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Bevezetés

Az endokannabinoid rendszer szamos fizioldgiai folyamatban vesz
részt: sejtszinten szabalyozza a sejtek szaporodasat, differencidlodasat, a sejtek
tulélését €s az apoptozist kiilonboz6 szovetekben, példaul zsirszovetben,
hamsejtben, csontban, vérben, nemi mirigyekben, valamint az agyban. Az
endokannabinoidok  szintetizaléodnak a kozponti idegrendszerben, és
szabalyozzak a fajdalomérzékelést, a motoros funkciokat, a tanulast, 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
¢s mitkddhetnek a periférias szovetekben is szinte mindenhol a szervezetben.

A két legismertebb kannabinoid receptor a CB,R és CB,R is fontos
terapias célpont. A CB, receptor mar tobb mint 30 éve kutatott farmakologiai
szempontbdl is, és mar szamos szintetikus liganduma 1étezik.

A CB,R-ok tulnyomoérészt az agyban expresszalodnak, kiillondsen az
agykéregben, a hippocampusban, a bazalis ganglionokban és a kisagyban, ahol
a kannabisz pszichotrop és viselkedési hatdsainak tobbségét kozvetitik. De
ujabb bizonyitékok szerint a CB R szamos periférids szovetben is kifejezodik,
beleértve a lépet, a bélrendszert, a tiid6t, a méhet, a csemOmirigyet, a szivet és
az érrendszert.

A keringési rendszer szempontjabol 1995-ben mutattak ki eloszor, hogy
in vitro (nyul agyi artéridkon) a kannabinoidok vazorelaxaciot okoznak. Azota
szamos  tanulmanyban  latjuk, hogy ha  kannabinoidokat vagy
endokannabinoidokat hasznalnak izolalt artériakon, akkor ezek az anyagok az
érellendllas valtozasat eredményezik. A legtdbb esetben vazorelaxacidé az

eredmény, bar vazokonstriktor valaszok is megfigyelhet6k. A kannabinoidok



moduléljadk a vazoaktiv vegyliletek, koztiik az acetilkolin, a metoxamin, az
angiotenzin II és az U46619 (tromboxan agonista) hatdsat is. A jelenség
magyardzataként szamos hatdsmechanizmust javasoltak, ideértve a receptor
aktivalasat, a kaliumcsatorna aktivalasat, a kalciumcsatorna gatlasat és a
vazoaktiv mediatorok, példaul a kalcitonin génnel rokon peptid, a
prosztanoidok, az NO, az endothelidlis eredetii hiperpolarizalo faktor és a
hidrogén-peroxid termelését. Az endokannabinoidok gyakran megfigyelt
vazorelaxans hatasaért részben a CB,R aktivalasa kozvetiti. Az irodalom nem
egységes a kannabinoidok vasorelaxans hatasaban, de lehetséges, hogy a
kannabinoid agonistak funkcionalis szelektivitast fejezhetnek ki a CB,R-okon,
oly mddon, hogy egyesek hatékonyabban inditjak el a relaxaciohoz vezetd
mechanizmusokat -  példaul a  Ca**-csatorna  gatldsa és a
kaliumcsatorna-aktivacié révén -, mint masok. Egyes kannabinoidok

vaszkularis hatasait metabolikus termékeik kozvetitik.

A CNR2 génnel eddig viszonylag kevesen foglalkoztak, annak ellenére,
hogy a CB,R jelentdsége, és a CB,R polimorfizmusainak jelentdsége is tobb
pszichiatriai korképben felmeriilt. A CB,R c¢DNS 188-189 pozicidjaban
azonositott missense polimorfizmusdban dinukleotid megfordulas tortént
AAGG teriileten (rs2501432), és ez a valtozas a fehérjében glutamin-arginin
aminosav cserét eredményez a 63. aminosav pozicidoban (Q63R). Az aminosav
csere kovetkezménye, hogy egy toltetlen aminosavval pozitiv toltéstivé valik,
amely hatassal lehet az els¢ intracellularis citoplazmatikus hurok strukttrajara,
kiilonb6z6 modon befolyasolva ezzel a CB,R immunmodulald funkciojat.
Egyes kutatdsok beszamolnak a CB,R-Q63R receptorok szerepérdl a
depresszioban, az alkoholizmusban valamint skizofréniaban is. Ezen tal néhany

