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1. Rövidítések jegyzéke 

 

2-AG 2-arachidonil-glicerin 

5-HT2C 2C típusú szerotonin receptor 

7TMR 7-transzmembrán receptor 

AMP adenozin-monofoszfát 

AP-2 adapter protein-2 

ARF6 ADP-ribozilációs faktor 6 

ASK1 apoptózis szignál által regulált kináz 1 

AT1R 1-es típusú angiotenzin II receptor 

AtT20 egér hipofízis sejt 

β2AR β2 adrenerg receptor 

β-arr1 β-arresztin1  

β-arr2 β-arresztin2 

BRET biolumineszcencia rezonancia energiatranszfer 

BSA szarvasmarha szérum albumin 

cAMP 3'-5'-ciklikus adenozin-monofoszfát 

CB1R 1-es típusú kannabinoid receptor, CB1 receptor 

CB1R-AAA CB1R-D3.49A/R3.50A/Y3.51A 

CB1R-AAY CB1R-D3.49A/R3.50A 

CB1R-ARA CB1R-D3.49A/Y3.51A 

CB1R-ARY CB1R-D3.49A 

CB1R-DAA CB1R-R3.50A/Y3.51A 

CB1R-DAY CB1R-R3.50A 

CB1R-DRA CB1R-Y3.51A 

cGMP 3'-5'-ciklikus guanozin-monofoszfát 

CHO kínai hörcsög ovárium sejt 

DAG diacilglicerin 

DMEM Dulbecco által módosított összetételű Eagle médium 
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 (Dulbecco's Modified Eagle Medium) 

DMSO dimetil-szulfoxid (vivőanyag) 

DRY aszparaginsav-arginin-tirozin 

DSE 

 

depolarizáció-indukált serkentés-csökkenés (depolarization-

induced suppression of excitation) 

DSI 

 

depolarizáció-indukált gátláscsökkenés (depolarization-

induced suppression of inhibition) 

EC50 félmaximális effektív koncentráció 

ECL1-3 1-3. extracelluláris hurokrégió 

EPAC 

 

cAMP-aktivált kicserélő fehérje (exchange protein activated 

by cAMP) 

eps15 epidermális növekedési faktor receptor szubsztrát 15 

ERK extracelluláris jel által regulált kináz 

F11 patkány embrionális hátsó gyöki ganglionsejt 

FAAH zsírsavamid-hidroláz (fatty acid amide hydrolase) 

FBS magzati borjú szérum (fetal bovine serum) 

GABA γ-amino-vajsav 

GASP-1 G-fehérjéhez kapcsolt receptor-asszociált szortírozó protein-1 

GDP guanozin-difoszfát 

GEF 

 

guanin nukleotid kicserélő faktor (guanine nucleotide 

exchange factor) 

GFP zöld fluoreszcens fehérje (green fluorescent protein) 

GIRK G-fehérjéhez kapcsolt, befelé rektifikáló kálium-csatorna 

GRK G-fehérjéhez kapcsolt receptor kináz 

GTP guanozin-trifoszfát 

Halo-CB1R N-terminálisan HaloTag®-gel jelölt CB1R 

HEK293 humán embrionális vesesejt 

HRP tormaperoxidáz (horseradish-peroxidase) 

IC intracelluláris 

ICAM-1 intercelluláris adhéziós molekula-1 
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ICL1-3 1-3. intracelluláris hurokrégió 

IκBα NFκB gátló fehérje α 

IL2Rβ interleukin-2 receptor β 

JNK c-Jun N-terminális kináz 

LDL kis sűrűségű lipoprotein (low-density lipoprotein) 

M3 muszkarinos acetil-kolin receptor 3 

MAG monoacilglicerin 

MAPK mitogén-aktivált protein kináz 

MEK1 mitogén-aktivált protein kináz kináz 1 

MKK4 mitogén-aktivált protein kináz kináz 4 

MKP7 mitogén-aktivált protein kináz foszfatáz 7 

MP-mVenus plazmamembránhoz irányított mVenus 

MP-Sluc plazmamembránhoz irányított Sluc 

mVenus monomer Venus 

N18TG2 egér neuroblasztóma sejt 

NAPE N-arachidonil-foszfatidiletanolamin  

NAPE-PLD NAPE-specifikus foszfolipáz D  

NAT N-aciltranszferáz  

NFκB nukleáris faktor κB 

NMR nukleáris mágneses rezonancia  

PAR1 proteáz aktivált receptor-1 

PBS foszfát-pufferelt sóoldat 

PBST 0,05% Tween-20 tartalmú PBS 

PCR polimeráz láncreakció 

PI3K foszfatidil-inozitol-3-kináz 

PKA protein kináz A 

PKC protein kináz C 

PLC foszfolipáz C 

PM plazmamembrán 

PVDF polivinilidén fluorid 
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RET rezonancia energiatranszfer 

RFP vörös fluoreszcens fehérje 

Rluc Renilla luciferáz 

SDS nátrium-dodecil-szulfát 

SEM az átlag szórása (standard error of mean) 

Ser/Thr szerin/treonin 

Sluc szuper Renilla luciferáz 

THC Δ9-tetrahidrokannabinol 

TM1-7 1-7. transzmembrán hélix 

TPβ tromboxán A2 receptor β 

TRP tranziens receptor potenciál 

TRPV tranziens receptor potenciál vanilloid 

WIN55 WIN55,212-2 (szintetikus CB1R agonista) 

YFP sárga fluoreszcens fehérje (yellow fluorescent protein) 

YXXΦ tirozin-X-X-hidrofób aminosavak 
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2. Bevezetés 
 

A dolgozatom alapjául szolgáló kísérletes munka során a CB1 kannabinoid receptor 

(CB1R) és a β-arresztin fehérjék kapcsolatát vizsgáltuk részletesen. Ennek megfelelően a 

bevezető fejezet legnagyobb részét is e fehérjék működésének, illetve élettani szerepének 

bemutatása alkotja. Mivel a CB1R a 7-transzmembrán receptorok (7TMR-ok) családjába 

tartozik, így részletesebb megismeréséhez elengedhetetlen e receptorcsalád alapvető 

szerkezeti és működési jellemzőinek bemutatása. A β-arresztinek pedig alapvetően a 

7TMR-ok válaszkészségének szabályozási folyamataiban szerepet játszó fehérjék. Így e 

folyamatok általános ismertetése is szükséges ahhoz, hogy a β-arresztinek működését 

részletesebben tárgyalhassuk. Ezért az érintett fehérjék részletes jellemzése előtt külön 

fejezetet szentelek a 7-transzmembrán receptorok általános ismertetésének, érintve e 

receptorcsalád alapvető szerkezeti és működési jellemzőit, valamint bemutatva 

válaszkészségük szabályozásának elemeit. Az így vázolt rendszerbe reményeim szerint 

könnyebben illeszthetők bele a CB1R-ral, illetve a β-arresztinekkel kapcsolatos részletesebb 

ismeretek, valamint a célkitűzéseink, és a munkánk során feltárt új eredmények is 

könnyebben értelmezhetővé válnak. 

 

2.1. A 7-transzmembrán receptorok (7TMR-ok) működésének 
általános jellemzése 
 

A sejtekben elhelyezkedő receptorok feladata, hogy a külvilágból a sejt 

környezetébe érkező jeleket nagy érzékenységgel felfogják, és ennek hatására a sejtben 

megfelelő biológiai válaszreakciót indítsanak el. A 7TMR-ok a plazmamembrán receptorok 

legnépesebb családját alkotják, az emberi genomban kb. 950 gén kódol ebbe a családba 

tartozó fehérjét [1]. Természetesen nemcsak számosságuk, hanem az élettani rendszerekben 

betöltött szerepük is fontossá teszi őket. Valójában igen nehéz olyan élettani szabályozó 

folyamatot említeni, amelyben a szövetek, illetve sejtek szintjén a 7TMR-ok ne jutnának 

kiemelt szerephez. A fény-, szag- és ízérzékelés, a szívműködés és a vérnyomás rövid távú 
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szabályozása, az idegsejtek közötti szinaptikus hírközlés módosítása, vagy például a 

gyomor-bélrendszeri elválasztó működések irányítása mind 7TMR-ok közreműködésével 

zajlik. Ennek tudatában nem is meglepő az az adat, mely szerint a jelenleg forgalomban 

lévő gyógyszereknek kb. fele ilyen receptorok működésének módosításával fejti ki hatását 

[2]. Mindez indokolja a 7TMR-ok szerkezetének és működésének egyre jobb 

megismerését. 

 

2.1.1. A 7TMR-ok szerkezetének és működésének alapjai 
 

A 7TMR-ok nevüket kémiai szerkezetükről kapták, mivel a család minden tagja hét 

transzmembrán helikális doménnel rendelkezik (TM1-7), melyeket a sejt belső és külső 

oldalán három-három intra-, ill. extracelluláris hurokrégió (ICL1-3 és ECL1-3) kapcsol 

össze egymással. A receptorfehérje N-terminális vége az extracelluláris tér felé, C- 

terminális vége a citoplazma felé mutat (1. ábra). 

A 7TMR-ok működését leíró legegyszerűbb modell szerint ezek a receptorok a 

sejtek felszínén alapvetően nyugalmi (inaktív) állapotban „várakoznak”, majd agonista 

ligand érkezése esetén azt nagy érzékenységgel megkötik, ezáltal aktív konformációba 

váltanak át, és így képessé válnak a rájuk jellemző jelátviteli utak elindítására, ami 

elsősorban heterotrimer G-fehérjék aktivációját jelenti. (Innen származik a család másik 

leggyakoribb elnevezése: G-fehérjéhez kapcsolt receptorok). 

2.1.1.1. A DRY motívum szerepe a 7TMR-ok működésében 
 

A 7TMR-ok működésének molekuláris szintű megértéséhez fontos, hogy 

megismerjük azokat a szerkezeti elemeket, melyek a G-fehérjéhez való kapcsolódást 

meghatározzák. Ami a receptort illeti, mivel a majdnem ezer 7TMR alig több, mint egy 

tucat G-fehérjén keresztül fejti ki hatását (ld. később), ezért kell lennie olyan, a 

törzsfejlődés során megőrzött, konzervált struktúráknak, amelyek a G-fehérje-kötő és -

aktiváló képességet minden ilyen receptor esetében biztosítják. A rodopszin-szerű (a 

7TMR-ok „A” családjába tartozó) receptorok esetében a harmadik transzmembrán hélix 

 10

DOI:10.14753/SE.2015.1787



(TM3) és a második intracelluláris hurok (ICL2) határán elhelyezkedő aszparaginsav-

arginin-tirozin aminosav-hármas, az ún. DRY motívum a legkonzerváltabb szekvenciák 

közé tartozik (1. ábra).  

 

ICL1 ICL2

ICL3

C-terminus

Citoplazma

Extracelluláris tér

ECL1

ECL2 ECL3

N-terminus

Plazmamembrán

TM1

TM2
TM3

TM4 TM5
TM6

TM7

D
R

D3.49

R3.50

Y3.51 Y

ICL1 ICL2

ICL3

C-terminus

Citoplazma

Extracelluláris tér

ECL1

ECL2 ECL3

N-terminus

Plazmamembrán

TM1

TM2
TM3

TM4 TM5
TM6

TM7

D
R

D3.49

R3.50

Y3.51 Y
 

1. ábra A 7TMR-ok vázlatos szerkezete 

Az ábrán a 7TMR-ok általános szerkezetét, valamint a konzervált DRY motívum elhelyezkedését tüntettük 

fel. A rövidítések magyarázata: TM1-7: 1-7. transzmembrán hélix; ECL1-3: 1-3. extracelluláris hurokrégió; 

ICL1-3: 1-3. intracelluláris hurokrégió; D3.49, R3.50, Y3.51: a DRY motívumot alkotó három aminosav 

Ballesteros-Weinstein számozás szerinti elnevezése. (A Ballesteros-Weinstein számozás a 7TMR-ok 

aminosavait úgy nevezi el, hogy az aminosav egybetűs kódját követően egy „X.YZ” formátumú számot ad 

meg, ahol X a TM hélixet jelenti, YZ pedig a legkonzerváltabb aminosav esetén 50, az ettől N-terminálisan 

elhelyezkedő aminosavak pedig csökkenő, a C-terminálisan következők növekvő számozást kapnak [3]. Így 

pl. a 3-as hélix legkonzerváltabb aminosava épp az R3.50, ezért az eggyel előtte található aszparaginsav a 

D3.49-es, az eggyel utána található tirozin az Y3.51-es elnevezést kapta.) 
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Ennek szerepe tehát a receptor aktiválódásában és G-fehérje kötésében igen hamar 

felvetődött, és ezt a feltevést a DRY motívumra irányuló számos biokémiai vizsgálat [4-

10], valamint a közelmúltban leírt, nagyfelbontású röntgen diffrakciós kristálystruktúrák 

elemzése is nagyrészt alátámasztja [11]. A jelenlegi elképzelés szerint a 3.50-es arginin 

(R3.50), amely a motívumon belül is a legkonzerváltabb aminosav, nyugalmi állapotban a 

receptor inaktív állapotát stabilizálja, részben éppen a szomszédos aszparaginsavval 

(D3.49), részben pedig a hatodik transzmembrán hélixben található aszpartáttal (D6.30) 

létesített sóhíd-kötések révén. Másrészt az R3.50-t kulcsfontosságúnak gondolják a G-

fehérje α alegységével létrejövő közvetlen kapcsolatban, és ezen keresztül a G-fehérje 

aktiválásában is. A 3.49-es aszparaginsav (D3.49, amely helyett számos esetben 

glutaminsavat találunk, azaz E3.49-ről beszélhetünk) az előbb említett sóhíd-kötésen 

keresztül valószínűleg inaktív konformációban stabilizálja a receptort. A tirozin (Y3.51) 

szerepéről igen kevés ismerettel rendelkezünk. Ráadásul ez mutatja a három aminosav 

közül a legkisebb fokú megőrzöttséget [11, 12]. 

A fent leírt klasszikus elképzelést alátámasztó adatok ellenére a DRY motívum 

szerepe továbbra sem teljesen egyértelmű, ugyanis számos 7TMR esetében ezen 

aminosavak mutációja csak részlegesen vagy egyáltalán nem hozta létre a várt hatásokat – 

amely a D3.49 mutációja esetén a receptor konstitutív aktiválódása, R3.50 esetén a G-

fehérje kötési képesség elvesztése lenne [6, 8, 13]. Ez arra utal, hogy bár a motívum 

rendkívüli konzerváltságot mutat, az egyes receptorokban betöltött szerepe mégsem mindig 

teljesen megegyező, és azt a molekuláris mikrokörnyezet, illetve a receptor másodlagos és 

harmadlagos szerkezete jelentősen befolyásolhatja [8]. Ezért is érdemes minden vizsgált 

7TMR esetében külön-külön elemezni ezen aminosavak szabályozó szerepét. 

 

2.1.1.2. A 7TMR-ok bazális aktivitása 
 

Amint azt fentebb említettük, a 7TMR-ok működéséről alkotott hagyományos 

elképzelés szerint ezek a fehérjék úgy működnek, mint egy egyszerű kétállású biológiai 

kapcsoló, melynek egy ki- és egy bekapcsolt állapota van, a kettő közötti átmenetet pedig 
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az agonista kötése hozza létre. Ez a farmakológiai modell a receptorok ligandjai között is 

két típust különböztetett meg: a receptort aktív konformációba állító agonistákat, valamint a 

receptorhoz szintén kötődő, de azt aktiválni nem képes (kompetitív) antagonistákat (2. ábra, 

A) [14]. 
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2. ábra A 7-transzmembrán receptorok aktiváltsági állapotai 

A, Az eredeti, kétállapotú receptormodell: a receptorok nyugalomban inaktívak, az inaktív és aktív 

állapotokat pedig az antagonista és agonista ligandok stabilizálják (rendre). B, A receptorok bazális aktivitását 

magában foglaló modell: a receptorok nyugalomban rendelkezhetnek valamekkora bazális aktivitással, a 

teljesen inaktív, bazálisan aktív és teljesen aktív állapotokat pedig az inverz agonisták, neutrális antagonisták 

és agonisták stabilizálják (rendre). Az ábrán az áttekinthetőség kedvéért nem tüntettük fel a lehetséges további 

részlegesen (parciálisan) aktív konformációkat, melyeket parciális agonisták, illetve parciális inverz agonisták 

képesek stabilizálni.  

 

Az 1980-as évek végén azonban megjelentek az első olyan megfigyelések, melyek 

szerint bizonyos receptorok agonista jelenléte nélkül is képesek aktív állapotba kerülni [15]. 

Ezt a jelenséget, amelyet mára számos receptorral kapcsolatban kimutattak, a 7TMR-ok 

bazális aktivitásának (más elnevezéssel: konstitutív, spontán vagy tónusos aktivitásának) 

nevezzük. A jelenség felfedezése a receptor-állapotokról alkotott modellt is megváltoztatta, 
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s ez a kibővített modell már magában foglalja a 7TMR-ok azon állapotát, amikor agonista 

kötése nélkül is aktívak [16]. E modell szerint a receptorok lehetséges aktiváltsági szintjei 

két végpont (a teljesen aktív és a teljesen inaktív állapot) között egy spektrumot rajzolnak 

ki (2. ábra, B). Ezen a skálán a bazális aktivitást mutató receptorok alapállapotban is a két 

végpont között helyezkednek el. A modellváltás kapcsán a receptorok lehetséges ligandjait 

is újracsoportosították [17]. Az agonista vegyületek a receptorokat az aktív konformációban 

stabilizálják, és így a teljes aktív állapot felé mozdítják el az egyensúlyi helyzetet (a 

maximális aktiváció mértékétől függően ezen belül is megkülönböztetnek még teljes, 

illetve parciális agonista vegyületeket). Neutrális (semleges) antagonisták önmagukban a 

receptorhoz kötődve nem változtatják meg annak nyugalmi aktiváltsági állapotát, viszont 

megakadályozzák más ligandok kötődését. Az új fogalomként bevezetett inverz agonista 

molekulák a receptort az inaktív konformációban stabilizálják, így az egyensúlyi helyzetet 

az alapállapotban meglévő aktivitás felől a teljes inaktív állapot felé mozdítják el. Érdekes 

módon a fenti modellváltást követő részletes farmakodinamikai vizsgálatok során a 

korábban egyszerűen antagonistaként leírt ligandok legnagyobb része valójában inverz 

agonistának bizonyult [18]. 

Számtalan tanulmány foglalkozott már a 7TMR-ok bazális aktivitásával. Bár a 

jelenség gyakran receptor-mutáció következtében alakul ki, illetve többnyire mesterséges, 

rekombináns rendszerekben vizsgálták, élettani jelentőségére is utalnak adatok, például a 

központi idegrendszeri 5-HT2C szerotonin receptor, µ opioid receptor vagy a CB1 

kannabinoid receptor esetében [19]. 

 

2.1.2. A 7TMR-ok jelátvitele 
 

A 7TMR-ok biológiai hatásaikat döntően a heterotrimer G-fehérjék aktiválásán 

keresztül hozzák létre. A G-fehérjék neve az eredeti „guanin nukleotid-kötő fehérje” 

elnevezésből származik, hiszen legfontosabb jellemzőjük, hogy képesek GTP-t, illetve 

annak hidrolízisét követően GDP-t kötni, és ez alapvetően határozza meg működésüket. A 

7TMR-ok által aktivált heterotrimer G-fehérjék (a továbbiakban egyszerűen G-fehérjék) 
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három alegységből állnak (α, β, γ). Utóbbi kettő azonban a G-fehérje működése során végig 

szoros kapcsolatban marad, ezért a működés kapcsán α, illetve βγ alegységekről beszélünk. 

A receptor – G-fehérje kapcsolat működését egy jellegzetes ciklussal írhatjuk le, melyben 

az inaktív állapotot az α alegység GDP kötése és a három alegység összekapcsolódása 

jellemzi, míg a receptor aktiválódásakor a G-fehérje konformációváltozása és az α alegység 

GTP kötése következik be, ami az alegységek szétválásával és különböző effektor fehérjék 

aktiválásával jár együtt. Amennyiben a receptor újra inaktív állapotba kerül, vagy egyéb, a 

válaszkészségét szabályozó mechanizmusok (ld. később) következtében nem képes tovább 

aktiválni a G-fehérjét, a ciklus megreked, és a G-fehérje az inaktív, GDP-kötött 

heterotrimer állapotban stabilizálódik, és ezzel jelátvitele leáll.  

A G-fehérjéket az α alegység alapján nevezzük el, és klasszikusan négy családba 

soroljuk. A csoportosítást és az egyes G-fehérjékre jellemző legfontosabb hatásokat az 1. 

táblázatban [20] foglaltam össze. 

