foszfo-ERK antitestekkel (Cell Signaling Technology,
Danvers, MA) festettiik masnap reggelig, majd HRP-konjugalt masodlagos antitestekkel
(Promega, Madison, WI) inkubaltuk 1 éran at. A vizualizaciét ECL reagenssel inditottuk
el (SuperSignal West Pico: PierceBiotechnology Inc., Rockford, IL). Az el6hivott

filmeket beszkenneltiik és Imagel szoftverrel elemeztiik.

2. tablazat: A Western blot analizishez hasznalt elsédleges antitestek

Elsédleges antitest | Higitas Gyarto Specificitas

GRK 2 Antibody 1:200 Santa Cruz G-fehérje kapcsolt
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(C-15) rabbit

Biotechnology

receptor kinaz 2

(Danvers, MA,
USA)

polyclonal 19G (Santa Cruz, CA, (GRK2)
200 pg/ml USA)
GRK 3 Antibody 1:200 Santa Cruz G-fehérje kapcsolt
(C-14) rabbit Biotechnology receptor kinaz 3
polyclonal 19G (Santa Cruz, CA, (GRK3)
200 pg/ml USA)
B-Arrestin2 1:2000 Cell Signaling B-arresztin2
(C16D9) Rabbit Technology
mADb (Danvers, MA,

USA)
Streptavidin 1:2000 Thermo Fisher biotin
Alexa Fluor 680 Scientific

(Waltham, MA,

USA)
P-p44/42 MAPK 1:1000 Cell Signaling P-ERK1/2
(P-Erk1/2) Technology,

(Danvers, MA,

USA)
p44/42 MAPK 1:1000 Cell Signaling ERK1/2
(Erk1/2) Technology,

4.8. Immunfestés és fluoreszcencia mikroszkopia

A patkany aortabdl izolalt VSMC-ket, 3 cm atmérdjli feddlemezen ndvesztettiik,

kb 75%-0s konfluencia elérésekor 3x PBS mosas utan 4% paraformaldehinnel fixaltuk

4°C-on 15 percig. Lemosas utan a sejteket szobahémérsékleten Tryton-X-el és Na-

borahidriddel kezeltiik 5 és 15 percig, majd 30 percig 1%-0s BSA-val blokkoltuk a
sejteket, és a festést primer simaizom-aktin antitesttel (Sigma-Aldrich) és szekunder

antitesttel konjugalt rodaminnal (Jackson Immunoreseach, West Grove, PA) végeztiik

egész ¢éjjel 4°C-on. Masnap A sejtmagokat 4'-6-Diamidino-2-fenilindollal (DAPI, Sigma-

Aldrich) festettilk meg. A fluoreszencia detektaklast Zeiss LSM mikroszkoppal végeztiik.

A képeket Imagel] szoftverrel véglegesitettiik.
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4.9. Kalcium-jel mérése

A VSMC-ket (1,5x10° sejt/well) Fura2/AM fluoreszcens festékkel (2 uM 45 percig)
toltottiik sotétben szobahdmérsékleten: a sejtekhez modositott Krebs oldatot adtunk (120
mM NaCl, 4,7 mM KCI, 1,2 mM CaCl2, 0,7 mM MgSO4, 10 mM gluk6z, 10 mM Na-
Hepes; pH 7,4), amit a BRET méréseknél is hasznaltunk, és kiegészitettiik 200 uM
szulfinpirazonnal. A mérés el6tt a sejteket 10 percig kezeltiik CB1R gatloval vagy MAGL
gatloval (02050 vagy JZL184 1uM n = 6-8, 74-67 sejt). A mérés soran stimulaltuk a
sejteket Angll-vel (10 nM, n = 8, 128-120 sejt, 02050-el/JZL184-¢l, vagy anélkiil).
Inverter mikroszkopot hasznaltunk (Axio Observer, Zeiss), ami 40x-es immerzids olajos
objektivvel és Cascade II kameraval (Photometrics) volt felszerelve. A gerjesztési
hulldmhosszt egy xenon lampahoz csatlakoztatott monokromator allitotta be (DeltaRAM,
Photon Technology International). 5 masodpercenként készitettiink egy képet. A
fluoreszcencia méréséhez a hattérbdl kivont felvételekbdl 340/380 nm aranyszamot
szamitottak ki. Az adatok elemzéséhez MetaFluor (Molecular Devices) szoftvert

hasznaltunk. Az i1d6 fiiggvényében abrazoltuk az atlagokat és a szorast (SEM).

4.10. Miografia

Patkanyok mellkasi aortait €s az egérek hasi aortait eltavolitottuk, és hideg Krebs-
oldatba helyeztiik (119 mM NaCl, 4,7 KCl mM, 2,5 CaCl, mM - 2H20, 1,17 mM MgSOa4
- TH20, 20 mM NaHCOs3, 1,18 KH2PO4 mM, 0,027 mM EDTA, 10,5 mM gliik6z). Aorta
gylriiket (3-4 mm) tobbkamras izometrikus miograf rendszerre (Danish Myo
Technology, Aarhus, Dania) helyeztiik fel. A miografok szervfiirdéiben Krebs-oldattal
(37 ° C, 5% CO2 és 95% 02, pH 7,4) végeztik az egész kisérletet. Az izometrikus
fesziiltség valtozasat a korabban leirtak alapjan végeztik (195). A regisztratumhoz
Powerlab rendszert és a kiértékeléshez LabChart programot (ADInstruments, Oxford,
UK-Ballagi LTD, Budapest, Magyarorszag) hasznaltunk.

Az érgytriiket 30 percig ekvilibraltattuk, és pihentettiik, kozben folyamatosan
moédositva a feszitést. Amikor elérték az 5 mN el6feszitési erdt referencia

Osszehuzodéasokat valtottunk ki hiperkalémias (124 mM) oldattal. Farmakologiai
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agonistakat vagy kumulativ koncentraciéban adtuk a kadakba, vagy egyetlen adagban,
szubmaximalis koncentracioban adtuk. Az inhibitorokat 10 perccel az agonistak eldtt
alkalmaztuk. Az értagité agonistakkal torténd kezelés elott az ereket eldfeszitettiik Phe
(fenilefrin) (10 uM) hozzdadasaval. Az endotélium épségét Ach-al (10 uM, nitrogén-
oxid-fliggd értagitd) teszteltiik, amely minden szegmenst 90-100% -kal ellazitott. Az

adatokat a KClI oldattal elvégzett referencia 0sszehtizddasra normalizaltuk (10. dbra).

Allatok altatasa,
Perfundalas,
Erek preparalasa

1,5-2 déra
| |
El6feszités Vazokonstriktor  Vazorelaxans Gatlészerek \azokonstriktor
0,56ra Phe/Ach 10 uM Phe névekvé Ach névekvé 10perc  agonista (pl. Angll)
[ m koncentracidban  koncentréciéban ndvekvé koncentracidban
| | Lol o | o | 2 = o | i |
T T |T O o P O L A |
Ekvilibracié6 Mérés kezdete Me’ré! vége

KCl 1 perc KCI 3 perc

10. abra: Miografia: Sematikus mérési protokoll. (sajat abra)

4.11. Nyomas-video6 arteriografia

A gracilis és a korondria erek vizsgélatdhoz kis méretiiknél fogva (gracilis kb. 120
pm) nyomas arteriograf rendszert hasznaltunk. A kis ereket izolallas utan hideg Krebs-
oldatba helyezziik. A koronaria erek esetében érzéstelenités alatt a patkanyok mellkasat
kinyitottuk és a szivet tettiik a Krebs-oldatba, majd izolaltuk a bal eliilsé leszallo
koszoruérbdl elagazo arteriolat. Minden allatbol egy szegmenst preparaltunk és mértiink.
Az ér szakaszt mikrokaniilokkel mindkeét végén kaniilalva Krebs-oldattal toltott nyomas-
mikroarteriografia kamra szovetfiirddjébe (Experimetria, Budapest) tettiik. A kisérlet
elején az ereket 30-60 percig hagytuk egyensulyba keriilni 50 Hgmm intraluminalis
nyomassal. A kaniilalt ereket video-mikroszkoppal tettiik lathatova, és a belsd atmérdt
fotdzas utdn mértiikk (Leica mikroszkép, Leica DFC 320 digitalis fényképezdgép,
LeicaQWin szoftver).
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4.12. Statisztikai analizis

Az adatok atlag + standard atlag hiba (S.E.M) GraphPad Prism 9.0.0. Szoftver
segitségével elemeztiik, és abrazoltuk. A CB1R-al kapcsolatos kutatasban a statisztikai
szamitasokat és a miograf adatok abrazoldsat SigmaPlot segitségével ¢és SigmaStat
programcsomaggal (Systat Software Inc. San Jose, CA) végeztiik. A koncentracid-valasz
gorbéket és inhibitor hatdsokat kétszempontos ANOVA teszttel értékeltiik. P <0,05
valoszinliségi szinteket vettiink statisztikailag szignifikansnak. A CB2R-al kapcsolatos
kutatasban a GraphPad Prism 9.0.0. Szoftver mellett Python matplotlib és seaborn
konyvtarakat hasznaltunk az dbrazolashoz, €s a statisztikai elemzéshez. Az eredményeket
kétszempontos ANOVA-val elemeztiik, és Tukey post-hoc tesztjét alkalmaztuk a vad

tipust és a mutans CB2R-ek paronkénti 6sszehasonlitasara.
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5. EREDMENYEK

5.1. A CBq receptor kapcsolata a G-fehérje kapcsolt receptorokkal
5.1.1. Primer aorta simaizom sejtek tenyésztése a CB1 receptor vizsgalatdhoz

Patkdny aorta simaizom tenyészeteink az izolalast kovetd 1 héttel mar teljes
konfluenciat értek el a sejttenyésztd 10 cm-es lemezeken, és ezeket a sejteket a klasszikus
modon versene-nel €s tripszinnel szedtiik fel tovabbi kisérletek céljara. A simaizom
sejteket fluoreszcens festéssel kimutatott aktin jelenléte alapjan azonositottuk. Az 11.
abran lathat6 a sejtekben az aktin festddés, és ez alapjan a tenyészetiink primer simaizom
tenyészetnek bizonyult. 3-4 passzalasig lehetett a szamunkra megfeleld sejtszam eléréséig

felszaporitani és hasznalni a sejteket (2-3 milli6 sejt/tenyésztéedény).

11 dbra: Simaizom-aktin festés a vaszkularis simaizom sejtekben: A VSMC-et
simaizom-aktin (piros) ellenes antitesttel festettiik. A sejtmagokat a nuklearis 4'-6-
Diamidino-2-fenilindol (DAPI, kék) magfestékkel tettiik lathatova. (sajat abra)

5.1.2. GFKR ¢és a CB1R parakrin transzaktivacié primer simaizom sejteken
Munkacsoportunk korabban kimutatta, hogy in vitro Ilétrejon parakrin
transzaktivacid AT: receptort és CBiR-t expresszalo COS sejteken. ATi1 receptor
ingerlésére endoknannabinoidok szabadulnak fel, melyek a szomszédos sejteken
expresszalt CBIR-okban G-fehérje aktivitast valtanak ki, ami BRET mérésekkel

kovethetd volt. Ezt a kisérletet szerettiik volna megismételni endogén AT1R jelenlétében.
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Elészor HEK 293T sejteken expresszaltunk ATi receptort, késobb pedig a VSMC-et
hasznaltuk és az endogén ATiR-t stimulaltuk. Egy masik HEK 293T sejt populdcion
CB1R-t a Gijo BRET-hez sziikséges fehérjékkel, majd masnap ezt a két sejt populéaciot 5:1

aranyban 0sszekeverve elvégeztilk a BRET mérést.