a periférias betegséggel is Osszefliggésbe hoztak, mint példaul a myasthenia



gravis, a reumds iziileti gyulladas, a bélgyulladas, vagy a csontrikulas. Egy
masik, altalunk is vizsgalt missense polimorfizmusnal (rs41311993) a 133.
pozicidban leucin-izoleucin csere tortént (L133I). Ezt a CB,R varianst eddig
csak Olaszorszagban talaltak meg, és bipoldris zavarban szenvedd betegeknél
szignifikdnsan gyakrabban talaltak meg ennek mutansnak az alléljat, mint a vad
tipusu CB,R-t. Ez az aminosavcsere befolyasolhatja a receptor kotodését a
G-fehérjéhez, mivel a képzddik egy hidrofob csoport ami megvaltoztathatja a

transzmembran domén stabilitasat.



Célkitiizések

Ph.D. munkam soran a két kannabinoid receptor, a CB,R és CB,R

szerepével és mikdodésével foglalkoztam. A CB,R esetében annak vaszkularis

hatésait vizsgaltam az Angll vérnyomas emeld hatasara, a CB,R estében pedig

két gyakran el6forduld receptor polimorfizmus hatdsait vizsgaltam a

receptor-f-arresztin2 kapcsolataban.

Vizsgalataim els6 felében a kérdéseink az alabbiak voltak:

Létrejon-e parakrin transzaktivacio endogén AT|R stimulalasaval izolalt
simaizom sejtekben?

Ragcsalé arterioldkon és aortakon jelenlévé AT, R és CB;R milyen
modon befolyasolja a G, kapcsolt receptor ingerlésével 1étrehozott ér
Osszehuzoddast?

Simaizom sejteken a CB;R-ok gatlasa hogyan befolyésolja az Angll

kivaltotta jelatviteli folyamatokat?

Vizsgalataim masodik felében a kérdéseink az alabbiak voltak:

A CB,R polimorfizmusok esetében mely jelatviteli folyamatokban
latunk in vitro kiillonbséget?
Beszélhetiink-e  elfogult jelatvitelrdl a CB,R-ok ismert két

polimorfizmusa esetében?



Médszerek

Sejtkultura és transzfekcio - HEK 293T sejtvonal

HEK 293T sejtvonalat 100 IU/ml penicillinnel, 100 pg/ml
sztreptomicinnel ¢és 10% fotalis borjuszérummal kiegészitett DMEM
médiumban tartottuk fent 37 °C-on 5% CO,-tartalom mellett. A BRET
kisérletekhez a sejteket szuszpenzidban transzfektaltuk OptiMEM médiumban
Lipofectamine 2000. A koprecipitacids kisérletekhez szintén szuszpenzidban

transzfektaltunk Ca-foszfat precipitdcido modszerével.

Primer aorta simaizom sejtek

Him Wistar patkanyokbol 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 MgSO, - 7H,0, 20 mM
NaHCO;, 1,18 KH,PO, mM, 0,027 mM EDTA, 10,5 mM gliik6z) megmostuk,
vékony hegyli csipesszel eltavolitottuk a zsiros kotdszovetet. Darabolas utan
kollagenazzal emésztettiik, a tovabbiakban 37 ©°C-os CO, termosztatban

tartottuk.

Biolumineszcencia rezonancia energiatranszfer (BRET) mérések

A BRET mérésekhez Varioskan Flash Multimode Reader tipusu
késziiléket hasznaltunk, 480 nm-es (Rluc) és 530 nm-es (mVenus)
hullamhosszu sziirokkel. A mérések elején sejt-permedbilis colenterazin 4
szubsztatot adtunk a sejtekhez 5 pM végsé koncentracioban. A
BRET-hanyadost az 530/485 nm hullamhosszokon mért fényintenzitasok
hanyadosaként hataroztuk meg. A BRET-eredmények legalabb harom fliggetlen
kisérlet atlagabol keriiltek meghatarozadsra. A BRET gorbék elkészitéséhez



el6szor az ingerelt sejteken mért BRET-hanyadosokbol kivontuk a nem ingerelt,
kontroll sejteken mért értékeket, majd ezen eredménybdl kivontuk az ingerlés
elotti értékek atlagat. Ezaltal a gorbéken az ingerlésre kapott BRET-jel
valtozasokat a csupan vivoanyagot kapott sejtek eredményeire normalizaltan, a

stimulalast megel6z6 BRET-jelhez képesti kiillonbségként abrazoltuk.