 
1. táblázat A heterotrimer G-fehérjék főbb családjai és a rájuk jellemző elsődleges effektorok 

G-fehérje család Főbb altípusok Elsődleges effektor-mechanizmusok 

Gs Gαs, Gαolf Adenilát-cikláz ↑ 

Gi/o Gαi1, Gαi2, Gαi3  

GαoA, GαoB 

Gαt1, Gαt2 

Gαz 

Gαgust 

Adenilát-cikláz ↓, K+-csatornák ↑,  

Ca2+-csatornák ↓, cGMP foszfodiészteráz ↑, 

cAMP foszfodiészteráz ↑ 

Gq/11 Gαq, Gα11, Gα14  

Gα15, Gα16 

Foszfolipáz Cβ ↑  

G12/13 Gα12, Gα13 RhoGEF-ek ↑ 

 

A legtöbb 7TMR esetében meg lehet nevezni azt a G-fehérje családot, amelyhez a 

receptor elsődlegesen kapcsolódik, így beszélhetünk Gs-, Gi/o- Gq/11-, és G12/13-kapcsolt 

receptorokról. Ez azonban a valós helyzet leegyszerűsítése. Igen sok receptorról ismert 

ugyanis, hogy az elsődlegesen aktivált családon túl további G-fehérjékhez is képes 
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kapcsolódni, és biológiai hatásainak egy részét ezeken keresztül hozza létre. Az AT1 

angiotenzin II receptort (AT1R-t) vagy a B2 bradikinin receptort például klasszikusan Gq/11-

kapcsolt receptoroknak tekintik, azonban mindkettő képes aktiválni a G12/13-fehérjéket, 

valamint – egyes fajokban, illetve szövetekben – a Gi/o-alcsalád tagjait is [21, 22]. Még a 

Gs-kapcsolt receptorok prototípusának tartott β2-adrenerg receptorról (β2AR-ról) is leírták, 

hogy képes Gi/o-fehérjéket aktiválni, ennek pedig szívizomsejtekben lehet élettani 

jelentősége [23]. Összességében tehát nem ritka jelenség a 7TMR-ok között, hogy egynél 

több G-fehérje családhoz kapcsolódhatnak, amit valószínűleg a sejt-, illetve 

szövetkörnyezet is befolyásol. 

Fontos megjegyezni továbbá, hogy bár a G-fehérjét az α alegység alapján nevezzük 

el, és a főbb hatásokat is ennek megfelelően jellemezük, a βγ alegység is képes jelátviteli 

hatásokat létrehozni – ez azonban jelenlegi tudásunk szerint csak a Gi/o típusú G-fehérjékre 

igaz [24] (az 1. táblázatban látott K+-csatorna aktiválás és Ca2+-csatorna gátlás például βγ-

függő folyamatok). A βγ alegység egyébként szintén változatos összetételű lehet, miután 

összesen 5 β és 12 γ alegység létezik (ami elvileg 60-féle különböző βγ-kombinációt 

jelent). Egyelőre azonban nem pontosan ismert, hogy ez az alegység-összetétel milyen 

szintű sejt-, illetve szövetspecificitást mutat, továbbá az sem, hogy mi a szerepe a G-

fehérjék működésének szabályozásában [24]. 

Az utóbbi évtizedekben az is világossá vált, hogy a 7TMR-ok a klasszikus, G-

fehérje-függő hatások mellett G-fehérjétől független jelátvitelre is képesek, és ennek 

élettani jelentőségét egyre több adat támasztja alá [25]. (Éppen ezért, bár a „G-fehérjéhez 

kapcsolt receptor” elnevezés továbbra is általánosan elterjedt, számos szerző szívesebben 

használja a semlegesebb „7-transzmembrán receptor” elnevezést.) Érdekes módon e 

mechanizmusokban egy eredetileg csupán a válaszkészség szabályozásában fontosnak 

gondolt fehérjecsalád, a β-arresztinek családja tölt be központi szerepet [25, 26]. A 7TMR-

ok β-arresztin-függő jelátvitele mára a molekuláris farmakológiai kutatások egyik vezető 

témájává vált. A jelenséggel a dolgozat β-arresztinekről szóló fejezetében részletesen 

foglalkozom. 
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2.1.2.1. A 7TMR-ok funkcionális szelektivitása – „elfogult” jelátvitel 
 

A receptorok működéséről alkotott, fentebb említett hagyományos elképzelés, 

vagyis a kétállapotú receptormodell nem csupán a bazális aktivitás felfedezése miatt szorult 

változtatásra. Ez a modell ugyanis feltételezte azt is, hogy a receptoroknak mindössze 

egyféle aktív konformációja létezik, amely minden, a receptor által elérhető jelátviteli utat 

ugyanolyan erősséggel indít el [14]. Ennek megfelelően, amennyiben egy receptor esetleg 

több különböző liganddal is aktiválható, illetve a sejt belseje felé is több párhuzamos 

jelátviteli utat képes elindítani, akkor is mindig egyféle mintázat szerint serkenti ezeket az 

utakat, függetlenül attól, hogy épp melyik ligand kötődött hozzá (3. ábra, A). 
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3. ábra A 7-transzmembrán receptorok funkcionális szelektivitása 

A, Az eredeti, kétállapotú receptormodell, mely a receptorok kiegyensúlyozott jelátvitelét feltételezi: a 

receptorok különböző agonistái eltérő farmakodinamikai tulajdonságokkal rendelkezhetnek, de mind 

ugyanazt az aktív konformációt stabilizálják, és ezáltal egyféle mintázat szerint aktiválják a receptorról induló 

jelátviteli útvonalakat. B, A funkcionális szelektivitást (elfogult jelátvitelt) magában foglaló modell: a 

különböző agonisták különböző aktív konformációkban stabilizálhatják a receptort, melyek eltérő mintázat 

szerint aktiválják a lehetséges jelátviteli útvonalakat. A példában szereplő rövidítések magyarázata: Ag1-4: a 
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receptor négy különböző agonistája (a nyilak eltérő vastagsága az eltérő farmakodinamikai tulajdonságokra 

utal); S1-3: a receptor által indított három különböző jelátviteli útvonal (a nyilak vastagsága és a betűk mérete 

az adott útvonal aktiválásának mértékét tükrözi). 

 

Ez az elképzelés mára alapvetően átalakult. Az elmúlt egy-két évtizedben kiderült, 

hogy a 7TMR-oknak nemcsak egy, hanem többféle aktív konformációja is létezik, 

melyeket a receptor különböző ligandjai eltérő mértékben stabilizálhatnak. Ezek a 

különböző aktív konformációk azután eltérő mértékben, eltérő mintázat szerint képesek a 

receptorról induló egyes jelátviteli utakat aktiválni (3. ábra, B) [27, 28]. A jelenséget 

elfogult jelátvitelnek nevezték el (az angol szaknyelvben biased signaling), utalva arra, 

hogy egyes ligandok a receptor bizonyos jelpályáit előnyben részesítik, míg másokat kisebb 

hatékonysággal aktiválnak, érintetlenül hagynak vagy akár gátolhatnak is. A jelenség másik 

gyakori elnevezése a funkcionális szelektivitás, amely pedig azt tükrözi, hogy a receptorok, 

illetve a hozzájuk kötődő ligandok „válogatnak” a rendelkezésre álló (azaz a receptor által 

egyáltalán létrehozható) biológiai hatások közül. 

Ezek a felismerések hatalmas lendületet adtak a molekuláris gyógyszertani 

kutatásoknak, és jelenleg is az egyik legmozgalmasabb területet jelentik ebben a 

tudományágban. Az elfogult jelátvitel jelenségét kihasználva ugyanis lehetséges olyan 

hatóanyagok kifejlesztése, amelyek a receptorhoz kötődve csak a kívánt terápiás hatást 

hozzák létre, a mellékhatásokért felelős jelátviteli utakat azonban nem aktiválják [29]. Jó 

példa erre egy jelenleg már klinikai kipróbálás alatt álló, új típusú AT1R-blokkoló 

(TRV027), amely β-arresztinekre szelektív működésének köszönhetően pozitív szívhatások 

mellett képes a vérnyomás-csökkentő hatást kifejteni [30]. Szintén korai klinikai fázisba 

került az a µ-opioid receptorokon ható vegyület (TRV130), mely G-fehérje-szelektív 

jelátvitele miatt a morfiumhoz képest kisebb mértékben okoz hányingert, illetve 

légzésdepressziót, megtartott fájdalomcsillapító hatás mellett [31]. Mindkét esetben az 

elfogult jelátvitel jelensége irányította a hatóanyagok kifejlesztését, és ez eredményezi a – 

korábbi hasonló hatóanyagokéhoz képest – várhatóan kedvezőbb hatás-mellékhatás profilt. 

Az elfogult jelátvitelnek azonban nem csak a gyógyszerfejlesztések területén, 

hanem élettani rendszereken belül is lehet jelentősége, hiszen gyakran előfordul, hogy egy 
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adott 7TMR többféle endogén liganddal is aktiválható. Jó példa erre a β2AR, mellyel 

kapcsolatban kimutatták, hogy két természetes agonistája, az adrenalin és a noradrenalin 

hasonló, gyakorlatilag maximális mértékű Gs-fehérje aktivációt hozott létre a receptoron 

keresztül, azonban internalizáció (receptormediált endocitózis, ld. később) tekintetében a 

noradrenalin jelentősen kisebb hatékonyságú volt az adrenalinhoz képest [32]. Még 

összetettebb rendszerrel állunk szemben az immunrendszerben kulcsfontosságú kemokinek 

és az őket érzékelő kemokin receptorok esetében, ahol a mintegy 45 kemokin ligand 

összesen kb. 20 kemokin receptoron keresztül hozza létre hatásait [33]. Ez első látásra a 

rendszer redundanciájára utal, egy nemrégiben megjelent tanulmány azonban a receptorok 

részletes elemzésével kimutatta, hogy számos esetben a különböző kemokinek ugyanazon a 

receptoron keresztül eltérő erősséggel serkentik a különféle jelátviteli eseményeket, ami a 

fehérvérsejtek vándorlására is hatással lehet [34]. Mindez jól mutatja, hogy a funkcionális 

szelektivitás élettani, kórélettani és gyógyszertani szempontból is fontos biológiai jelenség.  

 

2.1.3. A 7TMR-ok válaszkészségének szabályozása 
 

Amint azt a 7TMR-okkal kapcsolatos bevezetőben említettük, a sejtek receptoraik 

segítségével specifikusan érzékelik a környezetükből érkező jeleket, és azokra megfelelő 

biológiai válasszal reagálnak. Emellett azonban a sejtekre az is jellemző, hogy az egyes 

ingerek iránti válaszkészségüket a receptorok befolyásolásán keresztül aktívan 

szabályozzák. Ennek komoly jelentősége van, mert így a sejt egyrészt tartós ingerhatás 

esetén megvédheti magát a túlingerléstől, másfelől pedig akár csökkenő 

hormonkoncentrációk mellett is ugyanolyan vagy akár nagyobb választ hozhat létre – 

mindkét esetre számos példát találunk az élettani rendszerekben. 

A 7TMR-ok válaszkészségének befolyásolása tömören összefoglalva a sejtfelszíni, 

aktiválható receptorok mennyiségének változtatását jelenti. Ez a meghatározás három 

fontos szabályozási szintet foglal magába (4. ábra). 

1. A receptorok (össz)mennyiségének szabályozása a receptorok mint fehérjék 

szintézisének, illetve lebontásának (degradációjának) egyensúlyát érinti. Ezen folyamatokat 
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downregulációnak (receptorszám-csökkentés), ill. upregulációnak (receptorszám-növelés) 

nevezzük [35]. 

2. További lehetőséget jelenthet ezen belül a sejtfelszíni receptorszám változtatása. 

A szabályozás logikája abból indul ki, hogy alapvetően csak a plazmamembránban helyet 

foglaló receptor képes az inger érzékelésére, a sejten belüli receptorpopuláció nem. A 

szabályozásnak ez a szintje a receptorok internalizációján (a plazmamembránról való 

eltávolításán), illetve reciklizációján (a plazmamembránba való (újra)kihelyezésén) 

keresztül valósul meg [36-38].  
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4. ábra A 7-transzmembrán receptorok válaszkészségének szabályozási lehetőségei 

1. Downreguláció – a receptorok sejten belüli lebontása (degradációja)/termelésük gátlása. 2. Internalizáció – 

a receptorok plazmamembránról történő eltávolítása (sejten belüli vezikulumokba). 3. Deszenzitizáció – a 

receptorok jelátvitelének gátlása, elsősorban sejten belüli régiók foszforilációján keresztül. A zöld 

háromszögek a receptorhoz kötődő (vagy ahhoz kötődni nem képes) ligandokat szimbolizálják (a modell 

feltételezi, hogy a ligand nem képes átjutni a plazmamembránon). Az ábrán a könnyebb áttekinthetőség 

kedvéért csak a válaszkészséget csökkentő folyamatokat tüntettük fel; az ellentétes irányú, a válaszkészséget 
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növelő folyamatokat – az ábra logikáját követve: 1. upreguláció, 2. reciklizáció (externalizáció), 3. 

reszenzitizáció – a dolgozat szövegében említjük. 

 

3. A harmadik szint a receptorok érzékenységének, aktiválhatóságának változtatását 

jelenti. Még ha a sejt meg is termelte az adott receptort, és az kint is van a 

plazmamembránban, akkor is elérheti a sejt – elsősorban a receptor sejten belüli elemeinek 

foszforilációján keresztül – hogy az a ligandkötés ellenére ne legyen képes továbbítani a 

jelet [39]. Ez az „érzéketlenítés”, azaz deszenzitizáció, amely természetesen 

visszafordítható jelenség, azaz lehetőség van az érzékenység visszanyerésére, a 

reszenzitizációra is, amely szintén összetett, pontosan szabályozott folyamat [37]. 

Mivel a munkánk során vizsgált β-arresztin fehérjék a fent leírt szabályozási 

folyamatok közül alapvető szerepet játszanak a 7TMR-ok deszenzitizációjában és 

internalizációjában [38], ezért az alábbiakban ezen két folyamat részletesebb ismertetésére 

kerül sor. A β-arresztinek szerepét itt csak röviden érintem, bővebben majd az azzal 

foglalkozó külön fejezetben mutatom be. 

 

2.1.3.1. A 7TMR-ok homológ és heterológ deszenzitizációja 
 

A jelenlegi elképzelés szerint a 7TMR-ok deszenzitizációjának két alapvető 

formáját különítjük el (5. ábra). Homológ deszenzitizációnak nevezzük azt a szabályozási 

folyamatot, melynek során a receptor azt követően veszíti el érzékenyégét, hogy ő maga 

ligandot kötött, és aktív állapotba került. Ezzel szemben a heterológ deszenzitizáció 

esetében egy másik receptor aktiválódása vezet közvetett módon – általában az általa 

indított jelpályán keresztül – az érzékenység elvesztéséhez, azaz ebben az esetben maga a 

deszenzitizálódó receptor nem kötött előtte ligandot és nem is aktiválódott [39]. Mindkét 

folyamatban specifikus kinázok játszanak főszerepet, melyek a receptort megfelelő 

szerin/treonin (Ser/Thr) aminosav-oldalláncokon foszforilálják [39]. Homológ 

deszenzitizáció esetén a G-fehérjéhez kapcsolt receptor kinázok (GRK-k) végzik ezt a 

foszforilációt [40]. A GRK-k a G-fehérjéhez hasonlóan képesek felismerni a receptorok 

aktív konformációját, így a 7TMR-hoz annak aktiválódását követően kapcsolódnak, és 
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foszforilálják a megfelelő helyeken (általában a receptor C-terminális végén, illetve az 

ICL3 hurkon) található Ser/Thr oldalláncokat (5. ábra, A) [41]. A GRK-knak hét 

izoformája ismert (GRK1-7) melyeknek eltérő a szöveti eloszlásuk és a sejten belüli 

elhelyezkedésük, továbbá az is változó, hogy egy adott 7TMR-t mely GRK izoformák 

foszforilálnak elsősorban [41]. A receptor-foszforiláció másik lehetséges formája a 

heterológ deszenzitizáció során jön létre, ezt a jelpálya által aktivált protein kináz C (PKC) 

vagy protein kináz A (PKA) enzimek végzik, függetlenül a foszforilált receptor ligand 

kötésétől [42]. 
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5. ábra A 7-transzmembrán receptorok homológ és heterológ deszenzitizációja 

A, Homológ deszenzitizáció, melynek során a receptor saját ligandkötése és aktivációja következtében veszíti 

el érzékenységét. B, Heterológ deszenzitizáció, melynek során a receptor egy másik receptor aktivációja (és 

jelátvitele) következtében veszíti el érzékenységét. A rövidítések magyarázata: α, β, γ: a heterotrimer G-
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fehérje alegységei; GRK: G-fehérjéhez kapcsolt receptor kináz; P: foszfátcsoport; β-arr: β-arresztin; 

PKA/PKC: protein kináz A/protein kináz C. A zöld/kék háromszögek a receptorokhoz kötődő ligandokat 

imbolizálják. A piros szaggatott vonalak a receptor és a G-fehérje közötti kapcsolódás gátoltságát jelzik. 

tos szerepe van a 

receptor-mediált endocitózis, azaz az internalizáció elindításában [40]. 

 

.1.3.2. A 7TMR-ok internalizációja 

tózis, melynek lépéseit a következőkben részletesen bemutatom (6. ábra, 1-3. pont 

[37]). 

resztin, és kötődik hozzá [44]. A tulajdonképpeni internalizáció 

sz

 

A legtöbb receptor esetében a GRK-foszforilációs és a PKA/PKC-foszforilációs helyek 

legfeljebb részleges átfedést mutatnak [39]. Az érintett oldalláncok foszforilációja mindkét 

esetben megakadályozza a receptor és a G-fehérje közti további kapcsolódást, ezáltal a G-

fehérje-függő jelátvitel leállítását/gátlását eredményezi. A homológ deszenzitizáció során 

ezen túlmenően β-arresztin kapcsolódik az aktivált és foszforilált receptorhoz, ami egyrészt 

hozzájárul annak további deszenzitizációjához, másrészt pedig fon

2
 

Az internalizáció sejtbiológiai értelemben a sejtekben zajló receptor-mediált 

endocitózist jelenti. Amint azt fent említettük, ez egy központi folyamat a plazmamembrán 

receptorok válaszkészségének szabályozásában [43]. Számos különböző mechanizmus 

létezik, amelyek egy receptor sejtbe való bekerülését elindíthatják, illetve vezérelhetik. A 

7TMR-ok esetében az internalizáció legáltalánosabb mechanizmusa a klatrin-mediált 

endoci

Az internalizációt közvetlenül megelőző lépések: az aktiválódott receptor elindítja a 

G-fehérje-függő jelátvitelt, az aktív konformációt felismeri a GRK, kötődik a receptorhoz 

és foszforilálja-deszenzitizálja azt ([41], ld. feljebb). Az aktiválódott és foszforilált 

receptort felismeri a β-ar

ettől a ponttól kezdődik. 

1. A β-arresztin állványfehérjeként működve a klatrin-burkos gödröcskéhez 

irányítja a receptort. Ennek során a β-arresztin a receptoron kívül a klatrinhoz és az adapter 

protein-2 (AP-2) fehérjekomplexhez is közvetlenül kötődik [45-47]. A klatrin-burok 

alegységei a három nehéz (190 kDa) és három könnyű (23 kDa) láncból felépülő jellegzetes 
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háromágú struktúrák, a triszkelionok [48]. Ezek az alegységek egymással összekapcsolódva 

hozzák létre a membrán belső felszínén (amely lefűződést követően a vezikulum külső 

felszínének felel meg) a klatrin hálózatot. Az AP-2 egy négy alegységből (α. β2, µ2, σ2) álló 

fehérjekomplex, mely az internalizálódó receptor, a klatrin hálózat, a plazmamembrán és az 

endocitózis egyéb fehérjéi (pl. dinamin, ld. lent) között teremt kapcsolatot [49]. Ezáltal az 

AP-2-nek központi szerepe van a klatrin-burok membránnal való stabil kapcsolódásában, a 

receptor vezikulumba történő irányításában, illetve a lefűződés folyamatában [47, 50]. 
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6. ábra A 7-transzmembrán receptorok klatrin-mediált internalizációjának lépései és az 

internalizálódott receptor sorsa 

Az internalizációt megelőzően a receptorokról induló jelátvitelt a deszenzitizáció állítja le, ezután a 

receptorok a klatrin-burkos gödröcskékhez irányítódnak (1.), majd a lefűződést (2.) és a vezikulum lehasítását 

(3.) követően endoszomális vezikulumokba jutnak. A receptorok a sejten belüli szortírozás (sorting) 

eredményeképp degradációra (5a.) vagy reciklizációra (5b.) kerülnek. A sejten belül zajlik az érzékenység 

helyreállítása, a reszenzitizáció is (4a.) A rövidítések magyarázata: H: hormon; α, β, γ: a heterotrimer G-
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fehérje alegységei; E: a G-fehérje által aktivált effektor fehérje; GRK2: G-fehérjéhez kapcsolt receptor kináz 

2; P: foszfátcsoport; β-arr: β-arresztin; AP-2: adaptor protein-2; Dyn: dinamin; PP2A: protein foszfatáz 2A. 

us 

ehasítja a 

vezikulumot a membránról, ezzel teljessé téve az internalizáció folyamatát [52]. 

s 

az azt k

amin hasítja le a 

plazma

Az ábra [37] alapján készült. 