Az alébbi sematikus dbran (12.4bra) 0sszefoglalom a BRET mérések elvét és a parakrin

transzaktivacio feltételezett mechanizmusat:

HEK-293T sejt DA\G
vagy o
simaizom sejt 2-AG
Jl
Glyc+AA

HEK-293T sejt

12. dbra: Sematikus abrazolasa a BRET kisérletnek: Mivel a HEK 293T sejtek
endogén modon nem fejeznek ki AT1R-t, ezért a CB1R-t ingerlé endokannabinoidok a
masik, vagyis az ATiR-el ellatott sejtekb6l szarmaznak a Gq jelatvitel
kovetkezményeként. Ha a parakrin transzaktivacié létrejon, akkor a BRET jelben egy
csokkenést latunk, mert a G-fehérje egységek szétvalnak, tavolodnak egymastol, csokken
az energiatranszfer jel. (sajat abra)

Eredményeinken lathatjuk, hogy Angll stimulaci6 hataséra 1étrejon a szomszédos
sejtekben a CB1R jelatvitel, vagyis a BRET jel csokkenésébdl arra kovetkeztetiink, hogy
a G-fehérjék eltavolodnak egymastol. Ez az aktivacid megakadalyozhaté volt AM251
CB1R antagonista elékezeléssel. Onmagaban az AM251 hasznalata nem okozott BRET
jel valtozast (13. abra B). A Win55 ingerlés csupan a Gio BRET rendszer mitkodését
mutatd pozitiv kontroll. Amikor a primer simaizom sejteket hasznaltuk és az endogén
AT1R stimuléltuk, akkor is 1étrejott a parakrin transzaktivacid Angll hataséara (13. abra

B).
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13. dbra: Parakrin transzaktivaciéo mérése BRET moédszerrel: A HEK-293T sejteket
CBiR ¢és Gip fehérje alegységeket tartalmazo plazmidokkal transzfektaltuk: Renilla
luciferazzal jelolt oo alegységet (ao-Rluc) és sarga fluoreszcens fehérjével jelzett Bl
alegységgel (EYFP). Az AT1R-t expresszald6 HEK-293T sejteket 5:1 aranyban kevertiik
Ossze a CB1R és Gijo fehérje alegységeket expresszalo sejtekkel (A: VSMC B: HEK293-
T). A BRET jelarany valtozasat a HEK-293T sejtekben mutatjuk be, amelyeket
vivéanyaggal (veh, szaggatott vonal) kezeltiink, AT1R agonistaval (100 nM angll piros
vonal,), neutrdlis CB1R agonistaval (1 uM Win55 zdld vonal), CB1R inverz agonistaval
(10uM AM251 lila vonal), és inverz agonista el6kezelés utdn (10 perc) CB1R agonistaval
kezeltiink (Win55, vilagoszold vonal) (8x10* sejt / well). *: Gorbe alatti teriilet elemzése
paros t-probaval szignifikans valtozast mutat a stimulus hatdsara (A abra: Angll *p =
0,048 Win55 *p = 0,037; B abra: Angll *p = 0,0347 Win55 *p =0,0107 Atlag + S.E.M.
n=3Atlag = S.E.M. n=3) (sajat abra)

5.1.3. A CB1R gatlas hatasai GFKR agonista altal kivaltott Ca®* jelre patkany aorta
vaszkularis simaizomsejteken

Az Angll (10 nM) stimulacidé a citoplazmatikus kalciumszint meredek
emelkedését idézte eld, amit egy lassabb lengést mutatott. A CB1R -ok 02050 altali
gatlasa megnovelte az Angll-indukalt kalcium jel fenntartott fazisat (14. abra).
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14. abra: A CB1R gatlas hatasa az AnglI altal kivaltott kalcium szignalra tenyésztett
patkany aorta vaszkularis simaizomsejtek: Normalizalt Fura2 fluoreszcencia értékek
lathatok. A legelsé idOpontra normalizaltunk. Az 1-es tipusi kannabinoid receptor
(CB1R) inhibitor 02050 (1 uM) hatasai 5 perces angiotenzin II-vel (10 nM, 120-128 sejt
02050-¢l vagy anélkiil). *: Gorbe alatti teriiletek 6sszehasonlitasa t-probaval. (*p <0,05
Atlag £ S.EMM. n = 8) (sajat abra)

A kovetkezokben érdekes Otletnek tiint megnézni, hogy MAGL gatl6 alkalmazasa
(10 perc eldkezelés JZL184 1 uM) vajon befolyéasolja-e az Angll kivaltotta kalcium jelet.
JZ1L184 alkalmazéasaval elképzeléseink szerint az endokannabinoid 2AG szint
tartosabban fent marad. Bar ezekben a kisérletekben az Angll kivaltotta jel eleve
kisebbnek bizonyult mint a kordbbi méréseinkben - ami Gsszefiigghet az aktudlisan
hasznalt simaizom sejtek koraval, allapotaval - megallapithatdo hogy a MAGL gatlasa, és
az ebbdl kovetkezd fenntartotta 2-AG szint a sejtekben megroviditett a kalcium jelet, igy

a méréseknél egy gyorsabb lecsengést tapasztaltunk (15. &bra).
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15. abra: A MAGL gatlas hatasa az Angll altal kivaltott kalcium szignalra
tenyésztett patkiany aorta vaszkularis simaizomsejteken: Normalizalt Fura2
fluoreszcencia értékek lathatok. A legelsd idOpontra normalizaltunk. A MAGL gatlé
JZL184 (1 uM) hatéasai 5 perces angiotenzin II-vel (10 nM, 120-128 sejt JZL-el vagy
anélkiil). *: Gorbe alatti tertiletek 6sszehasonlitdsa t-probaval szignifikans kiilonbséget
mutatott (*p = 0,015 Atlag + S.E.M. n = 8). (sajat abra)

5.1.4. A CBq receptorok hatasa a GFKR-ok ingerlésével kivaltott PERK valaszra

Az izolalt simaizom sejteket western blot kisérletekre is felhasznaltuk. A sejteket
gatloszeres elOkezelés utan (10 perc) vagy gatloszer alkalmazasa nélkiil stimulaltuk
Angll-vel (5 perc), majd mosasi 1épések, sejtlizis és fehérje futtatas utan a blottokat PERK

¢s total ERK ellenes antitesttel festettiik (16. dbra).
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16. abra: Reprezentativ western blot felvételek: A VSMC-ket eldkezeltiik a specifikus
inhibitorokkal (JZL184 1 uM, THL 1 uM, 02050 1 uM, candesartan 1 uM, 10 perc) és
Angll-vel (100 nM, 5 perc) stimulaltuk és utana a sejteket lizaltuk. Elsddleges
antitestekkel egész ¢jjel inkubaltuk a membrant, masnap HRP-s méasodlagos antitestekkel
1 oran at. Az el6hivas kemilumineszcensen tortént. (sajat abra)

N
1

11

PERK/ERK
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NN VIRV
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17. dabra: A Western Blot eredmények szamszeriisitve: Denzitometria Imagel
programmal tortént a hattér levonasaval. Az adatokat a kisérleteken beliili atlagra
normalizaltuk. Tovabba a PERK festést normalizaltuk a total ERK festésre.
Egyszempontos ANOVA: p = n.s. Angll vs. gatloszerek+AngII (Atlag + S.E.M. n=1-7).
(sajat abra)

A fenti abrakon lathato (17.4bra), hogy amint azt vartuk az Angll fokozta a PERK

valaszt a primer simaizomsejtekben. JZL.184 és THL alkalmazédsa esetén egy enyhe
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emelkedés sejthetd, az 02050-el torténd elokezelés pedig enyhén csokkentette az ERK
foszforilacigjat. Ennél az elemszdmndl azonban egyik gatloszeres kezelés sem okozott
szignifikans valtozast. A gatloszereknek onmagaban nem volt hatdsa. Egy kisérletben
lathato, hogy az ATiR blokkolo teljes mértékben gatolta az Angll kivaltotta PERK

emelkedést.

5.1.5. A CB:R antagonista hatdsa a AT1R ingerlésével kivaltott ér 6sszehtizédasra izolalt
ér gylrtikon

A tovabbiakban megvizsgaltuk, hogy a kannabinoid rendszernek milyen
jelentdsége van az érrendszerben. Ragesald arterioldk majd a késdbbiekben ragcsalo
aortak szegmensein vizsgaltuk az érszikiiletet Angll (100 nM) adasa mellett. Az Angll
minden esetben érsziikitd hatasu volt, ami egér aortakon leellendrizve AT:R-fliiggdnek
bizonyult, mivel az érsziikiiletet AT1R-blokkolé candesartan gatolta. Ahhoz hogy a
vazoaktiv GFKR ¢és a kannabinoid rendszer Osszefliggését feltarjuk, CBi1R neutralis
antagonistajaval kezeltiik eld az ereket. Az 02050 eldkezelés szignifikansan ndvelte az
Angll hatasra 1étrejovo érsziikiileteket patkany és egér gracilis arteriolakon (100 nM, p
<0,05, 18. abra A, B) aortakat vizsgalva (C, D) és patkany korondria arteriolakon végzett
kisérletekben is (H). Minden esetben megfigyelhetd, hogy a dézis hatds gorbék balra

tolodtak. Az 02050 6nmagaban nem modositotta az aorta szegmensek bazalis tonusat.
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18. abra: A CB1R gatlas hatasai az agonista altal kivaltott valaszokra a ragcesalé
erekben: A-B: Az Ang Il kumulativ log-koncentracio-hatas gorbéi patkany (n = 5-6) és

egér (n = 4) gracilis arteriola gyiirlikdn és az 1. tipust kannabinoid receptor (CBIR)

antagonista 02050 (1 uM) eldkezelés hatasa. C-D: Az Ang II kumulativ log-
koncentracio-hatds gorbéi patkdny (n = 6-10) és egér (n = 8) aorta gylirikon és az 1.
tipusu kannabinoid receptor (CB1R) antagonista 02050 (1 uM) eldkezelés hatasa. (sajat

abra)
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18. abra (folytatdas): A CB1R gatlas hatasai az agonista altal kivaltott valaszokra a
ragesalo erekben: E: Angll 4ltal kivaltott kontraktilis valaszok dsszehasonlitdsa a CB1R
KO ¢és vad tipusu egerek aortain (n=5-6) F-G: A CB1R gatlas hatasai az agonista altal
kivaltott valaszokra a CB1R KO és vad tipust egerek aortdin az 1-es tipusu kannabinoid
receptor (CB1R) inhibitor 02050 el6kezelés utan (1 pM) a két egér térzsben (n = 5-6). H:
Az Ang Il kumulativ log-koncentracio-hatas gorbéi koronaria (n = 8-10) arteriola
gylriikon és az 1. tipusu kannabinoid receptor (CBiR) antagonista 02050 (1 uM)
elokezelés hatésa.