Konfokalis mikroszkopia és képanalizis

A CB,R-ok lokalizaciojanak meghatarozasahoz L10-el jelolt Cerulean-t
hasznaltunk plazmamembran markerként és YFP-vel jelolt CB,R izoformakat
transzfektaltuk Ca-foszfat precipitacié modszerével. A kisérlet elején a sejteket
JWH-133-al (10 pM) kezeltiik 1 oran at. Ezutdn 3x mostuk a sejteket hideg
PBS-el, majd fixaltuk 4% Pfa-val jégen 15 percig. Konfokalis mikroszkopos
keépeket Zeiss LSM 710 konfokalis 1ézer pasztazo mikroszkdppal készitettiink.
A sejteket cellpose neuralis halozaton alapuld algoritmussal detektaltuk és a sejt
konturt folyamatosan csokkentve a sejt belseje felé meghataroztuk a

fluoreszenciat egyre csokkend korvonalak mentén.

Precipitacios mérések - BirA biotin ligaz alkalmazadsa

HEK-293T sejtekbe a CB2R-BirA fuziés fehérjét kifejezé plazmiddal
komplett DMEM-re cseréltiik, és ezzel egy idoben a sejtek egyik felét 1 uM
szelektiv CB2R agonista JWH-133-mal, a masik felét a vivéanyaggal kezeltiik.
A sejtek lizatumanak feliiluszojat NeutrAvidinnel fedett agaréz gyongyokkel

egy ¢€jszakan at, 4°C-on inkubaltuk folyamatos forgatas mellett. Masnap mosas

crer



mintapufferben foztiik a gyongydket 95 °C-on, 15 percig. A hokezelés utan a
mintdkat 12000 g-vel centrifugaltuk, majd a feliilusz6 oldatokat tovabbi
felhasznalasig -20 °C-on taroltuk.

Glo szenzor proba

HEK-293T sejteket transzfektaltunk 6 lyukd lemezeken jeldletlen
CB2R  plazmidokkal és GloSensor™-al, Opti-MEM®  mediumban
Lipofectamine 2000 ™ reagenssel. 6 6ra mulva a sejtek médiumat lecseréltiik
friss DMEM-re. Méasnap lecseréltiik a médiumot szintelen HBSS pufferra, 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 megmértik a biolumineszcenciat VarioSkan Flash
késziilékkel. A mérés soran JWK-133 és 2-AG agonistdkkal stimulaltuk a
sejteket novekvd koncentracioban. A cAMP jelet az endogén [,-adrenerg
receptorokat ingerelve valtottuk ki. Az [SO-indukalt cAMP-termelés gatlasanak
elemzéséhez Osszehasonlitottuk a biolumineszcencidkat 7 perccel az ISO

hozzéaadasa utan.

Western blot

A kisérletek soran alkalmazott antitestek: GRK 2, GRK 3, B-arresztin2.
A biotinilaci6 mértékét minden kisérletben az egyes mintakban Alexa670-el
konjugalt sztreptavidin festéssel tettiikk lathatova, Azure 700 fluoreszcencia
tartomanyban el6hivva a membrant.

Az izolalt aorta simaizomsejteken: Az CB,R-gatlé 02050-el 10 percig
elékezelt VSMC-ket Ang Il-vel stimulaltuk 5 percig 6-lyuku lemezeken. Az



kinyert fehérjéket PVDF membranokra vittik at, és ERK, foszfo-ERK
antitestekkel festettiik masnap reggelig, A vizualizaciot ECL reagenssel
inditottuk el. Az elohivott filmeket beszkenneltiik és Image] szoftverrel

elemeztiik.

Immunfestés és fluoreszcencia mikroszkopia

A patkany aortabdl izolalt VSMC-ket, 3 cm atmérdjii feddlemezen
novesztettiik, kb 75%-0s konfluencia elérésekor 3x PBS mosas utan 4%
paraformaldehinnel fixaltuk 4°C-on 15 percig. Lemosas utin a sejteket
szobahdmérsékleten Tryton-X-el és Na-borahidriddel kezeltiik 5 és 15 percig,
majd 30 percig 1%-os BSA-val blokkoltuk a sejteket, és a festést primer
simaizom-aktin antitesttel és szekunder antitesttel konjugélt rodaminnal
vegeztiik egész éjjel 4°C-on. Masnap A sejtmagokat
4'-6-Diamidino-2-fenilindollal festettiik meg. A fluoreszencia detektaklast Zeiss

LSM mikroszkoppal végeztiik. A képeket Imagel szoftverrel véglegesitettiik.