2. Miután a receptor bekerült a klatrin-burkos gödröcskébe, a lefűződés tovább 

folytatódik, míg végül a vezikulum megközelítőleg gömb alakot vesz fel, és ekkor már csak 

egy vékony szakaszon kapcsolódik a plazmamembránhoz. A membrángörbület 

megváltoztatásáért és a gömbalak kialakításáért különböző citoplazmatik

struktúrfehérjék, illetve a membrán lipidösszetételének helyi változásai is felelősek [51]. 

3. A lefűződés utolsó, kulcsfontosságú lépéseként a dinamin GTP-áz fehérje 

molekuláris ollóként viselkedve, a GTP hidrolíziséből nyert energiával l

 

A fenti általános mechanizmus mellett több 7TMR (pl. a PAR1 proteáz-aktivált 

receptor [53], TPβ tromboxán A2 receptor [54], α1B-adrenerg receptor [55]) esetében leírtak 

olyan internalizációs folyamatot is, mely klatrin-burkos gödröcskék segítségével, de β-

arresztintől függetlenül zajlik le. Ebben az esetben az endocitózis elindulását az teszi 

lehetővé, hogy a receptor közvetlenül képes kötődni az AP-2 komplexhez, egy saját AP-2-

kötő motívum segítségével. Ilyen motívum az YXXΦ szekvencia, amely egy tirozinból, é

övető harmadik helyen egy nagyméretű hidrofób oldalláncú aminosavból áll [38].  

A klatrin-függő internalizációtól teljesen független útvonalon zajlik a kaveolin-

mediált endocitózis. A kaveolák kesztyűujj-szerűen bemélyedő, belső burok nélküli, 

koleszterinben és szfingolipidekben gazdag struktúrák a plazmamembránon, melyeknek az 

endocitózis mellett a sejtek jelátvitelében, a koleszterin-anyagcserében, illetve a 

tumorképződésben is bizonyították a szerepét [56, 57]. Legjellemzőbb fehérjéjük a 

kaveolin, mely a membránban oligomerizálódva létrehozza a kaveolák jellegzetes formáját. 

A kaveola-függő internalizáció során a receptor – egy jelenleg nem pontosan tisztázott 

mechanizmussal – bekerül a kaveolába, vagy akár már nyugalomban is ott foglalhat helyet. 

A kaveolát – a klatrin-burkos vezikulumhoz hasonlóan – a din

membránról, így létrehozva az endocitotikus vezikulumot [58]. 
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Léteznek továbbá klatrin- és kaveolin-független (de dinamin-függő), valamint 

dinamin-független endocitotikus útvonalak is, ezeket általában egy-egy speciális szállított 

fehérje vagy szabályozó molekula alapján írták le (pl. IL2Rβ-útvonal, flotillin-függő 

endocit

nala attól függ, melyik kináz 

végzi a oszforilációját: PKA hatására a kaveolákba, míg GRK általi foszforiláció esetén a 

klatrin-burkos gödröcskékbe kerül a receptor [61]. 

zitizáció során foszforilálódott oldalláncokat, azaz megvalósul a reszenzitizáció. Így 

ózis) [59]. A pontos mechanizmusukról, illetve a 7TMR-ok internalizációjában 

betöltött szerepükről nagyon kevés adatot ismerünk. 

Fontos megjegyezni, hogy egy sejten belül a különböző endocitotikus útvonalak 

alapvetően párhuzamosan működnek; sőt, számos példát találunk arra is, hogy ugyanaz a 

receptor az internalizáció több formáját is igénybe veszi, akár párhuzamosan, akár 

különböző körülmények hatására változtatva az endocitózis útját. Az AT1R-ról írták le 

például, hogy kisebb, a fiziológiáshoz közeli agonista-koncentrációk esetén az általános, β-

arresztin-függő útvonalon internalizálódik, míg jelentősen magasabb koncentrációk esetén 

az internalizációja nagyrészt β-arresztintől függetlenül megy végbe [60]. A β1-adrenerg 

receptorról pedig kimutatták, hogy internalizációjának útvo

 f

 

2.1.3.2.1. Az internalizálódott receptor sorsa, az internalizáció jelentősége 
 

A receptor az internalizációt követően a korai endoszómákba kerül, majd 

különböző, viszonylag jól elkülöníthető sejten belüli kompartmentek között mozog, és ez 

az „utazás” meghatározza a receptor további sorsát is (6. ábra, 4-5. pont) [37, 38]. Az egyik 

út a késői endoszómákba, majd onnan a lizoszómális kompartmentek felé vezet, ahol a 

receptor lebomlik – ez az út tehát a downregulációs szabályozás része. A másik út során a 

receptor a reciklizáló endoszóma érintésével (lassú reciklizáció), vagy akár anélkül (gyors 

reciklizáció) visszakerül a plazmamembránba [37, 38]. Fontos eleme a sejten belüli 

folyamatoknak, hogy az endoszómákban – a kompartmentek alacsonyabb pH-jának 

köszönhetően – a receptor elengedi az addig megkötött ligandját, leválik róla a β-arresztin, 

végül pedig protein foszfatázok (pl. a protein foszfatáz 2A) defoszforilálják a 

deszen
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a recik

tszhat 

szerepe

y fölösleges lépés lenne a sejt részéről, ha ezzel akarná 

„eltünte

p- és 

hosszútávon, a sejt által „jól átgondolt” – azaz pontosan szabályozott módon – eldől: ez 

jelenthe eltüntetését, lebontását is. 

lizáció során a receptor a plazmamembránba újra érzékeny állapotban kerül vissza 

[37]. 

Ezen a ponton fontos kiegészítést kell tennünk az internalizáció szerepével 

kapcsolatban. Eddig ugyanis úgy írtam le az internalizációt, mint a receptorok 

válaszkészségét csökkentő folyamatot. Az itt bemutatottak értelmében azonban ez a 

megállapítás nem pontos. Bár általánosságban igaz, hogy a sejt belsejébe került receptor 

többé „nem látja” a ligandját, és így érzékenysége elvész. Ráadásul ezt követően akár 

véglegesen degradálódhat is, ami nyilvánvalóan a válaszkészség hosszútávú csökkenését 

jelenti. A másik, reciklizációs lehetőség miatt azonban – mivel ez szorosan kapcsolt az 

érzékenység visszanyerésével – az internalizáció tulajdonképpen a reszenzitizáció 

feltételének is tekinthető, és hosszú távon éppen a válaszkészség fenntartásában já

t. Ezt azok az eredmények is igazolják, melyek szerint számos receptor esetében az 

internalizáció gátlása a receptor reszenzitizációjának elmaradását eredményezte [62]. 

További fontos szempontot jelenthet az internalizációról alkotott képünkhöz, hogy 

számos 7TMR (köztük a dolgozatom középpontjában álló CB1R is) alapvetően 

lipidtermészetű ligandokat érzékel, és mivel ezen anyagok számára a plazmamembrán nem 

jelent fizikai akadályt, elvileg a sejtbe bekerült receptorpopuláció is elérhető számukra. E 

receptorok internalizációja íg

tni” a receptort a ligand elől. (Erre a kérdésre a CB1R-ral kapcsolatban még kitérek 

a dolgozat későbbi részében.) 

Összességében tehát az internalizációt úgy írhatjuk le, mint egy bevezető, de egyben 

meghatározó jelentőségű lépését annak a folyamatnak, amely során a rövidtávú, 

plazmamembránon történő érzéketlenítést követően, a receptor sorsa közé

ti a receptor újrahasznosítását, vagy akár végleges 

 

2.1.3.2.2. A 7TMR-ok konstitutív internalizációja 
 

Az eddigiekben az internalizáció folyamatát mindig a receptor agonista kötésének 

és aktiválódásának következményeként írtam le. Számos olyan receptor van azonban, 
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amely agonista kötésétől függetlenül, alapállapotban is folyamatosan internalizálódik – a 

jelenségnek több elnevezése is elterjedt: konstitutív, tónusos, illetve spontán 

internalizációnak is nevezik. Bizonyos (elsősorban nem a 7TMR-ok közé tartozó) 

receptorok esetében ennek a jelenségnek jól meghatározott élettani feladata van, mint 

például a transzferrin receptor esetében, ahol a sejtek ezzel a mechanizmussal veszik fel 

folyamatosan a környezetükből a vastartalmú transzferrint [63, 64]. Ugyanez a 

mechanizmus érvényes továbbá a sejtek LDL-receptoron keresztüli koleszterin-felvételére 

is [65]. A 7TMR-ok esetében azonban kevésbé tisztázott a konstitutív internalizáció 

jelentősége, holott számos ilyen receptorról írták már le, hogy serkentés nélkül is bekerül a 

sejt belsejébe (pl. PAR1 receptor [66], AT1R [67, 68], tromboxán A2 receptor [54], mGlu1 

receptor [69], CB1R [70]). A legegyszerűbb magyarázat szerint az adott 7TMR-ok spontán 

internalizációja a korábban említett bazális aktiválódás egyenes következménye. Annyi 

különbséggel csupán, hogy ilyenkor az egész folyamat (a G-fehérje aktiválástól kezdve a 

klatrin-burkos vezikulum lefűződéséig) agonista hiányában zajlik le. Ezt erősítik azok az 

adatok is, melyek szerint a bazális aktivitás gátlása (inverz agonista kezeléssel) a receptor 

plazmamembránon való felhalmozódásához vezet [71]. Ugyanakkor sok 7TMR-ról leírták, 

hogy az agonista hatására létrejövő (agonista-indukált) és a spontán internalizáció eltérő 

mechanizmussal zajlik, pl. előbbi β-arresztin közvetítésével, míg utóbbi attól függetlenül 

[54, 69, 72]. Ez arra utal, hogy a két folyamat nem mindig feleltethető meg egyszerűen 

egymásnak, esetleg más-más receptor-konformáció irányítja őket, illetve valószínűsíthető, 

hogy a konstitutív és az agonista-indukált internalizáció élettani jelentősége is különböző. 

Azonban akár a spontán aktiválódás egyenes következménye, akár attól elkülönülő 

jelenség, továbbra is fennáll a kérdés a konstitutív internalizációval kapcsolatban, hogy 

miért éri meg egy sejt számára – nyilvánvalóan jelentős energiaráfordítással – 

alapállapotban is körforgásban tartani egy receptort a plazmamembrán és a citoplazma 

között. Bár erre a kérdésre sok esetben nincs egyértelmű válasz, a jelenséggel kapcsolatos 

lehetséges magyarázatokra a CB1R-ról szóló fejezet kapcsán még visszatérünk. 

 28

DOI:10.14753/SE.2015.1787



2.2. A β-arresztin fehérjék 
 

2.2.1. Az arresztin fehérjecsalád 
 

Az első arresztin fehérjét az 1980-as években a retinában azonosították, mint a 

fényérzékelésért felelős rodopszinhoz közvetlenül kapcsolódó, annak jelátvitelét leállító 

(deszenzitizáló) molekulát. (A fehérje angol eredetű elnevezése – arrest: elfog, megállít, 

letartóztat – is erre a funkcióra utal) [73]. Nem sokkal később Robert Lefkowitz és 

munkatársai a β2AR működésének vizsgálata során írták le a fehérjecsalád további két 

tagját, melyeket β-arresztineknek neveztek el (β-arresztin1 (β-arr1) és β-arresztin2 (β-arr2), 

más elnevezés szerint arresztin2 és arresztin3) [74-76]. Mint utóbb kiderült, a β-arresztinek 

a retina vizuális arresztinjénél sokkal elterjedtebben, gyakorlatilag a szervezet valamennyi 

szövetében kifejeződnek, és alapvető jelentőségűnek bizonyultak a receptorok 

deszenzitizációjában. A felfedezésük óta eltelt bő két évtizedben emellett több új 

funkciójukra is fény derült, így ma már a deszenzitizáció mellett a receptorok 

endocitózisában, illetve a jelátvitelben is központi szerepet játszó fehérjecsaládként 

tekintünk rájuk [77]. Robert Lefkowitzot a β-arresztinekkel és a G-fehérjéhez kapcsolt 

receptorokkal kapcsolatos felfedezéseiért 2012-ben Nobel-díjjal jutalmazták. Időközben 

ismertté vált a család negyedik tagja is, az X arresztin, ennek kifejeződése a vizuális 

arresztinhez hasonlóan a retinára korlátozódik [78]. 

 

2.2.2. A β-arresztinek szerkezete és a 7TMR-arresztin kapcsolat 
 

A β-arresztinek szerkezete a 7. ábrán látható [79-82]. A fehérje alapvetően két, 

főleg β-redőket tartalmazó, kissé ívelt („kagylóhéj-alakú”) doménből (N- és C- domén), és 

az azokat összekötő kapocs-régióból áll. A két fő domén egymáshoz képest való helyzetét 

nyugalmi állapotban a köztük elhelyezkedő poláros mag (polar core) stabilizálja.  
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7. ábra Az arresztinek szerkezete 

Az ábrán a szarvasmarha β-arresztin1 szerkezete látható, a valamennyi arresztin típusban megtalálható 

fontosabb régiók feltüntetésével. A β-redők kék színben, az összekötő-, ill. hurokrégiók lila színben, a 

helikális struktúrák narancssárga színben láthatók. Az ábra forrása: Protein DataBase (PDB). 

 

A kétféle β-arresztin, a β-arr1 és β-arr2 között kb. 80%-os a hasonlóság, de szöveti 

kifejeződésük sejttípustól függően eltér [74, 83]. Az alábbiakban az arresztinek és a 

receptorok közötti kötődés általános mechanizmusát ismertetjük. 

A β-arresztinek inaktív, nyugalmi állapotban a citoplazmában helyezkednek el, 

stimulációt követően azonban kötődnek a receptorhoz, és így a plazmamembránhoz 

helyeződnek át. Meghatározó tulajdonságuk, hogy alapvetően az aktivált és foszforilált 

receptort ismerik fel, ennek megfelelően rendelkeznek egy aktivációs szenzorral (melynek 

szerepe a receptor aktív konformációjának felismerése), illetve egy foszfát szenzorral 

(amely pedig a receptor foszforilált oldalláncait ismeri fel) [44]. Ezek gyakorlatilag úgy 
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működnek, mint két gomb, melyeket a receptornak egyszerre kell benyomnia ahhoz, hogy 

az arresztin igazán hatékonyan működésbe jöjjön. A részletes biokémiai vizsgálatok a 

foszfát szenzort mára gyakorlatilag pontosan azonosították, míg az aktivációs szenzor 

mibenlétéről inkább csak feltételezések léteznek.  

A foszfát szenzorban központi jelentőségű a fent leírt poláros magban elhelyezkedő, 

175-ös pozíciójú arginin (R175, a vizuális arresztin számozását alapul véve), amely 

nyugalomban egy negatív töltésű oldallánccal, a 296-os aszpartáttal (D296) alakít ki sóhíd 

kötést [84]. Amennyiben a receptorhoz kapcsolt foszfátcsoportok közel kerülnek a poláros 

maghoz, ez a sóhíd kötés felbomlik, és az R175 a D296 helyett a továbbiakban a negatív 

töltésű foszfát-csoporthoz kapcsolódik. Bár más pozitív töltésű aminosavak (pl. K14, K15, 

K166, R171, K176) is részt vesznek a foszfátcsoportok érzékelésében [85, 86], lényegében 

a fenti sóhíd kötés jelenti az arresztinben a foszfát szenzort [44]. Az említett két aminosav 

mind a négy arresztin izoformában megtalálható a homológ pozíciókban, illetve kísérletes 

mutációjuk jelentősen befolyásolja a receptor-foszforiláció arresztin általi felismerését [84]. 

Az aktivációs szenzort az eddigi vizsgálatok alapján sokkal kevésbé sikerült egy 

specifikus területre korlátozni az arresztinen belül. Ha összegezzük mindazon 

oldalláncokat, melyek a különböző vizsgálatok szerint befolyásolják a receptorhoz való 

kötődést, azok szinte a teljes konkáv (a kötődés során a receptor felé mutató) felszínt 

lefedik [44]. Ez vagy azt jelenti, hogy a receptor aktív állapotának felismerése sok 

kapcsolódási ponton keresztül valósul meg, vagy azt, hogy az aktivációs szenzor érzékeny 

azokra a másodlagos szerkezeti változásokra, melyeket az egyéb régiókba bevitt 

mutációkkal hoztak létre. Mindazonáltal több vizsgálat felvetette egy az N-doménben 

elhelyezkedő flexibilis hurok (finger loop régió) központi szerepét az aktív receptor-

konformáció felismerésében [44, 87, 88]. 

 

Ha a 7TMR-arresztin kapcsolatot a receptor oldaláról nézzük, a kötés feltétele 

logikus módon az aktivációs és foszforilációs motívumok együttes bemutatása az arresztin 

felé.  

A foszforilációs helyek azonosítása a receptorokon elvileg nem ütközik különösebb 

nehézségbe, hiszen ez a deszenzitizáció mechanizmusát ismerve a receptor intracelluláris 
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felszínén található szerin és treonin aminosavakat jelenti. A helyzet persze valójában ennél 

bonyolultabb, hiszen nem törvényszerű, hogy minden lehetséges Ser/Thr valóban 

foszforilálódik is. Illetve, még ha ez meg is történne, nem kell feltétlenül mindnek szerepet 

játszania a β-arresztin kötésben. Ráadásul kimutatták, hogy a foszforilálható 

aminosavaknak „érdemes” csoportokban jelen lenniük – legalább két Ser/Thr egymás 

mellett – a megfelelően erős β-arresztin kötés kialakításához [89]. Végső soron azonban 

számos esetben igazolták ezen Ser/Thr oldalláncok szerepét a különböző 7TMR-ok 

arresztin kötésében, ezek leggyakrabban a receptor C-terminálisán, ill. az ICL3 vagy az 

ICL2 hurkokban találhatók [44]. 

Az aktivációs motívum azonosítása már nehezebb kérdés, ahhoz ugyanis először is 

ismernünk kell azokat a változásokat, amelyek a receptor szerkezetében aktiválódás során 

végbemennek. A rendelkezésre álló 7TMR kristálystruktúrák elemzése megerősítette, hogy 

ezen változások közül az egyik legjellegzetesebb a TM6-os hélix kifelé történő mozgása és 

forgása, amely egy a hélixek közötti üreget nyit meg a receptor intracelluláris oldalán [90-

92]. Ebbe a kis üregbe illeszkedhet a G-fehérje α alegysége is [11, 93]. Több vizsgálat is 

arra utal, hogy az arresztin is ezt az üreget ismeri fel az aktív receptorhoz való kötődés 

során, valószínűleg a fent említett flexibilis hurok részvételével [87, 88]. Több adat mutat 

ezen kívül az ICL2-es hurok, illetve az annak kezdetén elhelyezkedő DRY motívum 

szerepére az aktiváció arresztin felé történő közvetítésében [88, 94-96]. 

 

Mindezen információk birtokában az arresztin receptorhoz való kötődésére, és ezzel 

párhuzamos aktiválódására egy többlépéses modellt alkottak meg [44]. Első lépésben az 

arresztin (az aktivációs szenzor segítségével) felismeri a receptor aktiválódáskor 

átrendeződött elemeit vagy (a foszfát szenzorral) a foszforilált oldalláncokat. Ha mindkét 

feltétel adott (azaz a receptor aktív és foszforilált állapotban van), akkor az stabilabbá teszi 

a kapcsolatot, és az arresztint ún. előaktivált konformációba hozza. Ezt követően a két 

fehérje között további kötőhelyek is létesülnek, és ennek eredményeként kialakul az 

arresztin valódi aktív konformációja, illetve a receptor-arresztin komplex. Ez az arresztin 

esetében az N- és C-domének egymáshoz képesti elmozdulásával (elsősorban mintegy 20°-
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os rotációval) jár, illetve bizonyos kötőhelyek felszínre kerüléséhez is vezet, amelyek 

viszont további sejten belüli fehérjék aktiválását teszik lehetővé [97, 98]. 