Az 6sszehuzodast a KCI altal kivaltott referencia 6sszehuzodas szazalékos értéke (124
mM) abrazoltuk. Egy- vagy kétszempontos ANOVA-t végeztiik, majd Tukey és Holm-
Sidak post hoc teszteket. (*p <0,05, gatld kezeléssel és anélkiil. Atlag + S.E.M.) (sajat
abra)
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Vizsgalatunkban CB1R KO egereken is megnéztiik az Angll és 02050 hatasat, €s
lathato, hogy a CB1R KO egerek aortdjaban novekedett az Angll kivaltotta érsziikiilet, a
legnagyobb doézisban szignifikans kiilonbséget figyelhetiink meg (18. abra E).
Osszehasonlitva a CB1R+/+ és CB1R-/- 4llatokbol preparalt aorta gytiriiket (18. abra F-
G), lathaté amit vartunk is, hogy az 02050-nek nem volt hatasa CB1R hianyaban.

A tovabbiakban megvizsgaltuk a kannabinoid rendszer mas gatldszereinek a
hatésat is. A THL, jol ismert DAG lipaz gatloszerrel torténd eldkezelés szignifikansan
nagyobb ér dsszehtizodast okozott 107 M Angll stimulus hataséara (19. abra A-B, D). A
JZ1L184 a MAG lipaz irreverzibilis szelektiv gatloszere (196) - mely jelentésen gatolja
az endokanabinoid 2-AG lebomlast anélkill hogy az anandamid mennyiségét
befolyasolna - szignifikdnsan csokkentette az Angll altal kivaltott vazokonstrikciét mar
108 M -os agonista koncentracional is (19. abra C). Az izolalt simaizomsejtekbél 2-AG
mérést is végeztiink, hogy lassuk Angll stimulus hatasara valoban felszabadul ez az
endokannabinoid a sejtekbdl. Lathatdé hogy a THL el6kezelés csokkentette a 2-AG
keletkezését, mig a JZL184 novelte mind a bazalis mind az Angll kezelésre 1étrejovo 2-

AG szintet (19. dbra E).

A patkany gracilis arteriola
60 1 -e veh *
50 —O— THL

[
o o

Kontrakcid (%)
> 8

o
L

c 10 -9 -8 E

Angiotenzin Il (log mol/l)
19. dbra: Endokannabinoid hatas vizsgalata az Angll altal Kkivaltott ér
osszehuzédasra: A diacil -glicerin -lipaz inhibitor tetrahidrolypstatin hatasa (A: THL 1
uM) és a monoacil -glicerin -lipaz inhibitor JZL184 (C: JZL 1 uM) hatasa az angiotenzin
IT altal kivaltott érszlikiiletben egér gracilis arteriolakon (n = 5-6) és aortakon (n = 5-8).
(sajat abra)
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19. abra (folytatds): Endokannabinoid hatas vizsgalata az Angll altal kivaltott ér
osszehuizédasra: A diacil -glicerin -lipaz inhibitor tetrahidrolypstatin hatasa (A-B: THL
1 uM) és a monoacil -glicerin -lipaz inhibitor JZL184 (C: JZL 1 uM) hatasa az
angiotenzin II ltal kivaltott érsziikiiletben egér gracilis arteriolakon (n = 5-6) €s aortdkon
(n =5-8). D: A diacil -glicerin -lipaz inhibitor tetrahidrolypstatin hatasa (THL 1 uM) az
angiotenzin Il altal kivaltott érsziikiiletben patkany koronaridkon (n = 5-6) Az
0sszehuzodast a KCl (124 mM) éaltal kivaltott referencia Gsszehuzodas szazalékos
értekében abrazoltuk. E: Egér aortdbol tenyésztett VSMC-kbdl felszabadulo 2-AG
mennyiség HPLC-MS-sel mért eredménye (n = 4-7). Az Angll stimulacié hatdsai (100
nM 5 perc), THL (1 uM) és JZL (1 uM) eldkezelés utan. Egy- vagy kétszempontos
ANOVA tesztekkel végeztiik, majd Tukey és Holm-Sidak post hoc teszteket. Atlag +
S.E.M. (*p <0,05, gatld kezeléssel, fehér korok, és anélkiil fekete korok. #p <0,05, az
Angll hatasa inhibitorral és anélkiil). (sajat dbra)
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Ezek az adatok Osszességében azt mutatjdk, hogy a felszabaduld
endokannabinoid, valéban a GFKR ingerlésre jon 1étre, és az erekben vazodilatator hatasa
van, mérsékelve az AT1R kozvetitette vazokonstrikciot. Bar ebben a disszertacioban nem
mutatom be, de a 2015-6s publikaciéban megtalalhato eredmények alapjan az AnglI altal
kivaltottakhoz hasonléan, az 02050 eldkezelés szignifikdnsan fokozta az NE (1 uM
agonista koncentracional), és a Phe kivaltott érsziikiiletet is (100 nM koncentracional),
mind patkany, mind egér aortakon.

Azért, hogy teszteljiik a kannabinoidhatasok NO/endothelfiiggését a WINS55212
¢s az Ang II hatasait NOS gatld6 LNA-val ¢és endotélium irtassal is vizsgaltuk (20. abra).

A B
patkany gracilis arteriola patkany gracilis arteriola
X
- 30 —/ ] :80 {1 wemm veh .
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g c ]
:g 20 < -
g g -
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20. Abra: Az endotél szerepe az agonistak altal kivaltott valaszokban: Ertonus
valtozas adatok patkany gracilis arterioldkon mért nyomas-arteriografiaval. A: LNA (10
uM) NO-szintézis inhibitor hatdsa a Win55212 (1 uM) és az Ach (10 uM) altal kivaltott
értagulasra. B: 02050 (1 pM) hatdsat mutatja az Ang II (10 nM) altal kivaltott
vazokonstrikciora az intakt endotéllel rendelkezd szegmensekben és az endotél
eltavolitdsa utan. (*p <0,05 Atlag = S.E.M n=4-5) *: ANOVA elemzés szignifikans
valtozast mutat az inhibitoros kezelés hatasara. (sajat abra)

Az NO-szintézis gatlasa No-nitro-l-argininnel szignifikansan novelte a gracilis
arteriolak alaptonusat (~10%-kal). Az LNA hatékonyan gatolta az Ach altal kivaltott
vazodilataciot is, de nem maddositotta jelentdsen az Ang II 4ltal kivaltott vazokonstrikciot,
és nem befolyasolta a Win55212 éltal kivaltott vazodilataciot sem (20. Abra A). Az
endotél roncsolasa nem befolyasolta az 02050 hatasat az Ang II altal kivaltott
vazokonstrikciora (20. Abra B). Ezek az adatok arra utalnak, hogy az Ang I altal kivéltott
vazokonstrikcié CB1R altal kozvetitett modulacidja fiiggetlen az NO-termelddéstol és az

endotélfunkciotol.
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5.2. A CB: receptor ¢és polimorfizmusainak vizsgalata

5.2.1. A CB: receptor és polimorfizmusainak kapcsolata B-arresztin2-vel és GRK
fehérjékkel

A B-aresztinek aktivaldsa minden GFKR-nal nagy jelentdségii esemény a
jelatvitel folytatasa szempontjabol, ezért a CB2R polimorfizmusok vizsgalatanal elészor
megnéztik a mutans receptorok hogyan kotik a p-aresztin-t. Mivel a CB:R a
plazmamembran kozelében csak atmenetileg kotddik a B-aresztinekhez az A osztalyu
receptorokhoz tartozik (197), és az A osztalyu receptorokrol ismert, hogy erésebben kotik
a B-arresztin2-t, mint a fB-arresztinl, ezért eldszor konfokalis mikroszkoppal kovettiik a

B-arresztin2 toborzast (21. 4bra).

Q63R CB2 L1331 CB2

21. abra: A PB-arresztin2 lokalizacio: HEK-293T sejteket kotranszfektaltunk CB:
receptorokkal és B-arr2-mVenus-al. A sejteket stimulaltuk JWH-133-al (10 uM) 1 orat,
utana a felvételeket Zeiss LSM510 konfokalis mikroszkoppal készitettiik. (sajat abra)

A harom receptor agonista stimulacidja a Venus-al jelolt B-arresztin2

crcr

nem lattunk B-arresztin2-t. Vizualisan nem figyeltiink meg szignifikans kiilonbséget a

receptor altipusok kozott, igy a P-arresztin2 kotddés mértékének szadmszerlsitése
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érdekében valds idejli biolumineszcencia rezonancia energia transzfer (BRET) méréseket

hajtottunk végre.

A mutans receptorok aktivaciojat [-arresztin2- kotéssel és a Gi-fehérje
aktivalassal is jellemeztik a BRET mérések soran. Kisérleteinkben YFP-vel jelolt
receptorokat és Rluc-cal jelolt B-arresztin2-t termelé HEK 293T sejteket hasznaltunk.
Kétféle agonista dozisfiiggd hatasat vizsgaltuk, a szelektiv CB2R agonista JWH-133-t,
tovabba a nem szelektiv agonista endokannabinoid 2-AG hatasat. Az eredményeket a vad

tipusu receptoron mért maximalis hatdsra normalizaltuk.

A B
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22. abra: CB2receptorok p-arresztin2 kotésének dozis hatas gorbéi: CBoR-VT (fekete
négyzet) CB2R-Q63R (sziitke haromszdg) and CB2R-L1331 (vilagos sziirke kér) HEK
293T sejtekben novekvd dozisban adva a JWH-133-at és a 2-AG-t. Az eredményeket
kétszempontos ANOVA-val (stimulacido és mutacio) elemeztiik, és Tukey post-hoc
tesztjét alkalmaztuk a vad tipust és mutans CB2R péaronkénti 0sszehasonlitasara. (p
<0,001 Atlag + S.E.M n=4). *, #, $ szignifikans kiilonbséget mutat a kontroll és a CB2R-
Q63R, a kontroll és a CB2R-L133I, valamint a CB2R-L1331I és a CB2R-Q63R kozott.
(sajat abra)

Mindkét agonista esetén lathato a fenti dbrakon (22. dbra), hogy a Q63R mutans
megnovekedett B-arresztin2-kotésre képes, mely kiilonbség a nagyobb koncentracioknal
jobban érvényesiil. Tovabba a vad tipusu receptorhoz képest csokkent B-arresztin2-kotést

mértiink az L1331 receptor esetében mindkét agonista hasznalatat kovetden.
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BRET-¢l a [B-arresztin2-kotés kinetikaja is nyomon kovethetd. A kinetikus

mérések eredményeit mutatja a kovetkezd abra (23. abra) JWH-133 és 2-AG ingerlést

kovetoen.
A B
CB-R-Rluc8 + B-arresztin2-Venus CB5R-Rluc8 + B-arresztin2-Venus
= CByR-VT - CB,R-VT
1501 -~ CB,R-Q63R 150 =+ CB,R-QB3R
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) ] $ B 2AG ]
3 1004 JWH >-:|# 3 100+ . $
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E 504 E 504
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23. dbra: CB:2 receptorok és p-arresztin2 kotédés kinetikaja: Hek-293T sejtekben
CB2R-VT—Rluc8 és Barr2-Venus koexpresszid utan stimulalas JWH-133-val (10 uM) és
2AG-val (10 uM). A méréseket a vivoanyagra normalizaltuk, a nyil a stimulalas id6
pillanatat mutatja. A CB2R-Rluc8 konstrukciokat (CB2R-VT: fekete négyzetek, CB2R-
Q63R: sziirke haromszdgek vagy CB2R-L1331: sziirke kordk) egyiitt expresszaltuk f-
arresztin2— Venusszal a HEK293T sejtekben, és BRET-et mértiink JWH-133 (10 uM, A)
vagy 2AG (10 uM, B) inger hataséra. Az adatok a 10° M JWH-133-ra adott maximalis
valasz szdzalékaban vannak feltlintetve. A nyilak jelzik a stimuldci6 idOpontjat. A gorbe
alatti teriiletet elemeztiik paros t-probaval . A *, #, $ szignifikans kiilonbséget mutat a
CB:.R-VTR ¢és a CB:R-Q63R, a CB.R-VTR ¢és a CB.R-L133l, valamint a CB.R-L1331 és
a CB.R-Q63R ko6zott (A abran: *p=0,0159 #p=0,0319 $p=0,0057 B abran: *p=0,0011
#p=0,0327 $p=0,0094 Atlag = S.E.M n=3). (sajat abra)