Kalcium-jel mérése

A VSMC-ket (1,5x10° sejt/well) Fura2/AM fluoreszcens festékkel
toltottiik sotétben szobahOmérsékleten: a sejtekhez modositott Krebs oldatot
adtunk (120 mM NaCl, 4,7 mM KCI, 1,2 mM CaCl2, 0,7 mM MgSO4, 10 mM
glukoz, 10 mM Na-Hepes; pH 7,4), amit a BRET méréseknél is hasznaltunk, és
kiegészitettik 200 uM szulfinpirazonnal. A mérés el6tt a sejteket 10 percig
kezeltik CB;R gatloval vagy MAGL gatloval . A mérés soran stimulaltuk a

sejteket Angll-vel. Inverter mikroszkopot hasznaltunk, ami 40x-es immerzios



olajos objektivvel és Cascade II kameraval volt felszerelve. A gerjesztési
hulldmhosszt egy xenon lampéahoz csatlakoztatott monokromator allitotta be. 5
masodpercenként készitettiink egy képet. A fluoreszcencia méréséhez a
hattérbol kivont felvételekbol 340/380 nm aranyszamot szamitottak ki. Az

adatok elemzéséhez MetaFluor szoftvert hasznaltunk.

Miogrdfia

Patkédnyok mellkasi aortdit és az egérek hasi aortait eltavolitottuk, €s
hideg Krebs-oldatba helyeztiik (119 mM NaCl, 4,7 KCI mM, 2,5 CaCl, mM -
2H,0, 1,17 mM MgSO, - 7H,0O, 20 mM NaHCO,, 1,18 KH,PO, mM, 0,027
mM EDTA, 10,5 mM gliikéz). Aorta gytiriket (3-4 mm) tobbkamras
izometrikus miograf rendszerre helyeztilk fel. A miografok szervfiirdéiben
Krebs-oldattal (37 ° C, 5% CO2 és 95% 02, pH 7,4) végeztik az egész
kisérletet. Az érgytiriket 30 percig ekvilibraltattuk, és pihentettiik, kdzben
folyamatosan modositva a feszitést. Amikor elérték az 5 mN eléfeszitési erdt
referencia Osszehuzddasokat valtottunk ki hiperkalémias (124 mM) oldattal.
Farmakologiai agonistakat vagy kumulativ koncentracioban adtuk a kadakba,
vagy egyetlen adagban, szubmaximalis koncentracioban adtuk. Az inhibitorokat
10 perccel az agonistak eldtt alkalmaztuk. Az értagitd agonistgakkal torténd
kezelés elott az ereket elofeszitettiik Phe hozzaadasaval. Az endotélium épségét
Ach-al teszteltik, amely minden szegmenst 90-100% -kal ellazitott. Az

adatokat a KCl oldattal elvégzett referencia 6sszehtizodasra normalizaltuk.

Nyomds-video arteriogrdfia
A gracilis és a koronaria erek vizsgalatdhoz 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 patkdnyok mellkasat kinyitottuk és a szivet tettik a
Krebs-oldatba, majd izoldltuk a bal eliilsé leszalld koszortérbdl elagazod
arteriolat. Minden allatbol egy szegmenst prepardltunk és mértiink. Az ér
szakaszt mikrokaniilokkel mindkét végén kaniilalva Krebs-oldattal toltott
nyomas-mikroarteriografia kamra szovetfiirdgjébe tettilk. 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

atmérot fotdzas utan mértik.

Statisztikai analizis

Az adatok atlag + standard atlag hiba (S.E.M) GraphPad Prism 9.0.0.
Szoftver segitségével elemeztiikk, és abrazoltuk. A CB;R-al kapcsolatos
kutatdsban a statisztikai szamitdsokat €s a miograf adatok abrazolasat
SigmaPlot segitségével és SigmaStat programcsomaggal (Systat Software Inc.
San Jose, CA) végeztiik. A koncentracio-valasz gorbéket és inhibitor hatasokat
kétszempontos ANOVA teszttel értékeltiik. P <0,05 valoszintiségi szinteket
vettiink statisztikailag szignifikansnak. A CB,R-al kapcsolatos kutatasban a
GraphPad Prism 9.0.0. Szoftver mellett Python matplotlib és seaborn
konyvtarakat hasznaltunk az abrazolashoz, és a statisztikai elemzéshez. Az
eredményeket kétszempontos ANOVA-val elemeztiik, és Tukey post-hoc
tesztjét alkalmaztuk a vad tipust és a mutans CB,R-ek paronkénti

O0sszehasonlitasara.