 

A fenti, általánosan elfogadott modell azt is magában foglalja, hogy az arresztinnek 

a receptorhoz való kötődése nem egy „minden vagy semmi”-típusú kapcsolat. Számos 

biokémiai vizsgálat igazolta, hogy az aktív, de nem foszforilált, illetve a foszforilált, de 

nem aktív receptor is kiválthat bizonyos mértékű (általában a teljes kötésnél jóval 

alacsonyabb affinitású) kapcsolódást [99-101]. Továbbá sok adat és elvi megfontolás utal 

arra, hogy nincs egy jól meghatározott arresztin-receptor komplex, hanem az arresztin 

többféle aktív konformációt vehet fel, illetve a komplexen belüli helyzete is eltérő lehet 

[44]. Erre utal már maga az a tény is, hogy nagyon kevés (szám szerint kétféle) β-arresztin 

képes kötődni igen sokféle 7TMR-hoz, melyeknek az intracelluláris régiói is bizonyítottan 

nagy változatosságot mutatnak. Továbbá egy receptor általában nem egy, hanem több 

(gyakran térben is távolabb lévő) helyen képes foszforilálódni az arresztin kötést 

megelőzően, ami szintén fölveti többféle arresztin-receptor komplex létrejöttének 

lehetőségét. Ebbe az irányba mutat még az a becslés is, mely szerint az arresztin aktív 

konformációja kevésbé stabil, mint az inaktív, azaz nagyobb mozgás megengedett az N- és 

C-domének között, mint nyugalomban [102]. Mára számos vizsgálat meg is erősítette a 

fenti feltételezést: az arresztinek tehát többféle konformációban képesek kötődni a 7TMR-

okhoz, akár még egy adott receptor esetén is [103, 104]. Ezt valószínűleg a receptornak a 

különböző ligandok általi eltérő aktív konformációi, illetve a különböző GRK izoformák 

általi eltérő foszforilációs mintázat szabályozza. Mindennek a receptorok funkcionális 

szelektivitásában lehet jelentősége, amint azt a β-arresztineknek a jelátvitelben betöltött 

szerepével kapcsolatban később még bemutatom [25]. 

 

A fentiekből is látszik, hogy az arresztinek és a 7TMR-ok közötti kapcsolat jelenleg 

is intenzíven vizsgált és dinamikusan fejlődő terület. Ugyanakkor, bár mostanra valamennyi 

arresztin, illetve több mint 10 7TMR kristályszerkezete ismertté vált, a teljes receptor-

arresztin komplexet leíró kristálystruktúrák sajnos még nem állnak rendelkezésre. Csak 
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ezek ismeretével nyerhetünk majd valóban pontos információkat a két fehérje közötti 

kapcsolatról, illetve az abban szerepet játszó régiókról. 

 

2.2.3. A β-arresztinek szerepe a 7TMR-ok szabályozásában 
 

A β-arresztineknek jelenleg három fő funkcióját különítik el a 7TMR-ok 

szabályozásában. Ezek – a felfedezésük sorrendjében – a deszenzitizációban, az 

internalizációban és a receptorok (G-fehérje független) jelátvitelében való részvétel. 

 

2.2.3.1. A β-arresztinek és a deszenzitizáció 
 

Amint azt a fejezet bevezető részében tárgyaltuk, a β-arresztinek először leírt 

szerepe a receptor jelátvitelének leállítása, azaz deszenzitizációja volt [75]. Mivel ebben az 

esetben magához az aktivált receptorhoz kötődik a β-arresztin, így ezen az úton a korábban 

leírt homológ deszenzitizáció valósul meg (ld. 2.1.3.1. alfejezet) [39]. A β-arresztin kötését 

megelőző lépés (és egyben a kötés feltétele is) a receptor GRK-k általi foszforilációja, 

amely már önmagában is csökkenti a G-fehérje kötését. A deszenzitizáció azonban a β-

arresztin jelenlétében sokkal nagyobb mértékű, mint ha csupán GRK van jelen a 

rendszerben [75]. A G-fehérje-függő jelátvitel leállítása direkt fiziko-kémiai gátláson 

alapul, azaz a β-arresztin kötődését követően a G-fehérje egyszerűen nem fér hozzá a 

receptorhoz, ami részben a β-arresztin méretéből következik, részben pedig valószínűleg 

abból, hogy a G-fehérje és a β-arresztin receptoron található kötőhelyei nagymértékű 

átfedést mutatnak [103, 105]. 

 

2.2.3.2. A β-arresztinek és az internalizáció 
 

A β-arresztinek felfedezését követően hamar kiderült, hogy nem csak a receptorok 

deszenzitizációjában, hanem azok endocitózisában, illetve ezzel kapcsoltan a sejten belüli 

transzportjukban is szerepet játszanak [106]. Ez nem is meglepő tudván, hogy a β-
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arresztinek közvetlenül képesek kötni több endocitotikus fehérjét, így a klatrint, az adaptint 

vagy az ARF6-ot [105]. E direkt kötések segítségével a receptort a klatrin-burkos 

gödröcskéhez irányítják, elindítva azt az internalizáció útján. 

A receptorinternalizáció és a β-arresztinek közti kapcsolat elmélyültebb vizsgálata 

során további érdekes részletekre derült fény. Bizonyos 7TMR-ok, így pl. a β2AR, a V1 

vazopresszin receptor vagy a µ-opioid receptor, a β-arresztint csak a plazmamembránnál, 

illetve annak közvetlen közelében kötik, azaz a β-arresztin már az endocitózis korai 

fázisában leválik a receptorról, és nem tart vele annak sejten belüli útján [107]. Ezen 

receptorok abban is hasonlítanak, hogy a két β-arresztin izoforma közül jelentősen nagyobb 

affinitással kötik a β-arr2-t, mint a β-arr1-t. Más receptorok (pl. az AT1R, a V2 vazopresszin 

receptor vagy az oxitocin receptor) esetében viszont a β-arresztin az endocitózis folyamatát 

követően is a receptorhoz kapcsolva marad, és megjelenik a sejten belüli vezikulumokban 

is [107]. Továbbá ezek a 7TMR-ok a β-arr1-et és -2-t nagyjából hasonlóan magas 

affinitással kötik. Előbbi receptorokat „A osztályú”, míg utóbbiakat, melyek tehát 

alapvetően nagyobb β-arresztin affinitással rendelkeznek, „B” osztályú 7TMR-ok néven 

csoportosították [107]. A továbbiakban az is kiderült, hogy összefüggés van a β-arresztinek 

iránti affinitás, azaz az „A” osztályú, illetve „B” osztályú viselkedés, valamint a receptor C-

terminálisán található Ser/Thr csoportok (clusterek) száma között. Míg az „A” osztályú 

7TMR-ok C-terminális szerin és treonin oldalláncai egyáltalán nem rendeződnek 

csoportokba, vagy legfeljebb egy ilyen Ser/Thr clustert tartalmaznak, addig a „B” osztályba 

sorolható, mindkét β-arresztint tartósan kötni képes 7TMR-ok minden esetben több, akár 3-

4 C-terminális Ser/Thr csoporttal is rendelkeznek [89]. 

 

2.2.3.3. A β-arresztinek és a jelátvitel 
 

Mivel a β-arresztineket felfedezésüktől fogva a receptorok „kikapcsolásában”, azaz 

a jelátvitel leállításában közreműködő fehérjékként tartották számon (sőt még elnevezésük 

is ebből ered), meglepő és igen jelentős hatással bírtak azok a kezdeti eredmények, melyek 

szerint β-arresztin hiányában bizonyos jelátviteli események nem hogy tartósabban, hanem 
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éppenséggel csökkent mértékben jönnek létre a sejtben. Az egyik első ilyen megfigyelés 

szerint például a β2AR β-arresztin segítségével képez komplexet az Src kinázzal, a 

receptorhoz kötődni képtelen β-arresztin mutánsok pedig (domináns negatív módon) 

gátolják a receptorról induló ERK1/2 aktivációt [108]. További fontos megfigyelés volt, 

hogy a β-arresztin kötés G-fehérje aktivációtól függetlenül indít jelátvitelt, amire az első 

bizonyítékot egy G-fehérje aktivációra képtelen AT1R mutáns (AT1R-DRY/AAY) 

szolgáltatta, amely továbbra is képes volt ERK1/2 aktivációra, mégpedig β-arresztinek 

közvetítésével [109]. Mára kiderült, hogy a β-arresztinek állványfehérjeként működve (a 

jelátviteli út különböző fehérjéit megkötve, azokat egymással térbeli közelségbe hozva) 

számos különböző út elindítására képesek, és így a 7TMR-ok G-fehérje-független 

hatásainak központi közvetítői [26]. A legfontosabb β-arresztin-függő jelátviteli utakat a 2. 

táblázat foglalja össze. 

 
2. táblázat A legfontosabb β-arresztin-függő jelátviteli utak összefoglalása 

Jelátviteli 

molekulák 

Megjegyzés Érintett sejtfunkciók 

c-Src 

ERK1/2  

 

p38 MAPK 

JNK3  

 

PI3K 

Akt 

RhoA 

NFκB  

 

c-fos, p27  

további kináz kaszkádok aktiválása; 

a komplex részei még a Raf-1 és a 

MEK1 fehérjék 

 

a komplex részei még az MKP7, az 

ASK1 és a MKK4 fehérjék 

 

 

Gq fehérjével együttműködve 

IκBα-val egy komplexben, az NFκB 

jelátvitel gátlása 

a sejtmagban 

 

 

a sejtciklus előrehaladása 

az apoptózis gátlása 

sejtnövekedés, sejtosztódás 

génátírási hatások 

aktin-citoszkeleton átrendeződés 

a mikrotubulusok stabilizációja 

a kemotaxis serkentése 
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Ezeknek a β-arresztin-függő folyamatoknak a felfedezése nagy lendületet adott a 

7TMR-okkal kapcsolatos kutatásoknak, nem csak azért, mert ezáltal egy egészen új 

fejezettel bővültek a receptorok jelátvitelével kapcsolatos ismereteink, hanem azért is, mert 

a 7TMR-ok fentebb bemutatott funkcionális szelektivitása is új értelmezési keretet nyert. A 

G-fehérje-függő és a β-arresztin-függő 7TMR funkciók elkülönült serkentésének 

lehetőségét bizonyos esetekben a szervezet is kihasználja [32, 34], a gyógyszeres 

terápiában pedig a jelenség a hatás-mellékhatás profil optimalizálásának új megközelítésére 

ad lehetőséget [29] – amint azt a 2.1.2.1. alfejezetben részletesebben is bemutattuk. 

Léteznek továbbá olyan mutáns 7TMR-ok is, melyek jelátvitele nem egy adott ligand, 

hanem a mutáció következtében válik β-arresztin-szelektívvé. Ennek prototípusa a fent 

említett AT1R-DRY/AAY mutáns [110], de ilyen tulajdonságú egy hármas mutáns β2AR, a 

β2AR-TYY [111], illetve az M3-R3.50L mutáns acetilkolin receptor is [112]. Ezen 

receptorok elfogult jelátvitelüknél fogva jó eszközként szolgálhatnak a molekuláris 

farmakológiai kutatásokban, a β-arresztin-, ill. G-fehérje-függő hatások elkülönült 

vizsgálatára. 

 

2.2.3.4. A β-arresztin-7TMR kapcsolat további részletei 
 

Fentebb említettük, hogy a 7TMR-ok β-arresztin kötése jelentős különbségeket 

mutathat, mind a kötés tartósságát, mind a β-arr1, illetve β-arr2 iránti affinitást tekintve, 

mely alapján ezen receptorokat „A” és „B” osztályba sorolhatjuk [107]. A receptorok β-

arresztin-függő jelátvitelének megismerése érdekes megvilágításba helyezi ezt a jelenséget 

is, hiszen könnyen elképzelhető, hogy az „A”, illetve „B” osztályú viselkedés a β-arresztin-

függő jelátvitelt is alapvetően meghatározza. Mindezt kísérletesen is bizonyították, amikor 

a V2 vazopresszin receptort és a β2AR-t példának véve kimutatták, hogy az átmeneti β-

arresztin kötéssel járó („A” osztályú) viselkedés kisebb β-arresztin-függő ERK1/2 

aktivációt eredményez, ugyanakkor a G-fehérje-függő, és így főleg a sejtmagba 

lokalizálódó ERK1/2 aktiváció nagyobb mértékű volt, mint a tartós β-arresztin kötést 

jelentő „B” osztályú receptorok esetében [113]. Mindez arra utal, hogy az „A”, illetve „B” 

 37

DOI:10.14753/SE.2015.1787



osztályú β-arresztin kötés, illetve a β-arresztinek iránti affinitás meghatározása fontos, mind 

a receptor sejten belüli sorsa, mind pedig a róla induló jelátvitel szempontjából. 

 

2.3. Az endokannabinoid rendszer és a CB1 kannabinoid receptor 
 

2.3.1. Az endokannabinoid rendszer felépítése és működése 
 

2.3.1.1. Az endokannabinoid rendszer megismerésének rövid története 
  

A kannabiszt (más néven marihuánát) különböző formákban évezredek óta 

használja az emberiség, részben kábítószerként, részben pedig orvosi célokra, elsősorban 

fájdalomcsillapító, nyugtató, illetve étvágyfokozó hatásai miatt [114]. Mindazonáltal a 

pontos hatásmechanizmusairól sokáig csak találgatások léteztek. Gaoni és Mechoulam 

1964-ben azonosították a Δ9-tetrahidrokannabinolt (THC-t) mint a kannabisz legfőbb 

pszichoaktív hatóanyagát [115]. Mintegy 25 évvel később, 1990-ben Matsuda és 

munkatársai írták le azt a 7TMR-t, amely – főként a központi idegrendszerben kifejeződve 

– képes specifikusan kötni a kannabinoid vegyületeket, és ezáltal közvetíteni szervezeti 

hatásaikat [116]. Ezt nevezték el később CB1 kannabinoid receptornak. Hamarosan leírták a 

másik kannabinoid receptort, az elsősorban a periférián megtalálható – szintén G-

fehérjéhez kapcsolt – CB2-t [117]. Mivel addig csak növényi eredetű kannabinoidokat 

ismertek, a specifikus receptorok létezésének ténye hamar a belső termelődésű 

kannabinoidok (endokannabinoidok) keresésére irányította a figyelmet. Ennek 

eredményeképp pár éven belül sikerült azonosítani a két legfontosabb ilyen vegyületet, az 

anandamidot [118], illetve a 2-arachidonil-glicerint [119, 120]. Ezzel voltaképpen kialakult 

az endokannabinoid rendszer fogalma, amely tehát alapvetően az endokannabinoid 

vegyületeket, az e vegyületeket érzékelő receptorokat, illetve a termelésükért és 

lebontásukért felelős enzimeket foglalja magába. 
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2.3.1.2. Az endokannabinoidok keletkezése és lebomlása 
 

A két legfontosabb endokannabinoid vegyület az N-arachidonil-etanolamid, vagy 

anandamid (a kifejezés a szanszkrit ananda = boldogság, gyönyör szóból származik), 

illetve a 2-arachidonil-glicerin (2-AG). Mindkét vegyület membránlipidek hasításával jön 

létre, lipidoldékonyságuknál fogva pedig könnyen képesek átjutni a különböző 

membránokon. 

Az anandamid forrása elsősorban az N-arachidonil-foszfatidiletanolamin (NAPE) 

molekula. A NAPE általában egy enzimatikus transzfer-reakció során képződik a 

membránban, amit a Ca2+-függő N-aciltranszferáz (NAT) enzim hajt végre [121]. A NAPE 

ezután közvetlenül anandamiddá alakul a NAPE-specifikus foszfolipáz D (NAPE-PLD) 

enzim segítségével [122]. Bár a közvetlen anandamid képzésért a NAPE-PLD felelős, a 

folyamat sebesség-meghatározó, egyben (főként Ca2+ által) szabályozott lépése a NAT 

enzim általi NAPE keletkezés [123]. Sokáig az itt vázolt folyamatot tartották az egyetlen 

igazán fontos anandamid képződési lehetőségnek, azonban újabb eredmények alternatív 

útvonalakat is feltártak [124-126], és enzim-génhiányos egerekkel végzett vizsgálatok azt 

mutatják, hogy fentiek képesek egymást helyettesíteni, in vivo körülmények között [127, 

128]. 

Az anandamid lebomlását egy zsírsavamid-hidroláz (fatty acid amide hydrolase, 

FAAH) enzim katalizálja, melynek eredményeképp arachidonsav és etanolamin szabadul 

fel [121]. A FAAH enzim szervezeti eloszlása viszonylag jó egyezést mutat a CB1R-éval, 

és a gátlószerekkel, illetve génhiányos egerekkel végzett részletes vizsgálatok szerint 

alapvető szerepe van abban, hogy bár az anandamid hatékonyan képes kötődni a CB1R-hoz, 

in vivo létrehozott hatásai mégis gyengének és átmenetinek tekinthetők más 

kannabinoidokhoz képest [129]. 

A 2-AG alapvetően a plazmamembrán diacilglicerinjéből (DAG-ból) keletkezik, a 

glicerin 1-es szénatomjához kapcsolódó zsírsavlánc lehasításával – a reakciót a DAG-lipáz 

enzim katalizálja [121]. Fontos megjegyezni, hogy a DAG, mely tehát a 2-AG legfontosabb 

előanyagát jelenti, alapvetően a plazmamembrán foszfoinozitidjeiből keletkezik, a 

foszfolipáz C (PLC) enzimek hatására [121]. A PLC serkentése pedig számos jelátviteli út 
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kezdeti állomását jelenti, így ezen útvonalak elindulása egyben az endokannabinoid-

felszabadulás lehetőségét is megteremti. Ez a funkcionális kapcsolat jelenti annak a 

folyamatnak az alapját is, melynek során a Gq/11-fehérjéhez kapcsolt 7TMR-ok aktivációja 

– PLCβ aktiváción keresztül (a DAG-lipáz közreműködésével) – 2-AG felszabaduláshoz, 

és így a CB1R-ok parakrin transzaktivációjához vezet (8. ábra). A jelenséget számos Gq/11-

kapcsolt receptor esetében kimutatták, és jelentősége is sok élettani rendszerben 

megmutatkozott [130]. 

 

2-AG

IP3

DAG

Ca2+

CB1R

2-AG

IP3R

Belső Ca2+-raktárak

DAGL

PIP2

αq/11 γ
β

PLCβ
2-AG

IP3

DAG

Ca2+

CB1R

2-AG

IP3R

Belső Ca2+-raktárak

DAGL

PIP2

αq/11 γ
β

PLCβ

 
8. ábra A CB1R transzaktivációja Gq/11-fehérjéhez kapcsolt receptorokon keresztül 

A Gq/11-fehérjéhez kapcsolt receptorok jelátvitele során egyrészt DAG keletkezik a plazmamembránban, 

másrészt Ca2+ szabadul fel a belső raktárakból. Mindkét hatás hozzájárul, hogy a plazmamembránban a DAG-

lipáz enzim közreműködésével 2-AG képződik. A felszabaduló 2-AG aktiválja a közelben elhelyezkedő 

CB1R-okat. A rövidítések magyarázata: αq/11, β, γ: a heterotrimer Gq/11-fehérje alegységei; PIP2: 
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foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfát; PLCβ: foszfolipáz Cβ enzim; DAG: diacil-glicerin; DAGL: DAG-lipáz 

enzim; 2-AG: 2-arachidonil-glicerin; IP3: inozitol-1,4,5-triszfoszfát; IP3R: IP3 receptor 

 

 

A 2-AG lebomlását a monoacilglicerin-lipáz (MAG-lipáz) enzim irányítja, amely az 

arachidonsav-oldallánc lehasításával glicerinre és arachidonsavra bontja a 2-AG-t. Így 

végső soron az egyes sejtekben a 2-AG keletkezését, illetve lebomlását irányító fő enzimek, 

azaz a DAG-lipáz és a MAG-lipáz aktivitásának egyensúlya határozza meg a 2-AG 

szinteket és így a CB1R aktivitását, akár nyugalmi, akár serkentett körülmények között 

[131]. Igen valószínű például, hogy a DAG-lipáz tónusos aktivitása, azaz a folyamatos, 

kismértékű 2-AG felszabadulás hozzájárul a CB1R különböző rendszerekben észlelhető 

bazális aktivitásához. A két enzim kémiai vagy genetikai alapú befolyásolásán keresztül 

pedig a sejtek, illetve szövetek 2-AG szintjét, ezáltal a kannabinoid rendszer aktivációját 

igen hatékonyan lehet befolyásolni [132]. 