Annak érdekében, hogy a fenti eredményeket egy masik technikédval ellendrizhessiik,
enzimatikus biotinilacido modszerét alkalmaztunk, és szadmszertsitettiik a CB2R-ok és a 3-
arresztin2 kozotti kolesonhatast. A HEK-293T sejteket egyiitt transzfektaltuk a BirA-
R188G biotin-ligazzal (CB2R-BirA) és a B-arresztin2 — Venus-szal jel6lt receptorokkal
(24. abra). Az R188G mutacio6 a BirA-t promiszkuus biotin-ligazza alakitja, igy a jelolt
fehérje kozelében talalhato fehérjék nem specifikusan biotinilalédnak (190). 10 uM JWH-
133-mal végzett stimulacié utan biotinnal jeldlt B-arresztin2-Venus-t izolaltunk a

NeutrAvidin gyongyokkel. A megkotott P-arresztin2  mennyiségét a  Vénusz
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fluoreszcencidjanak a gyongyokon torténd mérésével hataroztuk meg. A JWH-133 B-
arresztin2 kotddést indukalt mindegyik CB2R-BirA receptorhoz. A BRET kisérletek
eredményeihez hasonléan a Q63R-CB2R-BirA stimulacié emelkedett, az L1331-CB2R-
BirA stimulacié pedig a B-arresztin2-Venus jel csokkenéséhez vezetett a vad tipusa

receptorokhoz képest.

B-arresztin2-Venus + CB,R-BirA

© u CBzR—VT
e 37 - . + CB,R-QB3R
(b}
Q n i CB,R-L133lI
S0k [f
5 At #
Z 1 -
©
[ . "
ﬂ: 0 h | @ I ’_I_“ [
NS N NS
Q\*o\ N &o\ N (,\\@\ e

24. Abra: CB:R és B-arresztin2 kotodésének vizsgalata affinitas precipitacioval:
JWH-133 stimulacio hatasara B-arresztin2 erdsebben kotddik a receptorhoz mint a
kontroll allapotban. HEK 293T sejteket transzfektaltunk B-arresztinz—mVenus -al és a
CB:2R-okkal ahol a plazmid BirA-R188G-vel fuzionalt. 10 uyM JWH-133 stimulaci6 utan,
a sejteket lizaltuk és a biotinnal jelolt B-arresztin2 huztuk le NeutrAvidin gyongyokkel.
A Venus fluoreszcencidjat Varioskan plate readerrel mértiik le. A kisérletek atlagéara
normalizaltunk. Az eredményeket kétszempontos ANOVA-val (stimulaci6 és mutacio)
elemeztiik # jelzi a mutaciok hatasat az ANOVA-elemzés eredményeire. #: A Tukey post-
hoc teszt szignifikans kiilonbséget jelez a CB2R-WT és a CB2R-L133l, valamint a CB2R-
Q63R ¢és a CB2R-L1331 kozott a stimulalt mintdk esetében a paronkénti
sszehasonlitasban (p <0,05 Atlagt S.E.M. n = 6). (sajat abra)

A GFKR-okhoz val6 B-arresztin2 kotodését a GRK-ok szabalyozzak. Annak
tesztelésére, hogy a CB2R mutacioi befolyasoljak-e a GRK kotést, kozelségi biotin-jel616
kisérleteket hajtottunk végre. A receptorok stimulaldsa utan az endogén, biotinilalt GRK2

¢s GRK3 fehérjéket, valamint a B-arresztin2-t lehuztuk és Western-blot segitségével

detektaltuk (25. abra). Az eredmények azt mutatjak, hogy a receptorok JWH-133-mal
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torténd stimuldlasara endogén B-arresztin2-t kétnek, mely anti-B-arresztin2 antitesttel
kimutathatdé volt. Az adatok statisztikai értékelés szignifikdns kiilonbséget mutat a
stimulacio hatasara (25. Abra A). Az endogén GRK2 és GRK3 mintakban a fehérjék
szintén feldusultak JWH-133 hatdsara, mutatva a fehérjék kolcsonhatasat az aktivalt
receptorral. A stimuldcionak csak a GRK2 esetében volt szignifikans a hatasa. Mindkét
vizsgalt GRK fehérje kotésére a CB2R mutéacidinak is szignifikans hatasa volt, a Q63R
erésebben kotédott a GRK2 és GRK3 fehérjékhez mint a tobbi CB; receptor (25. Abra

B). A denzitometria eredményeit a sztreptavidin festésre normalizaltuk.
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25. Abra: Western blot eredmény: Endogén B-arresztin2, GRK2 és GRK3 festése az
affinitds precipitdco utdn. A-C: denzitometralas kiértékelése. B, D-E: reprezentativ
blottok. A sejtlizaitumokat és a lehtuzhatoé frakciokat Western-blotokban analizaltuk
GRK2 és GRK3 elleni antitestekkel (Santa Cruz), majd HRP-konjugalt masodlagos
antitestekkel kezeltiik. A blotokat Alexa680-sztreptavidinnel is festettiik, hogy értékeljiik
a teljes fehérje mennyiséget a lehtizas soran. Denzitometriat végeztiink Image J szoftver
segitségével. Az eredményeket kétszempontos ANOVA-val (stimulécié és muticio)
elemeztiik. Az A panelen * a stimuldci6 hatdsara szignifikans valtozast jelez (n=4). A C
panelen # szignifikans kiilonbséget jelez a Q63R mutanshoz képest, és a $ szignifikans
kiilonbséget mutat a Q63R és az L1331 kozott a post-hoc tesztben (Tukey) paros
sszehasonlitasokban (p <0,05 Atlag + S.E.M. n = 6-5). (sajt abra)
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5.2.2. A CBg receptor ¢€s polimorfizmusainak G-fehérje kotés vizsgalata

Megvizsgaltuk, hogy a két mutacio befolyasolja-e a receptor G-fehérje aktivitasat
(26. abra). A CB2R koztudottan aktivalja a G-proteinek Gipo alcsaladjat és csokkenti az
intracellularis cAMP-szinteket. El0szor a nem jelolt CB2R-ek bazalis és agonista
indukalta Gii-aktivaciojat értékeltiik Gii biolumineszcencias rezonancia energiatranszfer
(BRET) szenzor segitségével. Az alap aktivitast az inverz AM630 agonistaval végzett
kezeléssel hataroztuk meg, és JWH-133-at vagy 2-arachidonoil-glicerint (2-AG)

alkalmaztunk agonistaként.

A B
Giy BRET Giy BRET
= = CB,R-VT = = CB,R-VT
s | = CB,R-Q63R ™ -+ CBoR-Q63R
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26. dabra: G-fehérje aktivacio: HEK-293T sejteket transzfektaltunk Gail—Rluc8-al
Venus-B1, és y2 plazmidokkal. A cAMP szint létrehozasahoz a sejteket AM630-al
kezeltiik eld, erre normalizaltunk. A dozis hatas gorbék a CB2R-0k G-fehérje aktivaciojat
mutatjadk: CB2R-VT (fekete négyzet) CB2R-Q63R (sziirke hdromszdg) és CB2R-L133l
(vilagos sziirke kor) novekvé dozisa JWH-133 (A) vagy 2-AG (B) stimulus hatasara. Az
eredményeket kétszempontos ANOVA-val (stimuldcidé és expresszalt receptor)
elemeztiik, és Tukey post-hoc tesztjét alkalmaztuk a vad tipust és mutans CB2R péros
Osszehasonlitasara. * szignifikans kiillonbséget jelez a vad tipusi CB2R és a CB2R-L133I
kozott (p <0,001). B: A receptorok kozotti dsszehasonlitdsban nem volt szignifikéns
kiilonbség, de az Gsszes receptor kiilonbozott a kontrolltol. (Atlag + S.E.M. n=4) (sajat
abra)

Nem taldltunk szignifikans kiilonbséget a mutidns receptorok 2-AG altal kivaltott
koncentracio-valasz gorbéi kozott, a JWH-133-nak kezelés csak az L1331 és a vad tipust
receptor kozott okozott szignifikans kiilonbséget. A Q63R mutins bazalis aktivitasa
alacsonyabb volt a wvad tipusu ¢és az LI33] mutat CB2R-okhoz képest.

A CB:2R mutansok endogén expresszalt G-fehérjékkel torténd aktivitdsanak

teszteléséhez Glo szenzort hasznaltunk (27. abra), amely detektalja a sejtekben az
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endogén cAMP szinteket. A cAMP jelet a sejtekben az endogén expresszalt f2-adrenerg
receptorok izoproterenollal torténd stimulalasaval hoztuk létre, ezzel egyidejlleg
aktivaltuk Gij-aktivaldo CB2R-okat. A korabbi eredményekhez hasonléan nem észleltiink
kiilonbséget a vad tipust €s a mutans CB: receptorok kézott. Ebbdl arra kovetkeztetiink,

hogy a Q63R ¢és L1331 mutacioknak nincs szignifikdns hatdsa a CB2R G-fehérje

aktivitasra.
A B
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27. abra: A CB2 receptorok kivaltotta cAMP jel: A sejteket GloSensor ™ (Promega)
plazmiddal transzfektaltuk, a kontroll sejtek nem tartalmaztak CB2R-t. A cAMP jel 1 uM
ISO kezeléssel hoztuk 1étre. A: JWH-133 kezelés hatasa az izoproterenol indukalt cAMP
keletkezésre a harom CB2R-nal. Az ISO 4altal indukalt cAMP jel a CB2R stimuléacioval
csokken. A sejteket egyiitt transzfektaltuk CB2R-ekkel és a GloSensor-szal, €s a kontroll
sejtekben nem expresszaltak CB2R-t. A cAMP jelet 1 uM ISO-val indukaltuk. Az adatok
a JWH-133 (A) vagy a 2-AG (B) kezelés hatasat mutatjak a harom CB2R CAMP-
képzddésére. Az eredményeket kétszempontos ANOVA-val (inger €s expresszalt
receptor) elemeztiik, és Tukey post-hoc tesztjét alkalmaztuk a vad tipusu és mutans CB2R
péros sszehasonlitasara. A CB2R-ek kozott nem volt szignifikans kiilonbség. (Atlag +
S.E.M. n=4) (sajat dbra)