Eredmények

CB|R vizsgdlatok primer simaizom sejteken:

Eredményeink szerint Angll stimulaci6 hatasara 1étrejon a szomszédos
sejtekben a CB|R jelatvitel, a BRET jel csokkenésébol arra kovetkeztetiink,
hogy a G-fehérje alegységek eltdvolodnak egymastol. Ez az aktivacio
megakadalyozhaté volt AM251 CB,R antagonista elokezeléssel. Amikor a
primer simaizom sejteket hasznaltuk és az endogén AT R stimulaltuk, akkor is
létrejott a parakrin transzaktivacié Angll hatasara.

Az Angll stimuldci6 a primer simaizomsejtekben a citoplazmatikus
kalciumszint meredek emelkedését idézte eld, amit egy lassabb lengés kovetett.
A CBR -ok 02050 altali gatlasa megnovelte az Angll-indukalt kalcium jel
fenntartott fazisat. A MAG-lipaz gatlé hasznalata, mely fenntartja a 2-AG
szintet a sejtekben, megroviditett a kalcium jelet, igy a méréseknél egy

gyorsabb lecsengést tapasztaltunk.

A CB|R antagonista hatdsa a AT R ingerlésével kivaltott ér §sszehtizodasra
izolalt ér gyiirikon:

Az Angll minden esetben érszlikitd hatast volt, ami egér aortdkon
leellendrizve AT, R-fliggének bizonyult. Az 02050 elékezelés szignifikansan
novelte az Angll hatasra 1étrejovd érszikiileteket patkany és egér gracilis
arteriolakon aortakat vizsgalva ¢és patkany koronaria arterioldkon végzett
kisérletekben is. Vizsgalatunkban CB;R KO egereken is megnéztiik az Angll és
02050 hatasat, és azt tapasztaltuk, hogy a CB;R KO egerek aortijaban
novekedett az Angll kivaltotta érsziikiilet, az 02050-nek mar nyilvanval6éan
nem volt hatdsa CB|R hianyaban. A THL, jol ismert DAG lipaz gatloszerrel

torténd elokezelés szignifikdnsan nagyobb ér Osszehtizodast okozott Angll



stimulus hatasara. A JZL184 a MAG lipaz irreverzibilis szelektiv gatldszere -
mely jelent0sen gatolja az endokanabinoid 2-AG lebomlast anélkiil, hogy az
anandamid mennyiségét befolyasolnd - szignifikdnsan csokkentette az Angll
altal kivaltott vazokonstrikciot. Az izolalt simaizomsejtekb6l 2-AG mérést is
végeztliink, hogy lassuk Angll stimulus hatdsara valoban felszabadul ez az
endokannabinoid a sejtekbol. A THL elokezelés csokkentette a 2-AG
keletkezését, mig a JZL184 ndvelte mind a bazalis mind az Angll kezelésre

1étrejovo 2-AG szintet.

A CB,R és polimorfizmusainak vizsgélata - kapcsolata a B-arresztin2-vel és a
GRK fehérickkel:

A harom receptor (VT, Q63R, L133I) agonista stimulacioja a Venus-al
intracellularis vezikuldkban nem lattunk B-arresztin2-t. Vizudlisan nem
figyeltiink meg szignifikdns kiilonbséget a receptor altipusok kozott, igy a
B-arresztin2 kotddés mértékének szamszerlsitése érdekében valos idejli
biolumineszcencia rezonancia energia transzfer (BRET) méréseket hajtottunk
végre. Mindkét agonista (JWH-133, 2-AG) esetén azt tapasztaltuk, hogy a
Q63R mutans megnodvekedett B-arresztin2-kotésre képes, mely kiilonbség a
nagyobb koncentracioknal jobban érvényesiil. Tovabba a vad tipust receptorhoz
képest csokkent [-arresztin2-kotést mértiink az L1331 receptor esetében
mindkét agonista hasznalatat kovetden. A BRET kisérletek eredményeihez
hasonléan BirA kozelségi-jelolés modszerével végzett kisérletekben a
Q63R-CB,R-BirA stimulacié emelkedett, az L133I-CB,R-BirA stimulacid
pedig a [-arresztin2-Venus jel csokkenéséhez vezetett a vad tipusu

receptorokhoz képest.