Az endokannabinoidok bioszintetikus útvonalainak általános jelentőségét az a tény 

is mutatja, hogy valamennyi érintett enzim és szubsztrát jelen van a szervezet szinte minden 

szövetében [129]. 

 

2.3.1.3. A kannabinoid receptorcsalád rövid bemutatása 
 

Jelenleg két kannabinoid receptort ismerünk: a CB1-et és a CB2-t. Mindkét receptor 

a 7TMR-ok családjába tartozik. Amellett, hogy kb. 43 %-os szekvencia-homológiát 

mutatnak egymással, jelentős eltérések figyelhetők meg szöveti eloszlásukban, valamint a 

kannabinoid ligandok iránti érzékenységük és az általuk aktivált jelátviteli útvonalak is 

számos ponton különböznek [133]. Emellett egyre több irodalmi adat utal további 

kannabinoid receptorok létezésére. Ilyen például az eredetileg „árva” receptorokhoz sorolt 

GPR55, melynek különböző kannabinoidok iránti affinitását több tanulmány is igazolta 

[134-136]. A hatások létrejötte azonban erősen sejttípus-függőnek és szövetfüggőnek 

bizonyult, így továbbra is vitatott, hogy a GPR55 valóban kannabinoid receptornak 

tekinthető-e [137]. Még összetettebbé teszi a képet, hogy bizonyos endokannabinoid 
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ligandok (így főleg az anandamid) nem csak a klasszikus kannabinoid receptorokon, hanem 

más célfehérjéken (pl. TRP csatornákon vagy szerotonin receptorokon) keresztül is 

kifejthetnek szervezeti hatásokat [138]. Mivel munkánk során a CB1 kannabinoid receptor 

működésének szabályozásával foglalkoztunk, a továbbiakban ezt a receptort mutatom be 

részletesen. 

 

2.3.2. A CB1 kannabinoid receptor (CB1R) 
 

Az eredetileg „árva” (orphan) G-fehérjéhez kapcsolt receptorokhoz sorolt fehérjét 

Matsuda és munkatársai 1990-ben azonosították mint kannabinoid receptort, miután képes 

volt specifikusan kötni a vizsgált kannabinoid ligandokat, továbbá szöveti eloszlása 

valamint az általa létrehozott hatások is megfeleltek annak a képnek, amely az addigi, 

kannabinoidokkal kapcsolatos megfigyelésekből kialakult [116]. 

 

2.3.2.1. A CB1R élettani szerepe 
 

2.3.2.1.1. A CB1R szerepe az idegrendszerben 
 

A CB1R a központi idegrendszerben a legnagyobb mértékben kifejeződő 7TMR, 

legnagyobb sűrűséggel az agykéregben, a hippokampuszban, a bazális ganglionokban és a 

kisagyban mutatható ki, de jelentős mennyiségben van jelen a hipotalamuszban és a 

gerincvelőben is [133, 139]. A központi idegrendszerrel kapcsolatos funkcionális anatómiai 

ismeretekkel összevetve, a fenti elhelyezkedési mintázat jól magyarázza a CB1R szerepét 

olyan működésekben, mint a tanulás és emlékezés folyamatai, a mozgás tervezése és 

végrehajtása, a fájdalomérzet modulálása vagy az étvágy- és éhségérzet szabályozása [140]. 

Ezen központi idegrendszeri hatások rövid összefoglalását a 3. táblázat tartalmazza. 

 

 42

DOI:10.14753/SE.2015.1787



3. táblázat A CB1R legfontosabb központi idegrendszeri hatásainak összefoglalása 

Idegrendszeri működés Idegrendszeri struktúrák 

CB1R kifejeződéssel 

A CB1R szerepe 

Tanulás és emlékezés Hippokampusz 

Nagyagykéreg 

Kisagykéreg 

Emlékképek rögzítése és 

előhívása, érzelmi 

kondicionálás, 

mozgástanulás (exogén 

kannabinoidok a rendszer 

zavarát okozzák) [140, 141] 

Fájdalomérzet Periaquaeduktális 

szürkeállomány 

Rostroventromediális 

nyúltvelő 

Gerincvelő hátsó szarv 

Hátsó gyöki ganglionok 

C-típusú fájdalomérző rostok 

Fájdalomcsillapítás 

perifériás, gerincvelői és 

centrális szinteken [140, 141]

Étvágy és 

táplálékfelvétel 

Hypothalamus 

Nucl. accumbens 

Az étvágy és a 

táplálékfelvétel fokozása 

[140, 141] 

Hányinger és hányás Area postrema 

Nucl. tractus solitarii 

Nucl. dorsalis nervi vagi 

Hányinger- és 

hányáscsillapítás [140] 

Szorongás Bazolaterális amygdala 

Prefrontális kéreg 

Elülső cinguláris kéreg 

Szorongáscsökkentés (de 

nagy dózisú kannabinoidok 

esetén a szorongás 

előidézése) [141] 

Örömérzet, jutalmazás Ventrális tegmentális area 

Nucl. accumbens 

Prefrontális kéreg 

Az örömérzet fokozódása, 

jutalomkeresés [140] 
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Amygdala 

Mozgásszabályozás Bazális ganglionok 

Kisagy 

Mozgástervezés és 

mozgáskoordináció 

szabályozása (exogén 

kannabinoidok a rendszer 

gátlását okozzák)[140] 

Az idegsejtek védelme Gyakorlatilag valamennyi 

említett struktúra 

Védelem a túlingerlés 

(epilepszia), a 

neurodegeneráció és az 

idegsejtek (traumát vagy 

ischaemiát követő) 

másodlagos károsodása ellen 

[140, 141] 

 

Megjegyzendő, hogy a fenti, élettani körülmények között is igazolt CB1R hatások jó 

részét (fájdalomcsillapítás, örömérzet, szorongáscsökkentés stb.) az emberiség évezredek 

óta kihasználja, a marihuánából nyert különböző készítmények alkalmazásával [114]. 

Újabban pedig egyre nagyobb teret nyer a CB1R-on ható gyógyszerek (pl. szintetikus THC) 

kontrollált, orvosi körülmények közötti alkalmazása; az Egyesült Államokban és Európa 

számos államában is több ilyen készítmény van forgalomban, melyeket degeneratív 

idegrendszeri kórképekben, fájdalomszindrómákban, kemoterápia során fellépő hányinger 

és hányás csillapításában, vagy AIDS-es betegeknél étvágyfokozás céljából alkalmaznak 

[142]. 

Mindezen funkciókat a CB1R jellegzetes elhelyezkedésén és működésén keresztül 

valósítja meg. A CB1R-ok ugyanis az említett struktúrákban főként az idegi 

szinapszisokban, azon belül is a preszinaptikus axonvégződéseken vannak jelen, fiziológiás 

aktivációjuk pedig úgynevezett retrográd transzmisszió segítségével zajlik (9. ábra) [143]. 

Ennek során a posztszinaptikus sejtből serkentés hatására endokannabinoid (elsősorban 2-

AG) szabadul fel, mely a szinapszisban visszafelé (retrográd módon) hat, azaz a 

preszinaptikus CB1R-okhoz kötődik. Mivel a CB1R-ok alapvetően gátló jelátvitellel 
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rendelkeznek (ld. később), így a retrográd hatás eredménye (K+-csatornák nyitásán és Ca2+-

csatornák gátlásán keresztül) a preszinaptikus gátló (általában GABAerg) neuron 

transzmissziójának csökkenése [144, 145]. Ezzel a visszacsatolással a posztszinaptikus sejt 

ingerelhetősége megnő, hiszen a gátló sejt gátlása valósul meg. Ennek a jelenségnek ezért a 

DSI (depolarizáció-indukált gátláscsökkenés, depolarization-induced suppression of 

inhibition) nevet adták [146].  
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9. ábra Endokannabinoid-mediált retrográd transzmisszió a szinapszisokban 

A posztszinaptikus membránban Gq/11 aktiváció vagy Ca2+-csatorna nyitás hatására Ca2+-jel alakul ki (1.). A 

Gq/11 aktiváció ezen kívül serkenti a DAG képződését a plazmamembránban. E folyamatok eredményeképp 

DAG-lipáz közreműködésével 2-AG szabadul fel a posztszinaptikus membránból (2.). A 2-AG a 

szinapszisban visszafelé (retrográd) diffundálva serkenti a preszinaptikus CB1R-okat (3.). A preszinaptikus 

CB1R aktiváció K+-csatornák aktiválásán és Ca2+-csatornák gátlásán keresztül csökkenti a preszinaptikus 

idegvégződésből a neurotranszmitter-felszabadulást (4.). A rövidítések magyarázata: αq/11, ill. αi/o, β, γ: a 
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heterotrimer Gq/11-, ill. Gi/o-fehérje alegységei; DAG: diacil-glicerin; DAGL: DAG-lipáz; 2-AG: 2-

arachidonil-glicerin. 

 

Ezen a mechanizmuson keresztül a CB1R alapvetően befolyásolja a fent említett 

területeken az idegrendszeri hálózatok rövid és hosszú távú alakíthatóságát és 

alkalmazkodóképességét, a szinaptikus plaszticitást [147]. Ritkábban fordul ugyan elő, de a 

fentihez hasonló retrográd gátlás létrejöhet olyan szinapszisokban is, ahol a preszinaptikus 

sejt nem gátló (ld. GABAerg), hanem serkentő (pl. kolinerg, szerotoninerg, glutamáterg) 

jellegű. Ebben az esetben nem DSI-ről, hanem DSE-ről (depolarizáció-indukált serkentés-

csökkenés, depolarization-induced suppression of excitation) beszélünk [143]. 

A központi idegrendszeren kívül a CB1R jelen van a perifériás idegrendszerben is, 

pl. a szenzoros idegrostokon és az autonóm idegrendszer neuronjain. Hatásai itt is jórészt 

preszinaptikus gátláson keresztül valósulnak meg [147]. 

 

2.3.2.1.2. A CB1R szerepe a keringési rendszerben 
 

A CB1R-ok jelen vannak a szívizomban, ahol serkentésük kontraktilitást és 

frekvenciát csökkentő (negatív inotróp és kronotróp) hatást hoz létre, illetve megtalálhatóak 

az erek szöveteiben is, ahol pedig aktivációjuk értágulatot idéz elő [148, 149]. Az értágulat 

hátterében feltételezik Ca2+-csatornák gátlását [150], endothel-mediált nitrogén-monoxid 

felszabadulást [151], Ca2+-aktivált K+-csatornák aktiválását [152], illetve az ERK1/2-

kaszkád szerepét [153]. A pontos mechanizmus valószínűleg függ a vizsgált élőlény fajától 

és az ér elhelyezkedésétől is. Az erek falához és a szívhez futó szimpatikus 

posztganglionáris idegek axonterminálisai is tartalmaznak CB1R-okat, melyek 

stimulációjakor gátlást szenved a végkészülékből a noradrenalin felszabadulása, s ezáltal 

csökken a szimpatikus tónus a szíven és az érrendszerben [148]. Mindezen 

mechanizmusokon keresztül a CB1R aktivációjakor csökken a szív perctérfogata és a 

perifériás ellenállás, ezáltal pedig a vérnyomás is. 

Meg kell azonban jegyeznünk, hogy bár a CB1R jelenlétét és szabályozó szerepét 

többszörösen igazolták izolált erekben [148], egészséges patkányokban CB1R gátlószer 
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adása nem volt jelentős hatással a vérnyomásra és a lokális keringésre, és CB1R-génhiányos 

egerekben sem változott jelentősen a vérnyomás egészséges társaikhoz képest [154, 155]. 

Különböző keringési betegségmodellekben azonban a CB1R gátlása, illetve hiánya már 

kifejezettebb hatású volt [149, 154]. Mindez arra utal, hogy a CB1R-nak kóros állapotok 

esetén megnő a szerepe a keringési rendszer szabályozásában. További érdekessége ennek a 

területnek, hogy a kannabinoidok által kiváltott keringési hatások egy részéért valószínűleg 

a CB1R-on kívül más receptorok (pl. az anandamidot kötni képes TRPV receptor, illetve 

újabb kannabinoid receptorok) is felelősek [138, 148]. Az endokannabinoidok szív-

érrendszeri hatásainak megértését az is bonyolítja, hogy a lebomlásuk során igen gyakran 

vazoaktív hatású metabolitok (pl. arachidonsav-származék prosztanoidok) keletkeznek, 

melyek az elsődleges hatásokat módosíthatják [156]. Megemlítendő továbbá az is, hogy a 

CB1R a központi idegrendszerben kifejeződve, centrális mechanizmussal is befolyásolja a 

keringési rendszer vegetatív tónusát [157]. Így összességében a keringési rendszer 

endokannabinoidokon, illetve CB1R-on keresztüli szabályozása egy igen összetett és a mai 

napig nem teljesen feltérképezett terület. 

 

2.3.2.1.3. A CB1R szerepe a zsírszövetben és a májban 
 

A CB1R jelen van a zsírszövet sejtjeiben [158], ahol serkentése megnöveli a 

lipoprotein lipáz enzim aktivitását, és csökkenti az adiponektin termelését. Ezáltal fokozza 

a sejtek zsírsavfelvételét és a trigliceridképzést, azaz a zsírsejtek zsírtartalma és mérete 

megnő [159]. A májban is kimutatták a receptort, itt – a zsírsav-szintáz serkentésének és az 

AMP-aktivált protein-kináz gátlásának köszönhetően – fokozódik a zsírsavszintézis és 

csökken a β-oxidáció, ami szintén a lipidanyagcsere anabolikus irányba való eltolódását 

jelenti [160]. 

A fenti hatások, kombinálva a központi idegrendszeri, étvágyra és táplálékfelvételre 

gyakorolt pozitív hatásokkal azt jelentik, hogy a CB1R alapvetően a szervezeti tápanyag-

raktározásban és a zsírszövet gyarapításában vesz részt [159]. Mindez a kezdeti kutatások 

alapján annyira ígéretes gyógyszercélpontnak tűnt, hogy a 2000-es évek közepén a 
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szelektív CB1R-gátlószer rimonabant fogyasztószerként forgalomba is került, míg aztán – 

súlyos pszichés mellékhatásaira hivatkozva – néhány évvel később visszavonták a 

gyógyszerpiacról [161]. A centrális mellékhatások problémáját egyébként megoldhatja a 

vér-agy gáton átjutni képtelen – így pszichés mellékhatásoktól mentes – CB1R gátlószerek 

fejlesztése. E vegyületek kipróbálása jelenleg is folyamatban van [162]. 

 

2.3.2.1.4. A CB1R szerepe egyéb szövetekben 
 

A kannabinoidokkal kapcsolatos intenzív kutatások eredményeképp ma már nem 

igazán lehet olyan szövetet említeni, ahol ne mutatták volna ki a CB1R, illetve az 

endokannabinoid rendszer egyéb elemeinek a jelenlétét. Így a receptor megtalálható például 

a szem szöveteiben, ahol serkentése a szemnyomás csökkenéséhez vezet [163], vagy a 

spermiumokban, amelyek mozgását és anyagcseréjét gátolja [164], de jelen van a gyomor-

bélrendszerben, a bőrben , a tüdőben, a vesében és a csontban is [140].  

 

A fentiekből látható, hogy a CB1R számos élettani folyamatban fontos szabályozó 

szereppel bír. Ráadásul, bár továbbra is kiemelten fontosnak tartják a receptor központi 

idegrendszeri jelenlétét és szabályozó szerepét, mára kiderült, hogy messze nem csak ezek 

a kezdetben igazolt hatások állnak élettani jelentőségének hátterében. A CB1R 

gyakorlatilag az összes perifériás szövetben jelen van, és ha nem is alapvetően szabályozza, 

de mindenképpen befolyásolja a legkülönbözőbb szervezeti funkciókat. Mindez pedig 

különösen indokolttá teszi működésének és szabályozásának részletesebb megismerését.  

 

2.3.2.2. A CB1R jelátvitele 
 

A CB1R – 7TMR lévén – hatásainak legnagyobb részét G-fehérjéken keresztül 

hozza létre. A receptor aktív állapotban elsősorban Gi/o-fehérjéket aktivál, s ezzel számos, e 

fehérjékre jellemző jelátviteli útvonalat indít el. Ezek közül a legfontosabbak [165]: 
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A cAMP képzés gátlása. A CB1R serkentése a Gαi/o-n keresztül az adenil-cikláz 

enzim gátlásához vezet. Ennek következtében a sejtben a cAMP szint csökken, és így a 

protein-kináz A (PKA) enzim is gátlódik. Ezt a hatást számos sejtvonalban, primer 

sejtkultúrákban valamint szöveti preparátumokban is kimutatták, és gyakorlatilag – változó 

hatáserősséggel – valamennyi kannabinoid agonista létrehozza, így a CB1R legfőbb G-

fehérje-függő hatásának tekinthető [165]. Ismert, hogy a Gαi/o családba tartozó G-fehérje 

altípusok közül mind a Gαo, mind pedig a Gαi1, Gαi2 és Gαi3 képes kötődni a CB1R-hoz 

[166]. Kimutatták továbbá, hogy a különböző (természetes és szintetikus) kannabinoid 

agonisták különböző erősséggel képesek a különböző Gαi/o altípusokat serkenteni, ami a 

CB1R-on keresztüli funkcionális szelektivitás létezését bizonyítja [167-169]. Ennek pontos 

élettani jelentősége egyelőre nem tisztázott, azonban a CB1R-Gi/o kapcsolat sejt-, illetve 

szövetspecifikusságára számos adat utal [165, 166, 170]. 

A cAMP képzés serkentése és Ca2+-jel. A CB1R bizonyos körülmények között képes 

Gs fehérjét is aktiválni, és ezzel az adenil-cikláz enzim serkentésén keresztül a cAMP 

szintet megnövelni [165]. Mindez elsősorban az endogén Gi/o-fehérjék pertusszisz toxinnal 

történő gátlása mellett tehető láthatóvá, és valószínűleg – csakúgy, mint a különböző Gi/o 

altípusok aktivációja – erősen függ a vizsgált sejttípustól, a receptor kifejeződésének 

mértékétől, illetve az alkalmazott kannabinoid agonista típusától [171]. Szintén nem 

tekinthető általános hatásnak a CB1R-on keresztül létrejövő Ca2+-jel, amely – a 

rendelkezésre álló adatok alapján – csak egyes sejtvonalakban vagy csak bizonyos 

agonisták hatására jön létre. A folyamat pontos mechanizmusa még nem tisztázott. Vannak 

adatok Gq/11-fehérjék aktivációjára, βγ-alegységen keresztüli foszfolipáz C serkentésre, 

illetve felmerül lehetséges magyarázatként a receptor-dimerizáció jelensége is [165, 172, 

173]. 

Ioncsatornák módosítása. A CB1R – a Gi/o-fehérje βγ-alegységén keresztül – gátolja 

a különböző (L-, N-, P/Q-típusú) feszültség-függő Ca2+-csatornákat. Szintén a βγ-alegység 

hatása a GIRK befelé rektifikáló K+-csatornák CB1R-on keresztüli aktiválása [150, 174-

176]. Ezen hatásoknak elsősorban a fentebb bemutatott módon, az idegrendszeri 

szinapszisokban, illetve az érfal simaizomsejtjeiben van jelentősége [141]. 
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Mitogén-aktivált protein-kináz (MAPK) jelpályák serkentése. A CB1R képes 

aktiválni mindhárom fő MAPK jelátviteli útvonalat, azaz az ERK1/2, a p38 MAPK és a 

JNK kaszkádokat [177-179]. A CB1R-függő ERK1/2 aktivációt a cAMP képzés gátlásához 

hasonlóan alapvető jelentőségűnek tekintik a CB1R jelátviteli hatásai között, amit az ezzel 

foglalkozó számos tanulmány igazolt. A lehetséges mechanizmusokkal kapcsolatban 

azonban a kép korántsem ilyen egyértelmű. Különböző rendszerekben igazolták már a Gi/o 

fehérjék szerepét [133], a foszfatidilinozitol-3-kináz (PI3K) βγ-függő serkentését [180], 

növekedési faktor receptorok transzaktivációját [181], újabb tanulmányok pedig a β-

arresztinek szerepét is felvetették a CB1R-függő ERK1/2 válasz kialakulásában [182-184]. 