5.2.3. A CBg receptor ¢€s polimorfizmusainak intracellularis eloszlasa

A muténs receptorok intracellularis eloszlasanak vizsgalatdhoz sarga fluoreszcens
fehérje (YFP)-jelolt CB2R-eket expresszaltunk HEK 293T sejtekben. Konfokalis
mikroszkopos felvételek készitése utan a sejteket cellpose algoritmusal azonositottuk
(198). Elemeztiik a teljes fluoreszcenciat (28. abra E) és a sejtek széléhez viszonyitott

receptor fluoreszcenciak intenzitasanak eloszlasat (28. abra A-C).
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28. dabra: CB:2 receptorok eloszlis a HEK 293T sejtekben JWH-133-mal torténé
stimulaciot kovetdoen: A HEK 293T sejteket egyiitt transzfektaltuk YFP-vel jelolt CB2R
mutansokkal és a plazmamembran marker L10-ceruleannal. Konfokalis mikroszkopos
képeket Zeiss LSM 710 konfokalis 1ézerszkenneld mikroszkoppal készitettiink, és a
sejteket cellpose, egy neuralis halozaton alapuld algoritmussal detektaltuk (lasd
Modszerek). A-C: A sejtek fluoreszcencia profiljat ugy hataroztuk meg, hogy az egyes
konturok alatti atlagos fluoreszcenciat mértiik a kontroll és stimuldlt HEK 293T
sejtekben, sejtek CB2R-VT-YFP, CB2R-Q63R-YFP vagy CB2R-L133I-YFP plazmidokat
expresszalnak. Atlagos értékek + S.E.M. abrakon lathato (n =9, 8sszesen ~ 50.000 sejt).
D: Membran (0-5 pixel a sejt sz€létdl) / citoplazma (> 5 pixel a sejt szélétdl)
fluoreszcencia aranyok a vad tipust és mutans CB2R-ekhez a kontroll és stimulalt
sejtekben. (Atlag+ S.E.M n=9) * szignifikans kiilonbséget jelez a kontroll és az stimulalt
mintak kozott (p <0,05), amelyeket kétszempontos ANOVA-val (stimulacid, mutacio)
elemeztiik Tukey post hoc tesztjével. (sajat bra)
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28. dbra (folytatds): CB:2 receptorok eloszlas a HEK 293T sejtekben JWH-133-mal
torténé stimulaciot kovetéen: E: Sejtek fluoreszcencia eloszlas a 9 kisérletben. A
fluoreszcenciat az dsszes kisérlet atlagos sejt-fluoreszcencidjara normalizaltuk. Ebben a
kiértékelésben a kontroll és stimulalt sejtekrol késziilt 6sszes felvétel szerepel (sajat dbra).

Azt tapasztaltuk, hogy receptorok hasonld expresszidval (28. abra E) és sejten
beliili eloszlassal rendelkeztek, erdsebb intenzitds-csucsokat mértiink a sejtek széle
kozelében (28. abra A-C. A sejtekben talalhato receptorok hasonlé membran expresszidja
arra utal, hogy a B-arresztin2 kotdédésében észlelt kiilonbségeket nem a megvaltozott
intracellularis eloszlas okozza. Amikor a sejteket 1 6ran at JWH-133-mal stimulaltuk (28.
abra D), az eloszlasi profil jelentésen megvaltozott: mind a vad tipust, mind a Q63R
mutans receptorok alacsonyabb fluoreszcenciaval lathatoak a sejtmembranban és
magasabb fluoreszcenciaval a citoplazmaban. Az L1331 mutacié esetében azonban az

eloszlas véltozasa nem volt szignifikans.

5.2.4. A CB receptor €s polimorfizmusainak hatdsa a receptor internalizaciora

A receptorok internalizaciojanak kovetésére bystander BRET-el (72) (45)
vizsgéaltuk a receptorok eltavolodasat a plazmamembranrol, ¢és megérkezésiiket
kiilonboz6 Rab fehérjékkel jelzett vezikuldkba. BRET-t detektaltunk az Rluc8-jeldlt
receptorok és egy Vénusz-jelolt plazmamembran vagy intracellularis vezikuldk

lokalizacios markerei (Rab fehérjék) kozott. A  plazmamembrant mirisztoilacio-
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palmitoilacid célszekvenciaval (MP-Venus) jeloltiik, mig az intracellularis vezikulakat
kiilonb6z6 Rab kis G-fehérjék jelolik, amelyeket Venus fluoreszcens fehérjével jeloltek:
Rab4-Venus azok az endoszomak amik gyors ijrahasznositasra keriilnek, Rab5-Venus a
korai endoszomakat jeloli, Rab7-Venus a késoi endoszomakon talalhaté és a Rabl1-
Venus a késoéi ujrahasznositasra keriildé endoszomakon. Amint az 29. abran latszik
stimuldcié hatdsara a receptorok eltavolodnak a plazmamembranrdl. Az internalizacids
mintazat megfeleltethetd a mutans receptorokkal megfigyelt B-arresztin2 kotodési
mintazatoknak. Vagyis a CB2R-Q63R, amely erésebben kapcsolodik a B-arresztin2-hez,
szintén kiss¢ fokozta a membranbol vald lefiizodését és ezzel egyiitt a receptor
megjelenését a Rab5 és Rab7 endoszomdkban. A CB:R-L133I, amely gyengébben
kapcsolodik a B-arresztin2-hez, lassabb internalizaciot mutatott és lasabban jelent meg

mind a négy tipust endoszomaban (29. Abra B).

A B
CB,R-Rluc8 + MP-Venus  Rab4 =y
+— CB,R-Q63R
AmoJ—JH Rab5 \_ | —— CB,R-L133]
= N 5 \10
AT A
5 \
o . > .
g 80 \ // "‘
o -+ CB,R-VT 14 )
@ g0 . CB,R-Q63R RabT's )
CBZ'.?-LBSI r r T Rabll
0 20 40 60
Id6 (perc)

29. dbra: Receptorok internalizaciés vizsgalata: A:. CB:R-Rluc8-VT (fekete
négyzetek) CB2R-RIuc8-Q63R (sziirke haromszogek) és a CB2R-RIuc8-L1331 (vilagos
sziirke korok) expresszaltattuk HEK 293T sejtekben Venus-jeldlt membran markerekkel.
A sejtmembrant MP-Venus-val jeloltiik. A statisztikai elemzést a gorbe alatti teriiletre
egyszempontos ANOVA-val (mutacio) végeztiik, amelyet Tukey post-hoc tesztje
kovetett. * €s # szignifikans kiilonbségeket jeleznek a paronkénti 6sszehasonlitdsokban,
CB2R-L133I és a CB2R-VT, illetve a CB2R-Q63R és a CB2R-VT kozott (¥*p=0,0114,
#p=0,0138).B: Radialis diagram, ami az 0ssze endoszoma €s a plazmamembran marker
ko6zott mutatja az atlagos kiilonbségeket a CB2R-VT-hez képest. A kiilonb6zé Rab
fehérjék Venus-sal jeloltek. (Atlag = S.E.M. n=4) (sajat abra)
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Mivel a hosszan tartd stimulacidé utan a mutans receptorok egyértelmiien
intracellularis eloszlasat mutatnak, ezért megvizsgaltuk a G-fehérje aktivitasat 2 6ran at
tartd JWH-133-mal torténd kezelés utan. Ehhez Giit BRET szenzorral végeztiink kisérletet
B-arresztin2-t is expresszaltatva a HEK 293T sejtekben (30. abra). Ebben a beallitasban
az L1331 mutans fokozott G-fehérje valaszt adott, mig a Q63R kisebb aktivaciot mutatott
a vad tipusu receptorhoz képest. Ez az eredmény korreldl a mutdns receptorok

internalizacidjaban és a sejten beliili eloszlasban megfigyelt kiilonbségekkel.

CB,R + Gj4 BRET + B-arresztin2

0.08- * % aCBR-VT
. * CB,R-Q63R
w s . CB,R-L133|
Y l-.'.n
= =
h 0.04- |u8| []
@© ulin 2%
2
O  oo02-
0.00

30. dbra: Hosszu tavu stimulacié hatasa a G-fehérje kotésre: HEK 293T sejteket
transzfektaltuk CB2R-okkal, Gaiz — Rluc8, Vénusz — B1, y2 és B-arresztin2 DNS
konstrukciokkal. Az oszlopok a CB2R-0k G-fehérje aktivacidjat mutatjak: CB2R-VT
(fekete négyzetek) CB2R-Q63R (sziirke haromszogek) és CB2R-L1331 (vilagos sziirke
korok) HEK 293T sejtekben 2 6rds JWH-133 stimuldcio utan (10 puM). 5 fiiggetlen
kisérlet negativ ABRET (G-fehérje aktivitasa) értékeinek atlagat egyiranyat ANOVA-val
(ismételt mérések) hasonlitottuk Ossze, a vad tipust és a mutins CB2R paros
Osszehasonlitdsara Tukey post-hoc tesztjét alkalmaztuk. A *# szignifikans kiilonbséget
jelez a CB2R-VT és a CB2R-Q63R, valamint a CB2R-L1331 és a CB2R-Q63R kozott (p
<0,01 Atlag + S.E.M. n=5). Az abran az 5 fiiggetlen kisérlet 6sszes technikai ismétlése
lathato. (sajat abra)

5.2.5. A CBareceptorok szerkezeti valtozasai

Annak érdekében, hogy betekintést nyerjiink a polimorfizmusok altal kivaltott
lehetséges strukturalis valtozasokba molekularis dinamikai szimuldciokat végeztiink. A
szimulacidkban a receptorok CP55940 ligandot kotnek és lipid rétegbe agyazva vannak

abrazolva (199) (31. abra).
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31. dbra: Molekularis dinamika szimulaciéo és a Q63 és L133 aminosavak
lokalizacioja: A: A Q63 (piros) aminosav a CB2R citoplazmatikus részén, mig az L133
(kék) a TM3 kiils6 oldalan talalhatd. A CB2R receptor szerkezetét a B: A receptor hélixei
a citoplazmatikus oldalrdl nézve. Pirossal jelolve az R63 aminosav. C: A CB2R-VT (lila)
¢s a CB2R-L1331 (z6ld) egymasra épitett szerkezetei. Az ILC2 a CB2R-L133I-ben a
citoplazma felé¢ tolodik. D: A szimulacid sordn a transzmembran spirdlok
tomegkozéppontjai €s az ICL2 aminosavak kozotti tavolsagok lathatok. (sajat dbra)

A CB2R-Q63R esetében nem tapasztaltunk jelentds szerkezeti atrendezédést, bar
az arginin sztérikusan nagyobb a glutaminhoz képest, és jelenléte ndveli a receptor
citoplazmatikus oldalan a pozitiv toltések szamat (31. abra). Erdekes megfigyelés, hogy
mivel a 133-as pozicidban 1évé izoleucin a harmadik spiral kiils6 oldalan helyezkedik el
(31. abra A ¢és C), és y2 -szénatomjanak helyzete a masodik intracelluldris hurkot kicsit

elmozditja a citoplazma felé.
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6. MEGBESZELES

A CB:R-ral kapcsolatos kutatasunkban a parakrin transzaktivalodas bizonyitékat
talaltuk nem csak HEK-293T sejteken alkalmazott expresszios rendszerben, hanem
endogén receptor ingerlését kovetden vaszkularis simaizomsejteken is. Angll indukalta
Ggn1 aktivitas kivaltotta a 2-AG keletkezését és leadasat a primer simaizom sejtekbdl, és
ez az endokannabinoid a szomszédos HEK-293T sejtekben expresszalt CB1R G fehérje
aktivalodasat okozta. A jelenség hatterében huzoédé mechanizmus kapcsan elmondhato,
hogy in vitro expressziés rendszerekben az Angll és mas kalcium-mobilizald
transzmitterek 2-AG felszabadulasat okozhatjak a foszfolipaz C aktivalasaval, amely
inozitol lipidekbdl diacil-glicerint termel arachidonsavval, amiket tovabbi 1épésben a
DAG lipaz 2-AG-vé alakitja at (114,122).