A GFKR-okhoz vald B-arresztin2 kotdédését a GRK-ok szabalyozzak.
Annak tesztelésére, hogy a CB,R muticidi befolydsoljak-e a GRK kotést,
kozelségi biotin-jelold kisérleteket hajtottunk végre. A receptorok stimulalasa
utdin az endogén, biotinilalt GRK2 ¢és GRK3 fehérjéket, valamint a
B-arresztin2-t lehuztuk ¢és Western-blot segitségével detektaltuk. Az
eredmények azt mutatjdk, hogy a receptorok JWH-133-mal torténd
stimulalasara endogén PB-arresztin2-t kdtnek, mely anti-B-arresztin2 antitesttel
kimutathato volt. Az endogén GRK2 és GRK3 mintdkban a fehérjék szintén
feldusultak JWH-133 hatasara, mutatva a fehérjék kolcsonhatasat az aktivalt
receptorral. A stimulacionak csak a GRK2 esetében volt szignifikans a hatasa.
Mindkét vizsgalt GRK fehérje kotésére a CB,R mutacidinak is szignifikans
hatasa volt, a Q63R erdsebben kotddott a GRK2 és GRK3 fehérjékhez mint a
tobbi CB, receptor.

gétlés;inak mérése:

BRET mérésekben az alap aktivitast az inverz AM630 agonistaval
végzett kezeléssel hataroztuk meg, és JWH-133-at vagy 2-arachidonoil-glicerint
(2-AG) alkalmaztunk agonistaként. Nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a
vad tipushoz képest a mutans receptorok agonista altal kivaltott
koncentracio-valasz gorbéi kozott. Azonban a Q63R mutans bazalis aktivitasa

alacsonyabb volt a vad tipusu és az L1331 mutat CB,R-okhoz képest.

A CB,R mutinsok endogén expresszalt G-fehérjékkel torténd
aktivitasanak tesztelésé¢hez Glo szenzort hasznaltunk. A cAMP jelet a sejtekben
az endogén expresszalt [(2-adrenerg receptorok izoproterenollal torténd

stimulalasaval hoztuk létre, ezzel egyidejileg aktivaltuk Gj,-aktivalo



CB,R-okat. A kordbbi eredményekhez hasonldan nem észleltiink kiilonbséget a
vad tipust és a mutans CB, receptorok kozott. Ebbdl arra kovetkeztetiink, hogy
a Q63R és L1331 mutacioknak nincs szignifikans hatasa a CB,R G-fehérje

aktivitasra.

A CB, receptor és polimorfizmusainak intracellularis eloszlasa:

A mutans receptorok intracellularis eloszlasanak vizsgalatdhoz sarga
fluoreszcens fehérje (YFP)-jelolt CB,R-eket expresszaltunk HEK 293T
sejtekben. Konfokalis mikroszkopos felvételek készitése utan a sejteket cellpose
algoritmusal azonositottuk. Elemeztilk a teljes fluoreszcenciat és a sejtek
sz€éléhez viszonyitott receptor fluoreszcencidk intenzitdsanak eloszlasat. Azt
tapasztaltuk, hogy receptorok hasonlé expresszioval és sejten beliili eloszlassal
rendelkeztek, erdsebb intenzitas-csucsokat mértiink a sejtek széle kdzelében. A
sejtekben talalhatd receptorok hasonlé membran expresszidja arra utal, hogy a
B-arresztin2  kotddésében észlelt kiilonbségeket nem a megvaltozott
intracellularis eloszlas okozza. Amikor a sejteket 1 oran at JWH-133-mal
stimulaltuk, az eloszlasi profil jelentdsen megvaltozott: mind a vad tipusu, mind
a Q63R mutans receptorok alacsonyabb fluoreszcenciaval lathatéak a
sejtmembranban és magasabb fluoreszcenciaval a citoplazmaban. Az L1331

mutacio esetében azonban az eloszlas valtozasa nem volt szignifikans.