 

Fontos jellemzője a CB1R-nak, hogy a fent leírt G-fehérje függő hatások nagy részét 

nyugalmi, nem stimulált körülmények között is részlegesen létrehozza, vagyis bazális 

aktivitást mutat [70, 185]. Az irodalomban máig sincs konszenzus arra vonatkozóan, hogy 

ez a bazális aktivitás mennyiben valóban konstitutív (azaz a receptor saját, intrinszik 

tulajdonságából származik), illetve mennyiben okozója annak a sejtekből tónusosan, kis 

mértékben felszabaduló endokannabinoidok (részleges) aktiváló hatása [165, 186-189]. 

Mindkét lehetőség mellett számos adat és érvelés látott már napvilágot, illetve nem szabad 

elfelejtenünk, hogy a két folyamat együtt is érvényes lehet. Így az egyes rendszerekben 

észlelt bazális CB1R aktivitáshoz a receptor konstitutív, intrinszik aktiválódása mellett 

sejttípustól, illetve szövettípustól függően járulhat hozzá a bazális endokannabinoid tónus. 

 

2.3.2.3. A CB1R deszenzitizációja és internalizációja, a β-arr2 szerepe 
 

2.3.2.3.1. A CB1R deszenzitizációja 
 

A legtöbb 7TMR-hoz hasonlóan a CB1R-nak is csökken a válaszkészsége aktivációt 

követően. A CB1R deszenzitizációját először Xenopus oocitákban, illetve AtT20 sejtekben 

írták le [190], a receptorválasz csökkenését a GIRK káliumcsatornákra kifejtett aktiváló 

hatás csillapodásán keresztül mutatták be. Azt is igazolták, hogy mind GRK3, mind β-arr2 
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ko-expressziójára szükség van a folyamat megfelelő lezajlásához, továbbá több feltételezett 

foszforilációs helyet (S426 és S430 aminosavak) is azonosítottak a receptor C-terminális 

régiójában [190]. Később a CB1R által létrehozott ERK1/2-válasz lecsengésében is 

igazolták a 426-os és 430-as szerin aminosavak szerepét [191]. Egy másik tanulmány 

hippokampális neuronokban mutatta ki, hogy fenntartott agonista serkentés vagy agonista 

előkezelés hatására csökken a CB1R-ok válaszkészsége (ebben az esetben a Ca2+-

csatornákra kifejtett gátló hatása), illetve domináns negatív konstrukciók alkalmazásával 

bizonyították a GRK2 és a β-arr2 szerepét a folyamatban [192]. A csökkent 

válaszkészséghez hozzájárul a krónikus adagolás esetén fellépő receptorszám-csökkenés, 

azaz downreguláció is, melyben a receptorhoz endocitózist követően kötődő GASP-1 

fehérje szerepét igazolták [193]. 

A CB1R deszenzitizációjának jelentős élettani és kórélettani következményei 

vannak. Ismert, hogy krónikus kannabinoid adagolás esetén tolerancia fejlődik ki kísérleti 

állatokban, aminek hátterében elsősorban a CB1R válaszkészségének csökkenése áll [194, 

195]. Ezt igazolják azok az eredmények is, melyek szerint egy genetikailag módosított 

egértörzsben, amely a vad típusú CB1R helyett egy nem deszenzitizálódó mutáns receptort 

(CB1R-S426A/S430A) fejez ki, jelentősen csökken a hosszú távú kannabinoid adagoláskor 

kifejlődő tolerancia [196]. β-arr2-génhiányos egerekben szintén leírták a CB1R csökkent 

deszenzitizációját és downregulációját a központi idegrendszer bizonyos területein [197]. 

Ami az emberi kannabisz-fogyasztást illeti, alkalomszerű használatnál ugyan nem, de 

rendszeres marihuána-élvezők esetén szintén kialakul a hozzászokás [198]. Ráadásul a 

kannabinoidok gyógyszerként történő alkalmazásakor is problémát jelent a tolerancia [199], 

ami jelentősen befolyásolhatja a terápiás hatást. Mindez rámutat annak jelentőségére, hogy 

a háttérben álló mechanizmusokat, azaz a CB1R válaszkészségének molekuláris szintű 

szabályozását célszerű még pontosabban megismernünk.  

 

2.3.2.3.2. A CB1R agonista-indukált és konstitutív internalizációja 
 

A CB1R agonista hatására kialakuló internalizációját számos sejttípusban kimutatták 

(köztük CHO [200], AtT20 [190, 201, 202], F11 [203], neuroblasztóma N18TG2 [204] és 
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HEK293 [70, 204] sejtekben), valamint igazolták hippokampális idegsejttenyészetekben is, 

amelyek természetes módon fejeznek ki CB1R-t [186, 203]. A rendelkezésre álló különböző 

adatok szerint ez az agonista-indukált CB1R endocitózis klatrin- és/vagy kaveolin-függő 

módon zajlik az egyes sejttípusokban [201, 204-206]. A β-arr2 szerepe is fölmerül az 

internalizáció folyamatában, hiszen a CB1R-hoz való kötődését, illetve a deszenzitizációban 

betöltött szerepét többszörösen igazolták [190-192, 197], azonban direkt bizonyítékot a β-

arr2 kötés és a CB1R internalizáció összefüggésére az ezzel foglalkozó tanulmányok egyike 

sem mutatott. 

A CB1R konstitutív internalizációját, azaz agonista hiányában is létrejövő, spontán 

endocitózisát is számos sejttípusban megfigyelték, köztük hippokampális neuronokban, 

CHO és HEK293 sejtekben [70, 186, 187, 189]. A jelenség élettani szerepére (mint 

általában a 7TMR-ok konstitutív internalizációja esetén) egyelőre nincs széles körben 

elfogadott magyarázat. Központi idegrendszeri sejteken végzett vizsgálatok azt a 

lehetőséget vetették fel, hogy az idegsejtek különböző részein a CB1R eltérő mértékű 

spontán internalizációja a receptor megfelelő (azaz elsősorban axonterminálisokra 

jellemző) sejten belüli elhelyezkedésének a feltétele [186]. A CB1R eloszlásának 

szabályozásával kapcsolatos bizonytalanságot azonban jól érzékelteti, hogy van olyan 

tanulmány, mely még azt is kétségbe vonja, hogy a CB1R élettani körülmények között 

egyáltalán kijut-e a sejtmembránra, vagy inkább termelése után intracelluláris 

kompartmentekben elhelyezkedve működik, illetve ezt követően a lizoszómákban lebomlik 

[207, 208]. (Ne feledjük, hogy a CB1R ligandjai hidrofób természetűek, így a 

plazmamembránon átjutva elvileg a sejt belsejében elhelyezkedő receptorok is könnyen 

elérhetőek számukra.)  

Érdekes továbbá, hogy egyes kutatások szerint a jelenség a receptor fentebb említett 

bazális aktivitásának egyenes következménye, mivel az inverz agonista kezelés, illetve a 

bazális aktivitás DAG-lipáz-gátlóval létrehozott csökkentése gátolta a folyamatot [70, 186, 

189, 200]. Ugyanakkor más tanulmányok arra a következtetésre jutottak, hogy a konstitutív 

internalizáció független a receptor aktivitásától, mivel e kísérletekben az inverz agonista 

hatására nem változott a sejtfelszíni receptorszám [187, 209]. Ha a CB1R konstitutív 

internalizációja valóban az aktivitástól függetlenül zajlik, az felveti annak lehetőségét, hogy 
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a receptor agonista-indukált, illetve konstitutív internalizációjának mechanizmusa között is 

különbség van [187]. Mindazonáltal egyelőre nincs rá bizonyíték, hogy ez a két folyamat 

valóban eltér egymástól, azaz, hogy létrejöttük különböző endocitotikus mechanizmusokat 

igényel. Közvetlen vizsgálatokkal kimutatták ugyan, hogy a konstitutív internalizációban 

szerepel a dinamin, valamint egy az AP-2 komplexhez közvetlenül kötődő fehérje, az eps15 

[186], mindez azonban a korábbi adatok alapján valószínűleg az agonista-indukált 

internalizációra is igaz. Ennél részletesebb vizsgálatok pedig nem történtek a 

mechanizmusok pontos tisztázására. 

Összességében tehát a CB1R konstitutív internalizációja, bár alapvetően jól 

dokumentált jelenség, számos megválaszolandó kérdést vet fel, mind élettani jelentőségét, 

mind pedig pontos mechanizmusát illetően. 

 

2.3.2.3.3. A β-arresztinek és a CB1R közötti kapcsolat eddig ismert részletei 
 

Amint az a fent leírtakból is látszik, számos adat utal arra, hogy a β-arr2 szerepet 

játszik a CB1R szabályozásában. Ami a két fehérje közötti konkrét kapcsolatot illeti, a β-

arr2 kihelyeződését az aktivált CB1R-hoz szintén igazolták [191]. Ezért a kötődésért 

valószínűleg – más 7TMR-okhoz hasonlóan – a receptor aktivációja és azt követő 

foszforilációja felelős. Érdekes azonban, hogy a lehetséges foszforilációs helyek közül a C-

terminális S426 és S430 aminosavak mutációja (amely a fentebb bemutatott eredmények 

alapján gátolja a receptor deszenzitizációját) nem volt hatással sem a receptor β-arr2 

kötésére, sem pedig az internalizációra [210]. Egy még disztálisabban elhelyezkedő Ser/Thr 

csoport (T461-S469) viszont valószínűleg szerepet játszik az utóbbi két folyamatban, mert 

e hat aminosav együttes kicserélése alaninra gyakorlatilag megszüntette a β-arr2 kötést és 

az agonista-indukált CB1R endocitózist [210]. A fenti eredmények ellenére nem pontosan 

tisztázott, hogy a CB1R β-arr2 kötését a receptor mely régiói szabályozzák. A lehetséges 

foszforilációs helyek szerepét ugyan már meglehetős részletességgel vizsgálták, azonban 

fontos tanulságokkal szolgálhatna további, elsősorban a receptor aktivációs állapotát 

közvetítő CB1R régiók azonosítása, hiszen, mint azt a β-arresztinek működésével 
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foglalkozó fejezetben bemutattuk, mindkét (foszforilációs és aktivációs) szenzor 

aktiválódására szükség van a megfelelő β-arresztin kötés kialakulásához [44]. Ezért 

indokolt a CB1R-ban további szabályozó aminosavak és régiók keresése, melyek hatással 

lehetnek a receptor β-arresztin kötésére. 

További kérdést vet fel, hogy míg a CB1R és a β-arr2 közötti kötést egyértelműen 

igazolták, korábban nem állt rendelkezésre közvetlen adat a CB1R és a β-arr1 izoforma 

kapcsolatára vonatkozóan. Egyes régebbi tanulmányok a β-arr1 és egy szintetizált CB1R-C-

terminus közti kapcsolódást mutattak ki [211, 212], ezeket az eredményeket azonban – 

munkánk kezdetéig – nem erősítették meg teljes fehérjékkel, illetve sejtes rendszerekben 

vizsgálva. 

Érdekes és viszonylag új fejezete a CB1R és a β-arresztinek közötti kapcsolatnak a 

CB1R esetleges β-arresztin-függő jelátvitele. Annak ismeretében, hogy a β-arresztineknek 

általában véve mennyire alapvető funkciója a 7TMR-ok jelátvitelében való közvetlen 

közreműködés, nem is meglepő, ha a CB1R is „használja” a β-arresztint bizonyos jelátviteli 

hatások közvetítésére. Eddig mindössze néhány tanulmány közölt ilyen irányban adatokat, 

ezen eredmények egyértelműen a β-arresztinek szerepére utalnak a CB1R által létrehozott 

ERK1/2-válaszban [182-184]. 
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3. Célkitűzések 
 

Munkánk során a CB1R és a β-arresztinek közötti kapcsolat eddig feltáratlan 

részleteit vizsgáltuk, középpontba helyezve a receptor β-arresztinek iránti affinitását, a β-

arresztineknek a CB1R internalizációjában betöltött szerepét, illetve a receptor β-arresztin 

kötésért felelős újabb szabályozó régióinak azonosítását. Így a következő kérdésekre 

kerestük a választ: 

 

1. Hogyan jellemezhető a CB1R és a β-arr1 közötti kötés? Van-e különbség a CB1R 

és a két β-arresztin izoforma (β-arr1 és β-arr2) közötti kapcsolat affinitásában? 

 

2. Milyen szerepet játszik a β-arr2 a CB1R agonista-indukált, illetve konstitutív 

internalizációjában? Különbözik-e valójában ez a két folyamat egymástól? 

 

3. Mi a szerepe a konzervált DRY motívumnak a CB1R β-arresztin kötésében és G-

fehérje aktiválásában? 
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4. Módszerek 
 

4.1. A kísérletekben használt anyagok 
 

A patkány CB1R és CB1R-eYFP cDNS-eket Lenkei Zsolttól (Centre National de la 

Recherche Scientificue, Párizs) kaptuk. A humán β1 és γ11 G-fehérje alegységek cDNS-eit a 

Missouri S&T cDNA Resource Center-től vásároltuk (Rolla, MO). A β-arr1, β-arr2 és a β-

arr2-eGFP cDNS-eit Dr. Marc G. Carontól (Duke University, Durham, NC) kaptuk. A 

molekuláris biológiai enzimeket a Fermentastól (Vilniusz, Litvánia) és a Stratagene-től (La 

Jolla, CA) szereztük be. A pcDNA3.1 vektort, magzati borjú szérumot (FBS-t), OptiMEM-

et, Lipofectamine 2000-t és a PBS-EDTA-t az Invitrogentől (Carlsbad, CA) vásároltuk. A 

coelenterazin h-t a Regis Technologies-től (Morton Grove, IL) szereztük be.A WIN55,212-

2-t, a 2-AG-t és az AM251-et a Tocris-tól (Bristol, UK) rendeltük. A sejtkultúrák 

fenntartásához és a mérésekhez használt edények és tálcák a Greiner-től (Kremsmunster, 

Ausztria) származtak. A HaloTag® Alexa Fluor® 488 ligandot a Promegától (Madison, 

WI) vásároltuk. A kontroll siRNS-t, humán β-arr2-specifikus siRNS-t, egér β-arr2-

specifikus siRNS-t és a klatrin nehézlánc-specifikus siRNS-t (melyek szekvenciái a 

következők voltak, sorrendben: 5’-UUCUCCGAACGUGUCACGU-3’, 5’-

GGACCGCAAAGUGUUUGUG-3’, 5’-ACGUCCAUGUCACCAACAA-3’ és 5’-

GAAAGAAUCUGUAGAGAAA-3’) az Eurofins MWG Operontól (Ebersberg, Germany) 

rendeltük. A CHO-K1, HeLa és Neuro-2a sejteket az ATCC-től (American Type Culture 

Collection, Manassas, VA) vettük. Az anti-β-arr2, anti-pERK1/2, antiERK1/2 és a HRP-

konjugált nyúl- és egér-elleni antitesteket a Cell Signaling Technology Inc-től (Beverly, 

MA) szereztük be. A klatrin nehézlánc elleni antitestet a Transduction Laboratories-tól 

(Lexington, KY) vásároltuk. Amennyiben másként nem jeleztük, minden más vegyszert és 

reagenst a Sigmától (St. Louis, MO) rendeltünk. 
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4.2. Plazmid konstrukciók és irányított mutagenezis 
 

Az alábbi konstrukciók készítését munkacsoportunk korábbi közleményeiben már 

ismertette: αo-Rluc és YFP-β1 [189], β-arr2-Rluc [213], eYFP-vel jelölt ICAM-1 (ICAM-

YFP) [214], plazmamembránhoz irányított mVenus (MP-mVenus) [214], EPAC-alapú 

BRET-szenzor [215]. Az mVenus-szal jelölt patkány AT1a receptor (AT1R-mVenus), 

humán β2AR (β2AR-mVenus) és patkány CB1R (CB1R-mVenus) úgy készült, hogy 

kicseréltük a fluoreszcens fehérjéket kódoló szekvenciákat az AT1R-YFP-ben [213], β2AR-

Sluc-ban [216], illetve a CB1R-eYFP-ben, az mVenus szekvenciájára, AgeI és NotI 

restrikciós enzimek használatával. Az mCherry-vel jelölt AT1R (AT1R-mCherry) és a 

Cerulean-nal jelölt β2AR (β2AR-Cerulean) hasonló módon készült. A β-arr1-Rluc-t és a β-

arr1-eGFP-t a β-arr2-Rluc-ból, illetve a β-arr2-eGFP-ből hoztuk létre, a β-arr2 cDNS-ének 

β-arr1-re történő cseréjével. A CB1R-mCherry és a β-arr2-RFP úgy készült, hogy a CB1R, 

illetve a β-arr2 cDNS-ét klónoztuk az mCherry-t, illetve az RFP-t tartalmazó vektorokba 

(melyeket Dr. Roger Tsien-től (University of California, San Diego, CA) kaptunk). A Halo-

CB1R konstrukció létrehozásához először PCR segítségével felsokszoroztuk a HaloTag® 

cDNS-ét a HaloTag-pHT2 vektorból (Promega, Madison,WI), ahol az 5’ primer 

tartalmazott még egy az influenza hemagglutininból származó, hasítható szignálszekvenciát 

(MKTIIALSYIFCLVFA) kódoló szakaszt is – ezzel értük el a végső konstrukció megfelelő 

plazmamembrán elhelyezkedését [217]. Ezt a terméket beillesztettük a pEGFP-C1 vektorba 

(Clontech, Palo Alto, CA), az eGFP szekvenciájának helyére (pHalo-C1 vektor). Ezt 

követően a CB1R cDNS-ét illesztettük be a pHalo-C1-be a HaloTag® szekvencia után, így 

kaptuk a Halo-CB1R konstrukciót. A CB1R-Sluc-ot a CB1R-eYFP-ből hoztuk létre úgy, 

hogy az eYFP-t kódoló szekvenciát a szuper Renilla luciferáz (Sluc) [218] cDNS-ére 

cseréltük ki. A V54D pontmutációt a különböző β-arr2 konstrukciókba, valamint a 

különböző mutációkat a CB1R és a CB1R-mVenus DRY motívumába a QuikChange® 

irányított mutagenezis kit (Stratagene, La Jolla, CA) segítségével illesztettük be, a gyártó 

utasításainak megfelelően. Valamennyi konstrukció szekvenciáját automatizált DNS 

szekvenálás segítségével ellenőriztük. 
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4.3. Sejtkultúrák és transzfekció 
 

A HeLa és Neuro-2a sejteket DMEM médiumban, a CHO-K1 sejteket Ham’s F12 

médiumban tartottuk fenn, melyeket minden esetben 10%-os FBS-sel, 100 µg/ml 

sztreptomicinnel és 100 IU/ml penicillinnel egészítettünk ki. A sejtek fenntartása 5% CO2-

ban, 37 °C-on történt. A konfokális mikroszkópos kísérletekhez a sejteket üveg 

fedőlemezeken növesztettük (melyeket a Neuro-2a sejtek esetében poli-L-lizinnel fedtünk 

be), 6-lyukú tálcákban. Valamennyi egyéb kísérletben a sejteket 6-lyukú tálcákon 

növesztettük. A sejteket a megadott plazmidokkal, illetve siRNS-sel (jelzés szerint) 

transzfektáltuk 2 µl/pont Lipofectamine 2000-rel, OptiMEM médiumban, a gyártó 

utasításait követve. A transzfekcióhoz használt plazmidok és siRNS-ek pontos mennyiségét 

minden esetben a kísérletek leírásánál ismertetjük. 

 

4.4. Biolumineszcencia rezonancia energiatranszfer (BRET) mérések 
 

4.4.1. A BRET módszer rövid ismertetése 
 

A BRET módszer alapvetően egy fehérjék közötti interakciók vizsgálatára, illetve 

ezen kölcsönhatások kialakulásának (és felbomlásának) valós idejű, érzékeny követésére 

kifejlesztett technika. A módszer egy biofizikai jelenségen, a rezonancia energiatranszferen 

(RET) alapul. Ennek során egy fluoreszcens vagy biolumineszcens donor molekula, 

megfelelő fizikai közelség esetén (ennek mértéke igen kicsi, mintegy 1-10 nm), 

energiájának egy részét fénykibocsátás helyett rezonancia útján átadja az akceptor 

molekulának, így gerjesztve azt. Az eredmény az akceptor molekula (saját emissziós 

spektrumának megfelelő) fénykisugárzásának megjelenése. Az energiatranszfer 

létrejöttének feltétele, hogy a donor emissziós spektruma megfelelő átfedést mutasson az 

akceptor molekula gerjesztési spektrumával. Az energiatranszfer mértéke igen erősen függ 

a két molekula közötti távolságtól (annak hatodik hatványával fordítottan arányos), de 
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befolyásolja azt a donor és akceptor egymáshoz képest történő elhelyezkedése, orientációja 

is [219].  