2012-ben publikalt vizsgalatunkban patkany és egér vézizom arterioldkat,
saphena artéridkat izolaltunk, és mikroangiometriaval vizsgaltuk a funkcionélis CB1R
értagulatot okozo miikddését. Win55 CB1R agonista stimulusra vazodilataciot figyeltiink
meg. Neutrdlis CB1R antagonistat alkalmazva (02050) fokozddott az Ang II érsziikito
hatasa. A CB1iR inverz agonistai (SR141716 és AM251) és a diacilglicerin-lipaz
tetrahidrolipstatinnal torténd gatlasa szintén fokozta az Ang II éltal kivaltott érsziikiiletet,
ami arra utal, hogy az endokannabinoid felszabadulds moduldlja a vazoaktiv
folyamatokat, mégpedig a CB1R aktivalasan keresztiil. Tovabbi adatok azt mutatjak,
hogy az Ang II elinditja a vaszkularis endokannabinoid képzddést, ami az endotéltdl
fliggetlentil gyengiti a vazokonstriktor agonista hatdsat, vagyis a hipertonias hatdsokban,
kiilonosen betegségek esetében, a CBiR-oknak komoly jelentdsége lehet az erek
simaizomzatan is. Arrdl keveset tudunk, hogy a simaizmokon a CB1R-0k pontosan
hogyan okoznak relaxaciot, de a CB1R-ok szignalizacioja igen sokféle lehet. Alapvetden
Giro fehérjén keresztiil szignalizal, ami cAMP szint csokkenést okoz, a Gy alegységek
pedig gatoljak a fesziiltség fiiggd Ca?* csatornakat, és serkentik a K* csatornakat.
Simaizomsejteken ez a jelatviteli Ut leggyakrabban vazokonstrikciot okoz, példaul az
alpha2 receptorok esetében. Ennek fényében meglepd, hogy a CB1R-ok vazodilatator
hatésa, de irodalmi adatok alapjan gy tlinik, hogy a receptor valaszkészsége nagyban
fiigg a lokalizaciojatol, a ligandtol és a sejtes kornyezettdl is. Utdbbi részletei még
kevésbé feltartak. Leirtak Gq és Gs kapcsolt jelatvitelt is (118). S6t az adenil-ciklaz 2., 4.

vagy 7. izoformdjanak koexpresszigja a CBiR altal kozvetitett cAMP-képzddés
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crer

dimerek kozvetitették (200). A simaizomban megfigyelt vazodilatator mechanizmus
pontosan még nem ismert. A mi vizsgalatainkban megfigyelhetd a Ca?* jel csokkentés,
valésziniisithetéleg a fesziiltség fiiggd Ca?* csatornak gatlasan keresztiil.

Kis erek vizsgélataban azt talaltuk hogy az endokannabinod rendszer aktivacioja
csokkentheti egy Gq kapcsolt receptor - legyen az AT1R vagy mas értonust befolyasolod
receptor - érsziikitd hatasat. A fentiekhez hasonldé in vitro kisérletekben egér és patkany
aorta érszakaszokat szintén ezt a jelenséget talaltuk. Annak igazolasara, hogy a CB1R-
nak fontos szerepe van az érrendszerben, 02050 eldkezelés mellett vizsgaltuk az AT1R
stimulalas hatasat, ¢s megallapitottuk, hogy ragesalé aortdban a CB1R gatlasa fokozta az
Angll indukalta érszikiiletet. Azt talaltuk, hogy a kalcium-jelt kivalt6 GPCR agonistak,
amelyek a Ggu1 aktivalasa révén hatnak az intracellularis kalcium mobilizacioval,
endokannabinoid felszabadulast indukalnak, és ez a felszabaduld endokannabinoid
okozza a vaszkuldris CB1R-ok aktivalasat. Vazokonstrikcidé novekedést okozott a THL
alkalmazasa, vagyis amikor a diacilglicerin-lipazt gatoltuk, - mely enzim kulcsfontossagu
a 2-AG endokannabinoid képzésében - nem tudott Iétrejonni és felszabadulni 2-AG, tehat
hatasat. Hasonlo eredményeket mutattak a patkany koronarian végzett kisérlteink is.
Amikor az egér aortak miografias mérésénél JZL184-el gatoltuk a 2-AG lebomlasat tehat
tobb endokannabinoid maradt az érfalban, kimutathatdé volt, hogy ez szignifikdnsan
csokkentette az Angll vazokonstriktor hatasat. Izolalt simaizomsejtekbdl elvégzett 2-AG
mérés azt mutatta hogy a Gq kapcsolt agonista hatasara novekedett a sejtekbdl
felszabaduld endokannabinoid, mely 6sszhangban van munkacsoportunk korabbi CHO
sejtes kisérleteivel (122). THL hatasara csokkent az endokannabinoid termelés, és a
JZ1184 kezelés csokkentette a lebomlast.

In vivo tanulmanyok izolalt érszakaszokon az talaltak, hogy a kannabinoidok (pl.
anandamid, 2-AG, THC, Win55) a legtobb esetben értagulatot okoznak nem csak az
aortan, hanem, a koszortérben, az agyi erekben €s a mesenterialis artéridkon is, de sok
esetben ez a hatas nem CB1R-on keresztiil zajlott (121,201). A vaszkularis szovetekben
tobbféle receptor is célpontja lehet az kannabinoidoknak, nem csak a CB:R, hanem
jelentds lehet a TRPV1, a CB2R, GPRS5S5, TPR és més prosztanoid receptorok is. Vannak

olyan kozlemények amelyek azt bizonyitjak, hogy a kannabinoidok értagitd hatasait foleg
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a CB1R-okon keresztiil valosul meg (202). A vazizom arteriolakat vizsgalva, mi is azt
talaltuk, hogy a CB1R-agonista Win55212 4ltal kivaltott vazorelaxaciot teljes mértékben
gatolta az 02050, a CB1R neutrélis antagonistéja, és ez a jelenség hianyzott a CB1R-KO
egerekbdl, bizonyitva funkciondlisan relevans CB1R-ok jelenlétét ezekben az erekben.
Az érrendszerben nem csak fiziologids esetekben fontos az endokannabinoid rendszer,
sOt inkabb éppen a kiilonbozo elvaltozasoknal lehet jelentds, akar jotékony is a rendszer
mikodése. Hipertonids erekben kimutattdk a  kannabinoidok  értagitd  és
vérnyomascsokkenté hatasat (203), és szivelégtelenségben is eldnydsnek bizonyult a
CB:R agonizmus (204).

A mechanizmus tovabbi tisztdzasa érdekében a citoplazmatikus kalcium szinteket
mértiink patkédny aortabol preparalt simaizomsejteken. A FURA2-vel toltott sejteken mért
fluoreszcia valtozasokban azt talaltuk, hogy a CBi1R gatlasa noveli az Angll indukalt
kalcium jel fenntartott fazisat. Tehat elmondhatjuk hogy a patkany aorta primer simaizom
sejtekben a CB1R -ok befolyasoljak a (kés6i) kalcium bearamlast, amely létrejohet
kiilonb6z6 tipusu kalcium csatornak, mint példaul L-tipusu vagy P/Q-tipust csatornak
(205). A kalciumot mobilizal6 GFKR-ok agonistai, példaul Angll, vazokonstrikciot
indukalnak Gq/11 fehérjétdl fiiggd jelatvitelen keresztiil. Agonista indukélta simaizom
Osszehuzodas és érsziikiilet is 1étrejohet Gions-fliggd jelatvitellel és a Rho-fiiggd utak
aktivalasaval is (206).

A GFKR-ok a MAPK segitségével szabalyozhatjdk a sejtproliferaciot, a
sejtdifferencialodast, a sejtmozgast és a sejthalalt. A MAPK-ok, mint példaul az
extracellularis szignal-szabalyozott kinaz (ERK), a p38 és a c-Jun N-terminalis kinaz
(JNK) aktivalasa tobbek kozott a proliferaciot szabalyozé €s inflammatorikus citokinek
mobilizaci6 funkcidk miatt a neuroldgiai és sziv- és érrendszeri betegségekben fontos
célpontok. A kannabinoidok is aktivaljak az ERK, MAPK ttvonalakat, a CB1R aktivacio
stimulalja az ERK1/2-t, p38 MAPK-t és JNK-t is endothelsejtekben (207). Az altalunk
vizsgalt primer simaizom tenyészeteken végzett wester blot kisérletben az Angll
ingerlésre adott PERK vélasz nem mutatott szignifikans kiilonbséget, amikor az
endokannabinoid rendszer kiilonb6zd pontjait gatoltuk. A simaizomsejtekben az Angll
ismerten egy magas PERK valaszt indukal, az még nem ismert hogy a felszabadul6 és
lebomléasaban gatolt endokannabinoid tovabb tudja-e még ezt a jelet serkenteni, ahogy az

sem egyértelmil, hogy a kannabinoid keletkezés gatldsa esetében kisebb jelet varnank.
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Ebben a kisérletsorozatban nem kaptunk valtozast, melynek lehet oka az alacsony
esetszam is. Bar ezekben a kisérletekben nem tudtuk bizonyitani egyértelmiien a Gg
kapcsolt receptor ingerlését kovetd endokannabinoid felszabadulas jelentéségét a PERK
valaszra, nem kizart hogy van kapcsolat az AT1R-ok ¢s CB1R-ok kozott a jelatvitelnek
ezen a szintjén is a vaszkularis simaizom sejtekben.

Amikor a Gg-csatolt ATiR-t CB1R-el egyiitt expresszaltak CHO-sejtekben, az
angiotenzin Ill-vel torténd ingerlés a CBi1R-ok diacilglicerin-lipaz (DAGL) altal
kozvetitett transzaktivaciojahoz vezetett (114). A két receptor kozotti transzaktivacio
megvalosul ERK szinten, amit mar tobb tanulmany is lekozolt. Példaul egészséges
patkanybol vagy spontan hipertenziv patkanybdl izoldlt asztrocitdkon vizsgélva a két
receptort, a CB1R aktivacio ACEA-val nemcsak az ATiR altal kozvetitett MAPK
aktivacidé gatlasdhoz vezethet, hanem az Ang II a CB1R jelentds foszforilaciojat is
kivalthatja, ezaltal a CB1R inaktivalasat is okozhatja. Ezenkiviil a CB1R altal kozvetitett
jelatviteli atvonalak aktivélasa jelentésen csokken a hipertonids patkanyok asztrocitdiban
(208).