A CB, receptor és polimorfizmusainak hatdsa a receptor internalizicidra:
BRET mérésekkel megallapitottuk, hogy a stimulacié hatasara a
receptorok eltadvolodnak a plazmamembranrdl. Az internalizaciés mintdzat

megfeleltethetd a mutans receptorokkal megfigyelt B-arresztin2 kotodési



mintazatoknak. Vagyis a CB,R-Q63R, amely erdsebben kapcsolodik a
B-arresztin2-hez, szintén kissé fokozta a membranbol valo leflizodését és ezzel
egylitt a receptor megjelenését a Rab5 és Rab7 fehérjékkel jelemezhetd
endoszomakban. A CB,R-L133I, amely gyengébben kapcsolodik a
B-arresztin2-hez, lassabb internalizacidt mutatott és lassabban jelent meg mind
a négy tipust endoszomaban. Mivel a hosszan tartd stimulacié utdn a mutans
receptorok  egyértelmiien intracellularis  eloszlasat  mutatnak, ezért
megvizsgaltuk a G-fehérje aktivitasat 2 oran at tart6 JWH-133-mal torténd
kezelés utan. Ehhez G;; BRET szenzorral végeztiink kisérletet B-arresztin2-t is
expresszaltatva a HEK 293T sejtekben. Ebben a beallitasban az L1331 mutans
fokozott G-fehérje valaszt adott, mig a Q63R kisebb aktivaciét mutatott a vad
tipusu receptorhoz képest. Ez az eredmény korreldl a mutans receptorok

internalizaciojaban és a sejten beliili eloszlasban megfigyelt kiilonbségekkel.

A CB, receptorok szerkezeti véltozasai:

Molekularis dinamikai szimulaciokban a CB,R-Q63R esetében nem
tapasztaltunk jelentds szerkezeti atrendezodést, bar az arginin sztérikusan
nagyobb a glutaminhoz képest, és jelenléte ndveli a receptor citoplazmatikus
oldalan a pozitiv toltések szamat. A 133-as pozicidban 1évé izoleucin a
harmadik spiral kiils6 oldalan helyezkedik el, és y2 -szénatomjanak helyzete a

masodik intracellularis hurkot kicsit elmozditja a citoplazma felé.



Kovetkeztetések

Az endokannabinoid receptorok jelatvitelének vizsgalatakor aortabol
izolalt simaizom sejteken BRET mérésekkel kimutattuk, hogy az endogén Gq
kapcsolt AT R ingerlése parakrin modon aktivalja a CB1 receptorokat. Ennek a
transzaktivacionak a jelét lattuk a kalcium méréseknél is, amikor az 02050
CB,R antagonista novelte az Angll kivaltotta kalcium-jel fenntartott fazisat, és
a JZL184 MAGL gatlészer jelenlétében a kalcium-jel gyorsabban csokkent.

Ragcsalo arteriolakon, és aortakon is megmutattuk, hogy CB|R fiiggo
modon az 02050 alkalmazasa noveli az Angll kivaltotta ér 6sszehtizodast. Az
endokannabinoid rendszer mas pontjait gatolva is ezzel szinkronban 1évo
megfigyeléseket kaptunk a miografos kisérletekben. A DAGL gatlo
alkalmazasa novelte az Angll kivaltotta ér 6sszehuizodast, mig a MAGL gatlo
hasznalata csokkentette azt.

Megallapitottuk, hogy a két CB,R misszensz mutacio, a Q63R és az
L1331 befolyasolja a receptor PB-arresztin2 kotési képességét. A CB,R-Q63R
esetében erdsebb B-arresztin2 kotést mértiink, mig a CB,R-L133I esetében
gyengébbet. A P-arresztin2 kotéssel korrelalt a receptorok GRK kdotése is. A
G-fehérje kotésben csak az 2 o6rdn at tartdé JWH-133 ingerlésnél talaltunk
kiilonbséget.

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

A receptorok szerkezetének vizsgalatakor megallapitottuk, hogy a



Q63R esetben a megemelkedett pozitiv toltések szama befolyasolhatja a
receptor-f-arresztin2 interakciot. Az L1331 esetében pedig molekularis
dinamikai szimulaciokkal megmutattuk, hogy a receptorban az ICL2 az
aminosav csere miatt egy kissé eltolodik, ami egy lehetséges magyarazatot a

csokkent B-arresztin2 kotésre.
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