A BRET során a donor egy biolumineszcens enzim, a Renilla luciferáz (Rluc, illetve 

annak különböző módosított, továbbfejlesztett formái, pl. szuper Rluc (Sluc)), mely 

megfelelő szubsztrát (cölenterazin) jelenlétében, annak bontásán keresztül 485 nm-es 

maximummal bocsát ki fényt. Az akceptor molekula általában az YFP sárga fluoreszcens 

fehérje, illetve annak továbbfejlesztett változatai (pl. Venus, monomer Venus (mVenus) 

fehérjék), amelyek emissziós maximuma 530 nm. Amennyiben a BRET-et fehérjék közötti 

specifikus interakciók követésére akarjuk használni, úgy a vizsgálni kívánt fehérjéket meg 

kell jelölnünk a BRET donor és akceptor partnerekkel (10. ábra).  

 

 
 

10. ábra A biolumineszcencia rezonancia energiatranszfer (BRET) módszer működési elve 
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A BRET során a két vizsgálni kívánt struktúrát (példánkban A és B fehérjék) biolumineszcens donor 

(kísérleteinkben Renilla luciferáz (Rluc) fehérje vagy annak módosított formája, a szuper Rluc (Sluc) fehérje) 

és fluoreszcens akceptor fehérjékkel (kísérleteinkben Venus vagy YFP sárga fluoreszcens fehérjék) jelöljük 

meg. A, Ha a két struktúra között nagy a távolság, csak a donor (Rluc) bocsát ki fényt, saját emissziós 

spektrumának megfelelően (kb. 485 nm maximummal). A mért BRET jel (azaz az 530 nm-en és 485 nm-en 

mért fényintenzitások hányadosa (I530nm/I485nm)) alacsony lesz. B, Amennyiben a két vizsgált fehérje 

molekuláris közelségbe (1-10 nm) kerül egymással, az Rluc fehérje energiájának egy részét rezonancia 

energiatranszfer útján átadja az akceptornak, gerjesztve azt, így a Venus (ill. YFP) saját emissziós 

spektrumának megfelelően (kb. 530 nm maximummal) fényt bocsát ki. Ezt a BRET jel (I530nm/I485nm) 

növekedése jelzi. 
 

A kapcsolat követésére használt BRET jel az 530 nm-en és 485 nm-en mért 

fényintenzitások hányadosa (I530nm/I485nm). Ha a két fehérje között nincs kölcsönhatás, a 

BRET jel alacsony lesz. A két fehérje közti interakció kialakulása esetén megtörténik az 

energiatranszfer, a BRET jel növekedését tapasztaljuk.  

A módszer további alkalmazási lehetősége a sejtélettani kutatásokban, hogy az 

egyik BRET partnert valamilyen sejtszervecskéhez vagy meghatározott sejtstruktúrához 

(pl. plazmamembrán, endoplazmás retikulum, endoszóma stb.) irányítjuk, specifikus 

szekvenciák segítségével. Ebben az esetben egy másik fehérje kölcsönhatását vizsgálhatjuk 

az adott struktúrával (közeledés-távolodás, sejten belüli mozgások stb.). A kialakuló BRET 

jelet itt nem a fehérjék közti specifikus interakció eredményezi, csupán a BRET partnerek 

között fellépő találkozások valószínűsége növekszik meg, amennyiben ugyanabban a 

sejtkompartmentben foglalnak helyet (ún. nem-specifikus BRET). 

További felhasználási módot jelent a BRET-alapú bioszenzor molekulák 

kifejlesztése. Ennek során a BRET donor és akceptor egy fehérjeláncon belül helyezkedik 

el. Amennyiben a szenzorfehérje az adott sejtfunkció, másodlagos hírvivő, kémiai változás, 

stb. megjelenésére konformációváltozással reagál, azt a donor és akceptor távolságának, 

illetve orientációjának megváltozása is követi, amelyet a BRET jel változásaként 

detektálhatunk. 

A következőkben ismertetem a munkánk során alkalmazott BRET kísérleti 

felállásokat, a jelölt fehérjéket, illetve a pontos kísérleti körülményeket. 
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4.4.2. Go-fehérje BRET 
 

A CB1R Go-fehérje aktiválását mérő BRET beállítás esetén a sejteket Rluc-cal jelölt 

αo alegységgel (αo-Rluc, 0,5 µg/pont), YFP-vel jelölt β1 alegységgel (YFP-β1, 2 µg/pont), 

valamint γ11 alegységgel (2 µg/pont), illetve a (jelöletlen) receptorral (2 µg/pont) 

transzfektáltuk (11. ábra). 22-26 órával később a sejtek letapadását PBS-EDTA-val 

megszüntettük, a sejteket összegyűjtöttük, lecentrifugáltuk majd reszuszpendáltuk egy 

módosított Krebs-Ringer oldatban (120 mM NaCl, 4,7 mM KCl, 1,2 mM CaCl2, 0,7 mM 

MgSO4, 10 mM glükóz, 0,1% BSA és 10 mM Na-HEPES, pH 7,4), ezt követően pedig 

szétosztottuk őket egy 96-lyukú tálca pontjaira.  

  

 
11. ábra A kísérleteinkben alkalmazott Go-fehérje BRET működési elve 
A kísérletek során a heterotrimer Go fehérje alegységeinek szétválását követtük: BRET-et mértünk az Rluc-

cal jelölt αo, ill. a YFP-vel jelölt βγ alegységek között. Ilyen kísérleti felállás esetén a receptorok inaktív 

állapotában magas BRET jelet mérünk, míg a BRET jel csökkenése a Go-fehérje alegységeinek szétválását, 

azaz a receptor aktiválódását jelzi. 
 

A méréseket 37°C-on végeztük, a sejt-permeábilis szubsztrát coelenterazin h 

hozzáadását követően, melynek végső koncentrációja 5 µM volt. A fluoreszcencia és 

biolumineszcencia intenzitásokat Mithras LB 940 (Berthold Technologies, Bad Wildbad, 

Németország) típusú leolvasóval rögzítettük, 485 nm-es (Rluc), illetve 530 nm-es (YFP) 

hullámhosszú szűrőket használva. A BRET jelet az YFP/Rluc emissziós hányadossal 

fejeztük ki. A méréseket triplikátumokban végeztük. A dózis-hatás görbék egyes pontjait 

úgy határoztuk meg, hogy először kiszámoltuk a stimulálás előtti BRET jel átlagának, 
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illetve a stimulálást követő 1-3 perc BRET jel átlagának különbségét. Ezeket az adatokat 

azután egy %-os skálává alakítottuk át, ahol a 0%-ot (teljes inaktivitást) az inverz agonista 

AM251 kezelés hatására kialakuló BRET jelként definiáltuk, a 100%-ot (maximális 

aktivitást) pedig a vad típusú CB1R maximális WIN55-re adott válaszaként határoztuk meg. 

 

4.4.3. β-arresztin BRET 
 

A vad típusú CB1R β-arr1 és β-arr2 kötését vizsgáló kísérletekben az mVenus-szal 

jelölt receptor és a Rluc-cal jelölt β-arresztinek között mértünk BRET-et (12. ábra).  

 

 
12. ábra A kísérleteinkben alkalmazott β-arresztin-receptor BRET működési elve 

A kísérletek során a β-arresztin és a receptor közötti kapcsolódást követtük: BRET-et mértünk az Rluc-cal 

jelölt β-arr1 vagy β-arr2, ill. az mVenus-szal jelölt receptor között. Aktiválódást követően a β-arresztin 

kötődik a receptorhoz, amit a BRET jel emelkedése jelez. 

 

Ennek során a sejteket a jelzett β-arresztin konstrukcióval (0,5 µg/pont) és a 

receptor konstrukcióval (1 µg/pont) transzfektáltuk, a mérést pedig a transzfekciót követő 

napon végeztük, a G-fehérje BRET-nél leírt körülmények között. A görbéken a BRET jel 

változásait a stimulálást megelőző BRET jelhez képesti különbségként ábrázoltuk. Minden 

görbét a csupán vivőanyagot kapott sejtek eredményeire normalizáltunk. 
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A receptorok és a β-arresztinek közötti kapcsolat affinitását vizsgáló BRET titrációs 

mérések során a fenti konstrukciókkal transzfektáltuk a sejteket, változtatva a donor (β-

arr1-Rluc vagy β-arr2-Rluc), illetve az akceptor (CB1R-mVenus, β2AR-mVenus vagy 

AT1R-mVenus) transzfekciós arányát. A teljes transzfektált DNS mennyiséget változó 

mennyiségű üres pcDNA3.1 vektor hozzáadásával állandó szinten (2,5 µg/pont) tartottuk. 

Ebben az esetben az mVenus/Rluc emissziós hányadost úgy határoztuk meg a 

kísérletekben, hogy elosztottuk az átlagos mVenus fluoreszcencia-intenzitást (melyet a 

coelenterazin h hozzáadása előtt mértünk, 485 nm-es excitációs és 530 nm-es emissziós 

hullámhosszal) az átlagos Rluc lumineszcencia-intenzitással (melyet a coelenterazin h 

hozzáadása után mértünk, a sejtek serkentése előtt). Ennek a hányadosnak a függvényében 

ábrázoltuk az átlagos BRET jel változást 3-5 perccel az agonista stimulust követően. A G-

fehérje BRET-hez hasonlóan minden mérést triplikátumban végeztünk, és az ábrázolt 

pontok legalább három független kísérletből származnak. 

A különböző DRY mutáns CB1R-ok β-arr1 és β-arr2 kötésének vizsgálatakor a 

BRET-et a plazmamembránhoz irányított mVenus (MP-mVenus), valamint a β-arr2-Rluc 

között mértük, a jelöletlen receptor együttes transzfekciója mellett (13. ábra).  

 

 
13. ábra A kísérleteinkben alkalmazott β-arresztin-MP BRET működési elve 

A kísérletek során a β-arresztin és a receptor közötti kapcsolódást közvetett módon követtük: a BRET-et az 

Rluc-cal jelölt β-arr1 vagy β-arr2, illetve a plazmamembránhoz irányított mVenus (MP-mVenus) között 
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mértük. Aktiválódást követően a β-arresztin kötődik a receptorhoz, ezáltal a plazmamembránhoz helyeződik 

ki, ami a BRET jel emelkedését eredményezi. 

 

Ennek során a sejteket a jelzett β-arresztin konstrukcióval (0,5 µg/pont), az MP-

mVenus konstrukcióval (0,25 µg/pont) és a jelöletlen receptor konstrukcióval (2 µg/pont) 

transzfektáltuk, a mérést pedig a transzfekciót követő napon végeztük, a G-fehérje BRET-

nél leírt körülmények között. A dózis-hatás görbék egyes pontjait úgy határoztuk meg, 

hogy először kiszámoltuk a stimulálás előtti BRET jel átlagának, illetve a stimulálást 

követő 5-20 perc BRET jel átlagának különbségét. Ezeket az adatokat azután egy 

százalékos skálává alakítottuk át, a fent leírtakhoz hasonló módon. A β-arr1 BRET 

esetében a 100%-ot a vad típusú CB1R helyett a CB1R-AAY mutáns maximális WIN55, ill. 

2-AG által kiváltott válaszaként határoztuk meg. 

 

4.4.4. Receptor-plazmamembrán BRET 
 

A CB1R variánsok plazmamembránon való elhelyezkedésének vizsgálatakor a 

BRET-et a plazmamembránhoz irányított Sluc, valamint az mVenus-szal jelölt receptor 

között mértük, a sejtek nem-stimulált állapotában (14. ábra). Ennek során a sejteket MP-

Sluc konstrukcióval (0,25 µg/pont) és CB1R-mVenus variánsokkal (2 µg/pont) 

transzfektáltuk, a mérést pedig a transzfekciót követő napon végeztük, a G-fehérje BRET-

nél leírt körülmények között.  

A PM/összes receptor BRET értékét a következő képlettel számoltuk ki: 

Sluc

Venus

Sluccsak
recösszesPM

I
I
BRETBRET

BRET
−

=/ , ahol a BRET a nyers BRET hányadost jelenti az 

MP-Sluc-ot és CB1R-mVenust kifejező sejtekben (ami a nyers plazmamembrán-receptor 

BRET kölcsönhatást tükrözi); a BRETcsak Sluc a nyers BRET hányadost jelenti az MP-Sluc-

ot és jelöletlen CB1R-t kifejező sejtekben (ami a háttér BRET jelet mutatja). Az IVenus az 

átlagos mVenus fluoreszcencia-intenzitás, a coelenterazin hozzáadása előtt mérve, 485 nm-

es excitációval és 530 nm-es emisszióval (ami a teljes receptorexpressziót mutatja); az ISluc 
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pedig az átlagos Sluc biolumineszcencia-intenzitás, a coelenterazin hozzáadása után mérve, 

530 nm-es emisszióval (ami a receptorexpresszióhoz tartozó belső kontrollt jelenti). Az 

adatokat a vad típusú receptor %-ában fejeztük ki. 

 

 
14. ábra A kísérleteinkben alkalmazott receptor-MP BRET működési elve 

A kísérletek során a receptorok plazmamembránon való elhelyezkedését követtük: BRET-et mértünk a 

plazmamembránhoz irányított Sluc és a mVenus-szal jelölt receptor között. Megfelelő normalizálásokat 

követően (ld. a módszer leírásánál) a kapott BRET érték arányos a plazmamembránon elhelyezkedő 

receptorok mennyiségével. 
 

4.4.5. Internalizációs BRET 
 

A CB1R internalizációjának követésére az Sluc-cal jelölt CB1R és az eYFP-vel 

jelölt ICAM-1 plazmamembrán-fehérje között mértünk BRET-et (15. ábra). Ennek során a 

sejteket a CB1R-Sluc-cal (1 µg/pont), az ICAM-YFP-vel (3 µg/pont), illetve a jelzett β-arr2 

konstrukcióval (0,5 µg/pont) vagy siRNS-sel (25 pmol/pont) transzfektáltuk, a mérést pedig 

a transzfekciót követő első vagy (siRNS kotranszfekció esetén) második napon végeztük, a 

G-fehérje BRET-nél leírt körülmények között. A görbéken a BRET jel változásait a 

stimulálást megelőző BRET jelhez képest kapott különbségként ábrázoltuk. Minden görbét 

a csupán vivőanyagot kapott sejtek eredményeire normalizáltunk. 
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15. ábra A kísérleteinkben alkalmazott receptor-ICAM BRET működési elve 

A kísérletek során a receptorok plazmamembránról való eltávolítását, azaz internalizációját követtük: BRET-

et mértünk az Sluc-cal jelölt receptor és a YFP-vel jelölt ICAM-1 plazmamembránfehérje között. A receptor 

plazmamembrántól való eltávolodását a BRET jel csökkenése mutatja. 

 

4.4.6. cAMP (EPAC) BRET 
 

A különböző CB1R variánsok hatását a forskolin-indukált cAMP emelkedésre egy 

intramolekuláris BRET szenzor, az EPAC-BRET segítségével követtük (16. ábra). Ennek 

során a sejteket az EPAC-BRET szenzorral (1 µg/pont) és a (jelöletlen) receptorral (10 

ng/pont) transzfektáltuk, a mérést pedig a transzfekciót követő napon végeztük, a G-fehérje 

BRET-nél leírt körülmények között. A méréseket triplikátumokban végeztük. A sejteket a 

CB1R liganddal (vagy vivőanyaggal) és 5 µM forskolinnal egyszerre kezeltük. A relatív 

cAMP szinteket a 30 perccel a serkentés utáni átlagos BRET jelként határoztuk meg. 

Ezeket az adatokat ugyancsak százalékos skálává alakítottuk át, a fent leírt módon. 
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16. ábra A kísérleteinkben alkalmazott cAMP (EPAC) BRET működési elve 

A kísérletek során a sejten belüli cAMP szint változásait követtük az EPAC BRET szenzor segítségével, 

amely egy intramolekuláris BRET szenzor, azaz egy molekulán belül tartalmazza az Sluc és Venus 

jelöléseket. A sejtek nyugalmi állapotában (alacsony cAMP szint mellett) a szenzor magas BRET jelet mutat. 

Az adenilát-cikláz (AC) enzim forskolinnal történő aktivációja megemeli a cAMP szintet, ami a BRET jel 

csökkenéséhez vezet. A receptor Gi/o-fehérje aktivációja gátolja az adenilát-ciklázt, azaz ellensúlyozza a 

forskolin hatását, a cAMP szint csökken, a BRET jel növekszik. Összességében tehát ebben a rendszerben a 

receptorok Gi/o aktivációját a BRET jel emelkedése jelzi. 

 

4.5. Konfokális lézermikroszkópia 
 

A konfokális mikroszkópos mérésekhez a sejteket üveg fedőlemezen növesztettük 

és a receptorok (1 µg/pont), illetve a β-arr1 vagy -2 (0,5 µg/pont) megfelelően jelzett 

konstrukcióival, illetve siRNS-sel (25 pmol/pont, ahol jelezzük) transzfektáltuk, egy vagy 

(siRNS kotranszfekció esetén) két nappal a méréseket megelőzően. A méréseket Zeiss LSM 

510 és Zeiss LSM 710 lézer konfokális mikroszkóppal végeztük. Az eGFP-t (ill. a Halo-

Alexa488-at) 488 nm-es, az mVenus-t 514 nm-es, az mCherry-t (ill. az RFP-t) pedig 543 

nm-es hullámhosszú lézerrel gerjesztettük. A Halo-CB1R internalizációjának 

számszerűsítésekor mintánként 20-20 felvételt készítettünk különálló sejtekről, majd a 

képeken meghatároztuk az intracelluláris és a teljes sejt fluoreszcenciát, az ImageJ program 

segítségével. (W.S. Rasband, ImageJ, United States National Institutes of Health, Bethesda, 

MD (rsb.info.nih.gov/ij/)) A két érték hányadosát képezve kaptuk az IC/teljes sejt 
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fluoreszcencia arányt. A minták fényképezését és elemzését vakon végeztük, hogy 

elkerüljünk bármiféle elfogultságot az internalizációs adatok kiértékelése során. 

 

4.6. Halo-jelölés, jelölési protokollok 
 

A Halo-jelölési technika azon alapul, hogy a vizsgálni kívánt fehérjéhez egy 

módosított bakteriális dehalogenáz enzimet, a HaloTag® fehérjét fúzionálunk. Ha a fehérjét 

kifejező sejtekhez hozzáadjuk az enzim fluoreszcensen jelölt szubsztrátját (Halo-Alexa488 

ligand), az részleges átalakulást követően kovalensen kötődik a HaloTag®-hez. Ezen 

keresztül a fluoreszcens ligand vizsgált fehérjét is megjelöli, így annak mozgása 

(esetünkben internalizációja) megfelelő képalkotó technikával követhetővé válik. 

A receptorok agonista-indukált internalizációjának méréséhez a Halo-CB1R-ral 

transzfektált sejteket először 15 percig festettük a Halo-Alexa488 liganddal (amelyet 

DMEM médiumban, 1:20000 hígításban adtunk a sejtekhez, és 37°C-on 5% CO2 mellett 

inkubáltuk őket). A festést követően a sejteket DMEM-mel kétszer lemostuk, hogy 

eltávolítsuk a nem kötődött Halo-Alexa488-at, majd a sejteket DMSO-val, WIN55-tel (10 

µM) vagy WIN55 + AM251-gyel (10 µM + 30 µM, rendre) kezeltük 37°C-on, 5% CO2 

mellett 30 percig. A stimulációs periódus végén a sejteket kétszer lemostuk PBS-sel, és 

4%-os formaldehiddel fixáltuk őket 4°C-on 15 percig. A fixált sejteket konfokális 

mikroszkóppal elemeztük a fent leírt módon.  

A receptorok konstitutív internalizációjának méréséhez a Halo-CB1R-ral 

transzfektált sejteket először 15 percig festettük a Halo-Alexa488 liganddal (amelyet 

DMEM médiumban, 1:20000 hígításban adtunk a sejtekhez, és 37°C-on 5% CO2 mellett 

inkubáltuk őket). A festést követően a sejteket kétszer DMEM-mel lemostuk, hogy 

eltávolítsuk a nem kötődött Halo-Alexa488-at, majd a sejteket 37°C-on, 5% CO2 mellett 5 

óra 45 percig inkubáltuk, további kezelés nélkül, illetve DMSO, WIN55 (10 µM) vagy 

AM251 (30 µM) jelenlétében. Azért, hogy az siRNS transzfekció hatékonyságát a 6 órás 

inkubációs periódus során is kontrollálhassuk, párhuzamos mintákat is indítottunk, és 

hasonló mosási lépéseknek tettük ki őket. E mintákat azonban a mérés kezdetén még nem 
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festettük meg Halo-Alexa488-cal. Ehelyett ezeket a sejteket egy „agonista-indukált” 

protokollnak vetettük alá (15 perc festés + 30 perc WIN55 stimulus, lásd fent), 45 perccel a 

kísérlet vége előtt. A 6 órás periódus végén együtt, valamennyi mintát kétszer lemostuk 

PBS-sel, és 4%-os formaldehiddel fixáltuk őket 4°C-on 15 percig. A fixált sejteket 

konfokális mikroszkóppal elemeztük, a fent leírt módon.  