A megfigyeléseinknek in vivo is lehet jelent6sége. Jelen dolgozatban nem
mutattam be az ezzel kapcsolatos kisérleteinket, de a kdzleményiinkben 1athatd, hogy a
CBiR gatlasa fokozta egerekben az Angll infuz6 kivaltotta vérnyomds emelkedést.
Eredményeink o6ta tobb publikacio is sziiletett ezen a kutatasi teriileten, és kideriilt hogy,
hogy az Angll altal kivaltott szivhatasokat is modulalja a CB1R egyidejli aktivalasa,
valosziniileg az Angll jelatvitel soran fellépd 2-AG felszabadulads miatt. Intakt keringési,
izolalt szivkészitményben az Angll rovid tava hatasait a DAGL aktivalas és a CB1R
transzaktivacid moduldlja. A sziv CBiR-on keresztiil reagal a felszabadulo
endokannabinoidra, és a 1étrejové valasz ellenstlyozhatja az Angll pozitiv inotrép

hatasat, végso soron csokkentheti a sziv anyagcsere-igényt (209).

Az endokannabinoidok szertedgazd szerepe, ¢és a terapidkban hasznalt
kannabinoid receptor agonistdk elterjedése is indokolja a CB:R-ok vizsgalatat is.
Kutatasunk sordn a receptornak két misszensz polimorfizmusat vizsgaltuk meg és
hasonlitottuk a vad tipusu CB2R-hoz. Kérdésiink volt, hogy latunk-e kiilonbséget B-
arresztin2 kotddésben, G-fehérje aktivacioban, intracellularis eloszlasban, vagyis vannak-
e a jelatvitel elsd 1épéseiben olyan egyértelmii alapvetd valtozasok, melyek a receptor

mutacidhoz kithetdek? A legszembetlinObb valtozasokat a mutans receptorok esetében a
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B-arresztin2 kotd tulajdonsagaikban észleltiik, nevezetesen a CB2R-Q63R novekedett,
mig a CB2R-L1331 csokkent kotddést mutat a vad tipust receptorhoz képest. A G-
fehérjék aktivalasara vald képességiik megvaltozasa viszont kevésbé volt hangsulyos,
csak a CB2R-L 1331 mutatott némi fokozott aktivaciot 2 6ran at torténé JWH-133 agonista
hatasara a Gi1 fehérje BRET kisérletekben. Bar a gyengébb B-arresztin2 kotddés és az
ebbdl fakado gyengébb deszenzitizacid esetén erdteljesebb G-fehérje aktivaciora lehetett
szamitani, kiilonbségeket sem az endogén agonista 2-AG-val, sem az endogén cAMP-
szintek mérésekor nem tudtunk kimutatni. Ez arra utal, hogy még ha a G -fehérje
aktivacidja megvaltozik is, a kiilonbségek minimalisak. Eredményeink a CB2R-Q63R G-
fehérje aktivalasa esetén ellentétesek az irodalomban kordbban mar kimutatott
eredményekkel szemben (161). Carrasquer ¢és munkatarsai vizsgalataiban a G-fehérje
aktivacioja gyengébb volt a Q63R receptorban, ahogy azt a -arresztin2 erdsebb kotddése
miatt mi is varnank. Ok a deszenzitizaciot felvetik okként, de ezt kisérletesen nem
vizsgaltak. Az ellentétes eredmények oka nem vildgos, de modszertani eltérések vannak
a két vizsgalat kozott, ami expressziés rendszerekben mindig befolyasolhatja a
konkliziot. Ok foszfodiészteraz gatlok jelenlétében mérték a forskolin altal indukalt
CAMP-jeleket, ami megndvekedett érzékenységet eredményezhet. Ezenkiviil a G-fehérje
vizsgalatok érzékenyek lehetnek a receptor-expresszios kiillonbségekre is. Mindazonaltal,
amikor hosszii ideig stimuldltuk a receptorokat, a G-fehérje aktivacid korrelalt
Carrasquer-¢k eredményeivel, és azaz a CB2R-L1331 erésebb és a CB2R-Q63R gyengébb

G-fehérje aktivaciot mutatott.

A receptor-f-arresztin2 kotési kisérletek értékelésekor a receptorok membran
expresszioja 1s fontos szempont. Mivel a CB2R csak a sejtmembran kozelében kotddik a
B-arresztinhez, 6nmagadban a magasabb vagy alacsonyabb receptor membran expresszidok
nagyobb vagy alacsonyabb B-arresztin2 BRET szignalokhoz vezethetnek. Ahhoz, hogy a
nagy ateresztOképességli elemzéssel értékeltiik a CB2R sejtek intracellularis eloszlasat.
Az alkalmazott cellpose algoritmus lehetdvé teszi, hogy a sejtek a konfokalis
mikroszképos felvételeken automatikusan azonositsuk, és objektiven elemezziik a
sejtekben detektalhatd fluoreszcenciat. A sejtek térbeli fluoreszcencia profilja azt mutatta,
hogy a harom CB2R eloszlasa és teljes fluoreszcencidja nem kiilonbozik szignifikansan.

Tehat a két mutdns CB2R B-arresztin2 kotddésének kiilonbségei nem magyarazhatok
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lokalizacios vagy expresszios kiilonbségekkel, ellenkezdleg, a megvaltozott B-arresztin2
kotddés befolyasolja a ligand indukalta internalizaciot, meghatdrozza azt, hogy milyen
gyorsan jelenik meg a receptor az endoszomakban. A CB2R-Q63R esetében az erdsebb
B-arresztin2-kapcsolas gyorsabb internalizaciét mutat és gyorsabban jelent meg a
receptor a Rab5- és a kés6i endoszoma marker Rab7-el jellemezhet6 vezikulakban. Ezzel
szemben a CB2R-L1331 gyengébb B-arresztin2-kotése lassabb internalizalodashoz vezet,

¢és késobb éri el a vizsgalt, kiilonbozd Rab fehérjékkel jelzett vezikulakat.

Tobbféle modszerrel is meg akartuk mutatni a B-arresztin2 kotddésben lathato
kiilonbséget, ezért fordultunk a proximitas biotinilacié felé. Ezzel a modszerrel vizsgalva
csak az L1331 mutacio hatasa volt szignifikdns, de meg kell jegyezni, hogy ezekben a
kisérletekben a biotinilacid és az agonistaval torténd stimulacid egyszerre torténik, a
sejtekhez ~ 18 doran keresztiil adtuk a biotint, ennyi 1d6 sziikséges a B-arresztinek elegendd
biotinilaciéjahoz, és ez id6 alatt mar tobb kotédési-elengedési ciklus is 1étrejohet. Igy a
moddszer nem lehet elég érzékeny a kicsi kiilonbségek megkiilonboztetésére, kiilondsen

akkor, ha a kotés mar kellGen erds.

A B-arresztin kotés megvaltozasa tobb mas receptor mutdciondl is eléfordul, és
jelent6s kovetkezményeket hordozhat, mint példaul a familiaris diabetesz inszipudusszal
Osszefliggésbe hozott V> receptor egyik mutacidja (R137H) esetében. A V2R(R137H)-
ban a harmadik transzmembran régié végén - ahol az erdsen konzervalt DRY régi6 is van
- felcserélddott a 137. arginin egy hisztidinre. A kérosodott miikodés miatt a receptor nem
tudja ellatni a funkciojat, mivel nem tud G-fehérjét kotni. A mutacid agonista hidnyaban
1s egy konstitutiv B-arresztin kotést és ezen keresztiil egy konstitutiv internalizalodast

eredményez (83).

Az SNP-k mint természetes mutaciok igen elterjedtek a GFKR-ok és mas fehérjék
korében. Egyre tobb vizsgalat tarja fel az ilyen receptorokkal dsszefliggésbe hozhato
korképeket, példaul a P2R polimorfizmusai kiillonb6zé asztma fenpotipusokhoz
tarsithatoak, ezt figyelembe kell venni az alkalmazott B2R agonista terapiaknal (210,211).
Ahhoz hogy megtalaljuk a pontos magyarazatot a megfigyelt klinikai korképekre, fontos
érteni hogy a mutdcidk miért, és hogyan valtoztajdk meg a jelatviteli folyamatokat.
Példaul az MC4R 61 természetes varidnsat vizsgalva kideriilt, hogy a varidnsok kevésbé

szignalizaltak a Gs jelatvitel felé, inkabb fokozott B-arresztin toborzast mutattak és
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fokozott mitogén-aktivalt protein-kinaz ut aktivalast. Az ilyen receptorokkal rendelkezé
emberek szignifikdnsan alacsonyabb BMI -vel és alacsonyabb elhizasi esélyekkel
hozhatok Osszefliggésbe, kevésbé volt jellemzd naluk a 2 -es tipust cukorbetegség ¢€s
koszoruér betegség. Tehat az MC4R esetében a B-arresztin rendszer jelatvitel-szelektiv
stimuldldsa hatékony stratégiaja lehet a fogyasnak, ¢és az elhizéssal kapcsolatos
kardiometabolikus betegségek kezelésében is felmeriil (212). Az altalunk vizsgalt CB2R
variansok B-arresztin2 kotodésének megvaltozasa befolyédsolja a sejten beliili receptor
sorsot, ami meghatdrozza a tovabbi jelatvitelt, példaul a CB2R-Q63R-rdl mar ismert, hogy

csokkent Erk1/2 aktivaciot okoz, ami lehet a fokozott deszenzitizacid kovetkezménye

(213).

Felmertl a kérdés, hogy hogyan befolyasoljak a CB2R varidnsokban természetes
modon eléforduld aminosav cserék a B-arresztin2 kotését? Ismert hogy a B-arresztin2
kotésnek fontos feltétele a C-termindlison bizonyos aminosavak jelenléte és azok
foszforilacidja. Viszont az altalunk vizsgalt két mutacié egyike sem érinti a receptor C-
terminalisan talalhato szerin/treonin aminosavakat, mivel az aminosav cserék az elsd
(Q63R) vagy a harmadik (L133I) intracellularis hurokban taldlhatéak. Minimum két
lehetséges magyarazat l1étezik a vad tipusu receptor és a két mutans kozotti B-arresztin
kotodésben tapasztalt kiilonbségekre. Eldszor is, a mutaciok befolyasolhatjdk a GRK
receptorhoz valo kotddését, ez hatassal lehetnek a receptor foszforilacidjara. Valdjaban a
GRK2 kotés jol korrelalt a két mutdcid P-arresztin2 kotési mintazataval, ahogy azt
proximitas biotinilalas kisérletekben kimutattuk. Masodsorban, a Q63 és L133
aminosavak mutacidja kozvetleniil is befolyasolhatjak a B-arresztin2 kotodését. A -
arresztin-GPCR kolcsonhatasok legalabb két interakcids helybdl allnak: C-terminalissal
vald kolcsonhatasbol és a magi kolcsonhatasbol, utobbihoz tartozik az ujjhurok
kimozdulésa ¢és illeszkedése a GFKR-ok jelatalakité zsebébe. A kiilonboz6 receptorok
hélixei kozotti tiregben a toltések egymadstol eltérd tdvolsdgra vannak, ez a tavolsag
megszabja hogy az ujjhurok miként tud beilleszkedni. Az ujjhurok rugalmassaga teszi
lehetdve, hogy a B-arresztin2 kiilonb6zd iranyokban kotddjon kiilonbozd receptorokkal.
E mellett még szdmos mas interakci6 is 1étrejon a masodik €s a harmadik intracelluléris
hurok kozott (ICL2 és ICL3) (214). A Q63 aminosav a ICL2-ben talalhato, és ennek az
aminosavnak az argininre torténd cseréje megnoveli a pozitiv toltések szamat a receptor-

B-arresztin2 interakcids feliileten, ez a valtozas esetleg befolyasolhatja a két fehérje
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kotését. Az L1331 mutacio esetében az ok nem annyira nyilvanvalo. A mutécidval érintett
aminosav a receptor harmadik spiraljaban talalhato, oldallanca a receptor kiilsé oldala
felé mutat, és valdsziniileg nem vesz részt kozvetleniil a receptor-p-arresztin2
kolcsonhatasban. A leucin-izoleucin valtozasa szintén nem indokolja a jelentds szerkezeti
vagy toltésbeli valtozasokat. Ezért molekularis dinamikai szimulacidkat végeztiink egy
nemrégiben leirt CB2R modell alkalmazasaval, amelyben a receptor aktiv allapotat
stabilizaltdk egy nagy affinitasti agonistaval a CP55 940-el. A szimulacid szerint az
izoleucin y2 szénatomjanak metilcsoportja litkdzik a vad tipust receptor ICL2 140-141
aminosavaival, és a citoplazma felé tolja azt. Ez a mozgéas zavarhatja a receptor-p3-

arresztin2 kolcsonhatast, csokkentve a kotés affinitasat.

Bar a vad tipusu és a mutans receptorok kozott a receptor-f-arresztin2 kotddésbeli
kiilonbségek viszonylag kicsik, de hosszan tartd stimulalasa utdn ez a kis kiilonbség is
jelentésen befolyasolja a receptorok sejten beliili eloszlasat. fgy ezek az eltérések a
késobbi jelatviteli 1épések megvaltozadsdhoz vezethetnek, ahol a kiilonbségek a
jelerdsitési 1épések miatt felerésddhetnek, példaul a MAPK kaszkadok formajaban (215).
Tovabbi vizsgalatokban érdekes lenne kiprobalni a kannabinoidok hatdsat a CB2R-t
endogén modon expresszald sejteken, példaul a periférids immunsejtek, mikroglidkon,
vagy érdekes lenne olyan idegsejteken vizsgélni a jelatvitelt, amelyek vad tipust vagy
CB:2R variansokat hordozo alanyokbdl szarmaznak. Ezekkel a vizsgalatokkal lehetne még
jobban megérteni a CB2R varidnsok szerepét a bevezetOben emlitett immun- ¢és
pszichoneurologiai rendellenességekben. Osszefoglalva a CB2R-el kapcsolatos
munkankat, elmondhatjuk, hogy e két gyakran eléfordulo CB2R missense mutacio, a
Q63R ¢és az L1331 mutacio befolyasolja a receptor B-arresztin2-kotési képességét. Mivel
a G -fehérje aktivacioi nagyon hasonlonak tlinnek, vagy akar fokozodhatnak is az L1331
mutans esetében, ezek a valtozdsok a CB2R elfogult jelatviteléhez vezetnek, melyek
megmagyarazhatjdk a  mutaciokhoz  kapcsolodd  klinikai  megfigyeléseket.

Sok tanulmany foglalkozik az elfogult kannabinoid receptor agonistakkal. CB2R
esetében P-arresztin-toborzas 1étrejon példaul a Win55 vagy a CP55 stimulus esetében,
de deszenzitizacid leginkabb a CP55 alkalmazéasakor tapasztalhaté (135). A mar
hasznalatban 1évd kannabinoid ligandok valtozatos kémiai szerkezete ndvelte annak
valoszinliségét hogy ujabb jelatvitel-szelektiv agonistat taldljanak. Az elmult

évtizedekben szdmos kutatdcsoport bizonyitotta a jelatvitel-szelektiv agonizmus
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jelenségét CB:1 kannabinoid receptor esetében. A CBiR ligandfiiggden aktivalja a
kiilonb6z6 Ga izoformakat, a 1-et vagy 2-t (216). CB1R aktivalasanak befolyasolasara
nagyon igéretesek az alloszterikus modulatorok. Példaul az ORG27569-r6] azt talaltak,
hogy gatolja az agonista altal kozvetitett G-fehérje aktivacidt, inkabb a PERK1/2
utvonalak felé szignalizal, B-arresztin-1-en keresztiil, de szamos mas hasonl6 vegyiilet
létezik mar (217). A CB2R funkcionalis szelektivitasaval is egyre tobb kutatas
foglalkozik, amiota felismerték ennek a kannabinoid receptornak is a terapids
szempontjat. A jelenlegi CB2R terapiakat javithatjak az elfogult ligandok, a CB2R-t célzo
allosztérikus modulatorok, és a CBi1/CB2R-ok szelektiv aktivalasa. Ezek az ujabb
megkozelitsek optimalizaljak a kannabinoid agonistdkat, hogy azok kevesebb
mellékhatassal legyenek jobb gyulladascsokkentdk és jobb fajdalomesillapitok (218). A
CB2R B-arresztin-kotodését célzo farmakologiai stratégiaknal a leghatékonyabb
megoldasok érdekében érdemes figyelembe venni a mutaciokbol fakado sajatos

tulajdonsagokat is.
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7. KOVETKEZTETESEK

Az endokannabinoid receptorok jelatvitelének vizsgéalatakor aortdbdl izolalt
simaizom sejteken BRET mérésekkel kimutattuk, hogy az endogén Gq kapcsolt AT1R
ingerlése parakrin modon aktivalja a CB1 receptorokat. Ennek a transzaktivacionak a jelét
lattuk a kalcium méréseknél is, amikor az 02050 CB1R antagonista novelte az Angll
kivéltotta kalcium-jel fenntartott fazisat, ¢s a JZL184 MAGL gatloszer jelenlétében a
kalcium-jel gyorsabban csokkent.

Ragcsalo arterioldkon, és aortakon is megmutattuk, hogy CB1R fliggé mddon az
02050 alkalmazasa ndveli az Angll kivaltotta ér 6sszehtizodast. Az endokannabinoid
rendszer mas pontjait gatolva is ezzel szinkronban 1évé megfigyeléseket kaptunk a
miografos kisérletekben. A DAGL gatl6 alkalmazasa novelte az Angll kivaltotta ér
Osszehtizodast, mig a MAGL gatl6 hasznalata csokkentette azt.

Megallapitottuk, hogy a két CB2R misszensz muticio, a Q63R ¢és az L1331
befolyasolja a receptor B-arresztin2 kotési képességét. A CB2R-Q63R esetében erdsebb
B-arresztin2 kotést mértiink, mig a CB2R-L1331 esetében gyengébbet. A B-arresztin2
kotéssel korrelalt a receptorok GRK kotése is. A G-fehérje kotésben csak az 2 Oran at
tart6 JWH-133 ingerlésnél talaltunk kiilonbséget.

A kisérletekben hasznalt receptor plazmidok kozott nem volt expresszios vagy
lokalizacios eltérés. Tehat kimondhatjuk, hogy az eltéré p-arresztin2-kotés okozta azt,
hogy a receptorok eltérd sebességgel internalizalodtak, a Q63R hamarabb jelent meg a
Rab5 és Rab7-el jelzett endoszomakban mint a masik két receptor, mig az L1331 érte el
leglassabban mind a négy vizsgalt intracellularis vezikuldkat.

A receptorok szerkezetének vizsgalatakor megallapitottuk, hogy a Q63R esetben
a megemelkedett pozitiv toltések szama befolyasolhatja a receptor-p-arresztin2
interakciot. Az L1331 esetében pedig molekularis dinamikai szimuléciokkal
megmutattuk, hogy a receptorban az ICL2 az aminosav csere miatt egy kissé eltolodik,

ami egy lehetséges magyarazatot a csokkent B-arresztin2 kotésre.

85



DOI:10.14753/SE.2022.2663

8. OSSZEFOGLALAS

Az endokannabinod rendszer jelentdsen befolyasolja szinte valamennyi szerviink
mikddését. Bar nem csak fizioldgias allapotban van jelentdsége, még mindig keveset
tudunk a rendszer elemeinek Osszefliggéseirdl, legyen sz6 akar a receptorok pontos
jelatviteli folyamatairdl, akér az endokannabinoidok transzaktivald hatésardl.

Vizsgalatunk els6 részében a CB1R-ok jelentdségét vizsgaltuk ragesald ereken és
primer simaizom kultirakon. Osszefiiggést kerestiink az AT: receptorok okozta
endokannabinoid felszabadulas és a szomszédosan elhelyezked6 CBiR-0k
transzaktivacidja kozott. Tobbféle érszakaszon vizsgaltuk a Gq hatasra kialakulo
vazokonstrikcio valtozasat tobbek kozott CB1R gatlas mellett. Ezeknek a gatloszereknek
a hatasat kerestiik simaizomsejteken a Ca?'-jel és a PERK vizsgalataval, és BRET
modszerrel kimértiik a két receptor kozotti transzaktivacid  1étrejottét is.

Vizsgéalatunk mésodik részében a CB2R két ismert polimorfizmusanak jelatvitelét
vetettiik Ossze. A jelatviteli 1épések kezdeti szakaszara fokuszaltunk, elsdsorban a -
arresztin2 kotésre, a G-fehérje aktivalasra, és az internalizacidra. Tobbféle modszert
alkalmazva kerestiik az mutaciok okozta betegségek hatterében szerepelhetd jelatviteli
eltéréseket. Koprecipitacioval és BRET mérésekkel kimutattuk, hogy a B-arresztin2
kotésben kiilonbség van a mutdnsok kozott. A G -fehérje aktivacioi nagyon hasonlonak
tlint, vagy akar fokozodott 1s az egyik mutacio esetében, 0sszességében ezek a valtozasok
a CB:2R jelatvitel-szelektiv aktivalodasdhoz vezetehetnek, melyek magyaradzhatjdk a
megfigyelt klinikai korképeket.

Eredményeink megmutatjak hogy a G-fehérje kapcsolt receptorok jelatvitelének,

crer

polimorfizmusoknak fontos szerepiik van az endokannabinoid rendszer mitkdésében.
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9. SUMMARY

The endocannabinoid system includes G-protein-coupled endocannabinoid
receptors and the formation and action of endocannabinoids influence the functions of all
our organs. Although it plays a significant role in both physiological and
pathophysiological conditions, little is known about the interrelationships of the elements
of the system, whether it is the precise signaling processes of the receptors or the

transactivating effect of endocannabinoids.

In the first half of our study, we investigated the relevance of CB1Rs in rodent
blood vessels and primary smooth muscle cultures. We searched for a correlation between
endocannabinoid release by AT receptor activation and transactivation of nearby CB1Rs.
The changes in vasoconstriction induced by Gq in different rodent arteries were examined
in addition to CB:R inhibition, among others. We investigated the effects of these
inhibitors on smooth muscle cells by examining the Ca?* signal and PERK, and also

detected transactivation between the two receptors by BRET.

In the second half of our study, we compared the signaling of two known
polymorphisms of CB2R. We focused on the initial stage of signaling steps, mainly -
arrestin2 binding, G-protein activation, and internalization. Using several methods, we
searched for differences that might underlie the diseases caused by mutations. Using
coprecipitation and BRET measurements, we showed that there is a difference in -
arrestin2 binding between mutants. G-protein activations appeared to be very similar or
even increased in case of one mutation, overall these changes may lead to biased signaling
of CB2R, which could explain the observed clinical conditions.

Our results show that G-protein coupled receptor signaling, endocannabinoid
transactivation and naturally occurring receptor polymorphisms play an important role in

the functions of the endocannabinoid system.
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