 

4.7. Western blot mérések 
 

4.7.1. β-arr2 és klatrin nehézlánc Western blot 
 

A β-arr2 Western blot analíziséhez a sejteket 6-lyukú tálcákon transzfektáltuk, 

párhuzamosan a konfokális mérésekhez használt sejtekkel (a használt plazmidok 

mennyiségét lásd ott). A kísérlet napján a sejteket jégre helyeztük, jéghideg PBS-sel 

lemostuk, SDS mintapufferben felkapartuk, röviden szonikáltuk, 95°C-on 5 percig főztük, 

majd 4°C-on 10 percig centrifugáltuk, és SDS poliakrilamid gélen megfuttattuk. A 

fehérjéket PVDF membránokra blottoltuk át, majd a membránokat blokkoltuk (30 percig 

szobahőmérsékleten, 5%-os zsírszegény tejport és 0,05%-os Tween 20-at tartalmazó PBS-

ben (PBST-ben). Továbbá inkubáltuk az elsődleges antitesttel (1 óráig, 1:1000 hígítású 

nyúlból származó anti-β-arr2 antitesttel vagy 1:4000 hígítású egérből származó anti-klatrin 

nehézlánc antitesttel, 5%-os zsírszegény tejport tartalmazó PBST-ben), majd a másodlagos 

antitesttel (30 percig, 1:2000 hígítású HRP-konjugált anti-nyúl vagy anti-egér antitesttel, 

5%-os zsírszegény tejport tartalmazó PBST-ben). Azért, hogy a mintákban a teljes 

fehérjemennyiséget kontrollálni tudjuk, az antitesteket egy standard stripping puffer 

segítségével eltávolítottuk, és egy második immunfestési eljárást alkalmaztunk, egérből 

származó anti-β-aktin elsődleges antitesttel (1 óráig, 1:10000 hígításban), illetve HRP-

konjugált anti-egér másodlagos antitesttel (30 percig, 1:10000 hígításban). Az antitesteket 

SuperSignal West Pico reagens (Pierce Biotechnology Inc., Rockford, IL) segítségével 

tettük láthatóvá, a gyártó utasításait követve. A Western blot felvételeket beszkenneltük, és 

az ImageJ program segítségével kvantifikáltuk. A β-aktin szintekben kialakult változásokat 
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használtuk a β-arr2, illetve a klatrin nehézlánc szintekben létrejött változások 

normalizálására. 

 

4.7.2. pERK1/2 Western blot 
 

A pERK1/2 Western blot mérésekhez a sejteket 6-lyukú tálcákon transzfektáltuk a 

különböző CB1R mutánsokkal (2 µg/pont). 22-26 órával később a sejteket 2 órás 

szérummegvonásnak vetettük alá, majd WIN55,212-2-vel kezeltük a jelzett ideig, ezt 

követően pedig jégre helyeztük és jéghideg PBS-sel kétszer lemostuk. A továbbiakban a 

Western blot mérést a fent leírtakhoz hasonlóan végeztük el, a következő antitestekkel: egér 

anti-pERK1/2 vagy nyúl anti-ERK1/2 elsődleges antitest (1 óra, 1:500-as vagy 1:1000-es 

hígítás, rendre), illetve HRP-konjugált anti-nyúl vagy anti-egér másodlagos antitest (30 

perc, 1:5000-es hígítás mindkét esetben). Az antitesteket az Immobilon Western 

Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore, MA) segítségével tettük láthatóvá, ismét a 

gyártó utasításait követve. A Western blot felvételeket beszkenneltük, és az ImageJ 

program segítségével kvantifikáltuk. 

 

4.8. Az adatok elemzése és statisztikai kiértékelés 
 

A kotranszfektált siRNS internalizációra gyakorolt hatásait, a cAMP (EPAC) 

BRET-ből származó adatokat, valamint a számszerűsített pERK1/2 Western blot adatokat 

kétszempontos variancia-analízissel (Holm-Sidak-féle post-hoc teszttel kombinálva) 

értékeltük, a SigmaStat for Windows 3.5 (Systat Software Inc., Richmond, CA) program 

segítségével. A G-fehérje és β-arresztin BRET dózis-hatás görbék illesztését és statisztikai 

összehasonlítását a GraphPad Prism 4.03 (GraphPad Software Inc, San Diego, CA) 

program beépített algoritmusainak segítségével végeztük. A szignifikancia-küszöböt 

p<0,05-nél határoztuk meg. 

Az elfogult jelátvitel értékeléséhez használt ekvimoláris összehasonlítást így 

készítettük: a G-fehérje és a β-arr2 BRET dózis-hatás görbék azonos koncentrációkhoz 
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tartozó pontjait (így a két görbe -8 (csak WIN55 esetén), -7,5, -7, -6,5, -6, -5,5 és -5 (csak 

2-AG-nál) log[WIN55] vagy log[2-AG] (M) koncentrációkhoz tartozó pontokat) egymás 

függvényében ábrázoltuk, ugyanazon receptor esetében.  

Az “ekviaktív” összehasonlítást úgy végeztük, hogy meghatároztuk az „elfogultsági 

együtthatót” (bias factor, β), a következő egyenletet használva: 
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1max,logβ  [220], ahol az Emax,1, EC50,1, Emax,2 és az 

EC50,2 jelölések a G-fehérje és a β-arresztin BRET dózis-hatás görbékből származó Emax és 

EC50 értékeket jelentik ugyanazon receptor esetében, a vad típusú CB1R-t referencia-

receptorként használva.  

Amennyiben másként nem jeleztük, az adatokat mindenhol átlag ±SEM formában 

ábrázoltuk. 
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5. Eredmények 
 

5.1. A CB1R és a β-arresztinek közötti kapcsolat jellemzése 
 

5.1.1. A CB1R és a β-arresztinek kapcsolatának vizsgálata konfokális 
mikroszkóppal 
 

A CB1R és a β-arresztinek közötti kapcsolat jellemzéséhez először a fehérjék 

fluoreszcensen jelölt formáit vizsgáltuk konfokális mikroszkóp segítségével. HeLa sejteket 

tranziensen transzfektáltunk mCherry-vel jelölt CB1R-ral (CB1R-mCherry) és eGFP-vel 

jelölt β-arr1-gyel vagy β-arr2-vel (β-arr1-GFP vagy β-arr2-GFP). Ezekben a sejtekben a 

CB1R-mCherry nyugalmi körülmények között jelen volt a plazmamembránon, csakúgy 

mint intracelluláris vezikulumokban. Ez az eloszlás megfelel a CB1R jól ismert konstitutív 

internalizációjának (17. ábra, B és F). Ugyanezekben a sejtekben a β-arr1-GFP és a β-arr2-

GFP diffúz citoplazmatikus (továbbá a β-arr1-GFP esetében sejtmagi) elhelyezkedést 

mutatott, és sem a plazmamembránon, sem pedig intracelluláris vezikulumokban nem volt 

észlelhető (17. ábra, A és E). Kísérleteinkben WIN55-tel (10 µM) történő stimulációt 

követően a β-arr2-GFP esetében pár percen belül markáns átrendeződést figyeltünk meg, a 

fehérje pontozott struktúrákban jelent meg a plazmamembránnál. (A WIN55 a CB1R 

szintetikus teljes agonistája, amely kémiai szerkezetét tekintve eltér az endogén 

kannabinoidoktól, a sejtek környezetében nem bomlik le és nem alakul át, így elterjedten 

használják a CB1R-ral kapcsolatos kutatásokban.) Ugyanakkor a citoplazma belsőbb 

(plazmamembrántól távolabb eső) területein nem jelentek meg β-arr2-GFP-tartalmú 

vezikulumok, még hosszabb (20 perces) stimulálást követően sem (17. ábra, G). A β-arr2-

GFP-vel ellentétben a β-arr1-GFP nem mutatott semmilyen átrendeződést a WIN55 

hatására, még tartós (20 perces) serkentés esetén sem (17. ábra, C). 
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17. ábra A konfokális mikroszkópos elemzés a CB1R „A” osztályú β-arresztin kötési mintázatára utal 

β-arr1-GFP-t (A-D) vagy β-arr2-GFP-t (E-H) CB1R-mCherryvel együtt kifejező HeLa sejteket elemeztünk 

konfokális mikroszkóppal. Nyugalmi körülmények között a β-arr1-GFP diffúz citoplazmatikus és sejtmagi 

elhelyezkedést mutat (A). 20 perces WIN55 (10 µM) kezelést követően nem észlelhető változás a β-arr1-GFP 

eloszlásában (C). A β-arr2-GFP diffúz citoplazmatikus elhelyezkedést mutat kontroll sejtekben (E, nagyított 

kép). 20 perces WIN55 (10 µM) kezelést követően a β-arr2-GFP-t pontszerű struktúrákban láthatjuk, de 

csupán a plazmamembrán közvetlen közelében (G, nagyított kép, a nyilak β-arr2-GFP pontokra mutatnak). A 

CB1R-mCherry nagy része konstitutívan a sejten belül helyezkedik el (B, D, F, H). Az ábrán három független 

kísérletből származó reprezentatív felvételek láthatók. Lépték: 10 µm. 
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Hogy kizárjuk a jelölt β-arresztin konstrukciók esetleges hibájából adódó tévedési 

lehetőséget, megvizsgáltuk ugyanebben a rendszerben a Ceruleannal jelölt β2AR (β2AR-

Cerulean) és az mCherry-vel jelölt AT1R (AT1R-mCherry) β-arresztin kötését, mivel ezek a 

receptorok az „A” osztályú (β2AR), illetve „B” osztályú (AT1R) β-arresztin kötés 

prototípusainak tekinthetők, és így referenciaként használhatók [107]. A vizsgált két 

receptor a mi rendszerünkben is az irodalomból ismertnek megfelelő β-arresztin kötési 

mintázatot mutatott, azaz a β2AR-Cerulean mindkét izoformát csak a plazmamembránnál 

kötötte, míg az AT1R-mCherry nagy affinitással kapcsolódott hozzájuk, és mind a β-arr1-

GFP, mind a β-arr2-GFP megjelent a receptorral együtt az endoszomális vezikulumokban 

(18. ábra, A-H). (A serkentést megelőzően ezekben a kísérletekben is mindkét β-arresztin 

izoforma diffúz citoplazmatikus elhelyezkedést mutatott – az adatokat nem mutatjuk.) 
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18. ábra Az AT1R és a β2AR β-arresztin kötését mutató konfokális mikroszkópos elemzés 

β-arr1-GFP-t (A, B, E, F) vagy β-arr2-GFP-t (C, D, G, H) AT1R-mCherryvel (A-D) vagy β2AR-Ceruleannal 

(E-H) együtt kifejező HeLa sejteket elemeztünk konfokális mikroszkóppal. Az AT1R-mCherryt kifejező 

sejtekben mind a β-arr1-GFP, mind a β-arr2-GFP megtalálható volt intracelluláris vezikulumokban 20 perces 

Ang II (100 nM) kezelést követően (A, C). A β2AR-Ceruleant kifejező sejtekben a β-arr1-GFP és a β-arr2-

GFP a plazmamembránnál, pontokban helyezkedett el 20 perces isoproterenol (ISO, 1 µM) kezelést követően 

(E, G). Az ábrán három független kísérletből származó reprezentatív felvételek láthatók. Lépték: 10 µm. 
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5.1.2. A CB1R és a β-arresztinek kapcsolatának vizsgálata BRET módszerrel 
 

A BRET módszer előnye, hogy általában a konfokális mikroszkópnál nagyobb 

érzékenységgel képes detektálni a fehérjék közötti specifikus kapcsolatot. Ezért a 

továbbiakban a CB1R és a β-arresztinek közötti kapcsolatot megpróbáltuk kimutatni BRET 

módszerrel is (ld. 12. ábra). A BRET-et a Renilla luciferázzal jelölt β-arr1 vagy β-arr2 (β-

arr1-Rluc vagy β-arr2-Rluc) és az mVenus-szal jelölt CB1R (CB1R-mVenus) között mértük 

tranziensen transzfektált HeLa sejtekben. A sejtek WIN55-tel (10 µM) történő serkentése a 

BRET jel emelkedéséhez vezetett, amennyiben a CB1R-mVenust a β-arr2-Rluc-cal együtt 

fejeztük ki (19.ábra, A), ami a β-arr2-Rluc molekulák CB1R-mVenushoz való 

kihelyeződését tükrözi a receptor aktivációját követően. Ezzel szemben ugyanez a stimulus 

nem okozott jelentős változást a CB1R-mVenus és a β-arr1-Rluc között mért BRET jelben 

(19. ábra, A). 

 

 
 
19. ábra A CB1R, AT1R és β2AR agonista-indukált β-arr1 és β-arr2 kötését mutató BRET mérések 

A, A CB1R-mVenus-t HeLa sejtekben együtt fejeztük ki β-arr1-Rluc-cal vagy β-arr2-Rluc-cal, és az agonista 

(WIN55, 10 µM) hatására létrejövő BRET változásokat mértük. Az adatokat a csak vivőanyagot kapott sejtek 
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görbéire normalizáltuk (amit a vízszintes vonal jelez). A nyíl az agonista hozzáadásának időpontját jelzi. Az 

adatokat átlag ± SEM formában ábrázoltuk. B-D, BRET titrációs görbék, amelyek az AT1R (B), a β2AR (C) 

vagy a CB1R (D) β-arresztin izoformák iránti relatív affinitásait tükrözik. A HeLa sejteket állandó 

mennyiségű β-arr1-Rluc vagy β-arr2-Rluc konstrukcióval, valamint változó mennyiségű mVenus-szal jelölt 

receptorral transzfektáltuk, ami különböző akceptor/donor arányokat eredményezett. Az ábrán az agonistával 

(100 nM angiotenzin II (B), 1 µM izoproterenol (C) vagy 10 µM WIN55 (D)) történő serkentést követően 3-5 

perccel mért átlagos BRET változásokat tüntettük fel, az mVenus/Rluc intenzitás-hányadosok függvényében 

(melyet a kísérlet elején mértünk). A legalább három független kísérletből származó pontokra nem-lineáris 

regresszióval illesztettünk görbét, egy-kötőhelyes kötésre vonatkozó egyenlet felhasználásával. 

 

A két fehérje közötti affinitást még alaposabban meg kívántuk vizsgálni, ezért ún. 

BRET titrációs méréseket végeztünk. Ezekben a kísérletekben a BRET jelet nem az idő 

függvényében vizsgáljuk, hanem egy adott időpillanatban (vagy időtartamban) mért BRET 

jelet ábrázolunk a BRET akceptor/donor fehérjék (itt: mVenus/Rluc) expressziós arányának 

függvényében. Specifikus interakció esetén (mint amilyen a 7TMR-ok és a β-arresztinek 

közötti kapcsolat) ez egy telítési görbét eredményez, melynek meredeksége jellemzi a két 

BRET partner közötti affinitást [221]. Így tehát BRET titrációs görbéket vettünk fel a 

CB1R-mVenus és a β-arr1-Rluc vagy a β-arr2-Rluc esetén, továbbá a korábban alkalmazott 

referencia-receptorokat is bevontuk a mérésekbe, azaz hasonló görbéket készítettünk a 

jelölt β-arresztinek és a β2AR-mVenus vagy az AT1R-mVenus között mért BRET alapján 

is. Amint várható volt, a receptorok serkentését követően felvett BRET titrációs görbék 

telítési kinetikát mutattak mind az AT1R-mVenus, mind a β2AR-mVenus esetén, mindkét 

β-arresztin izoforma esetén. Azonban míg az AT1R mindkét izoformát nagy affinitással 

kötötte (19. ábra, B), a β2AR esetén a β-arr1-Rluc-hoz tartozó görbe jóval kisebb 

meredekségű volt, mint a β-arr2-Rluc-é (19. ábra C). Az eredmény arra utal, hogy ez a 

receptor nagyobb affinitással köti a β-arr2-t (azaz „A” osztályú receptor). A CB1R-mVenus 

és a β-arr2-Rluc BRET titrációs görbéje szintén telítési kinetikát mutatott, ennek 

meredeksége azonban igen kicsi volt. Ezzel szemben a CB1R-mVenus és a β-arr1-Rluc 

között nem volt jelentős BRET jel változás, még magas akceptor/donor arányoknál sem 

(19. ábra, D). Ebből arra következtethetünk, hogy a CB1R a β-arr2-t alacsony affinitással 

köti, a β-arr1-et pedig ilyen kísérleti körülmények között nem, vagy kimutathatatlanul 

alacsony mértékben. 
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5.2. A CB1R agonista-indukált és konstitutív internalizációjának 
részletes vizsgálata 
 

5.2.1. A β-arr2 szerepének vizsgálata a CB1R agonista-indukált 
internalizációjában 
 

5.2.1.1. Az agonista-indukált internalizáció vizsgálata a Halo-jelölési technika 
segítségével 
 

A továbbiakban a β-arr2-nek a CB1R agonista-indukált internalizációjában betöltött 

szerepét kívántuk közvetlenül vizsgálni. Az internalizáció láthatóvá tételéhez a Halo-

jelölési technikát alkalmaztuk. Ennek során a HaloTag® fehérjét a receptor N-terminális, 

azaz extracelluláris végéhez fúzionáltuk (Halo-CB1R). A plazmamembránra kijutva a 

HaloTag® gyorsan és kovalensen köti a Halo-Alexa488-at, amely a fehérje fluoreszcensen 

jelölt, membrán-impermeábilis ligandja. Ezzel a módszerrel tehát végsősoron a 

plazmamembránon elhelyezkedő receptorpopuláció szelektíven jelölhető, és annak 

internalizációja jól követhető. A Halo-CB1R megfelelő működését BRET kísérletek 

segítségével jellemeztük, melyekben a receptor G-fehérje aktiválását és β-arr2 kötését 

mértük, és nem találtunk szignifikáns eltérést a vad típusú, illetve a HaloTag®-gel jelölt 

CB1R-ok dózis-hatás görbéinek EC50 értékei között (pEC50 9,0 ± 0,2 és 9,0 ± 0,1 a G-

fehérje kötés, illetve 6,5 ± 0,1 és 6,5 ± 0,1 a β-arr2 kötés esetén, rendre).  

Az agonista-indukált internalizáció vizsgálatához a sejteket 15 percig festettük a 

Halo-Alexa488-cal, majd 30 percig kezeltük vivőanyaggal vagy CB1R liganddal, ezt 

követően pedig fixáltuk és konfokális mikroszkóppal elemeztük őket. A csupán 

vivőanyaggal kezelt sejtekben a plazmamembrán festődése egyértelműen látszott, a sejten 

belüli vezikuláris jelölődés minimális volt (20. ábra, A). A WIN55-tel (10 µM) történő 

kezelés számos sejten belüli vezikulum megjelenését eredményezte, ami megfelel az 

intenzív agonista-függő internalizációnak (20. ábra, B), és ez gátolható volt a CB1R 

gátlószer AM251-gyel (30 µM; 20. ábra, C). (Az AM251 az egyik legelterjedtebben 

használt szintetikus CB1R inverz agonista vegyület, amely tehát nem csak megakadályozza 
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más CB1R ligandok kötődését, hanem önmagában is a receptor inaktív konformációját 

stabilizálja.) A β-arr2 szerepét a folyamatban először egy domináns negatív β-arr2 mutáns, 

a β-arr2-V54D segítségével vizsgáltuk. Ennek a mutánsnak csökkent a 7TMR-okhoz való 

kötődési képessége [106, 222], és korábban már széles körben alkalmazták a β-arr2 

internalizációban betöltött szerepének vizsgálatára. Mi a β-arr2-V54D, illetve a vad típusú 

β-arr2 RFP-vel jelölt formáit (β-arr2-V54D-RFP, ill. β-arr2-RFP) fejeztük ki a sejtekben a 

Halo-CB1R-ral együtt. A β-arr2-RFP expressziója nem rontotta el a CB1R WIN55-indukált 

internalizációját (20.ábra D-G). Ugyanakkor a β-arr2-V54D-RFP-t kifejező sejtekben a 

CB1R agonista-indukált internalizációja jelentősen csökkent. (20. ábra, H-K). 

 

 
20. ábra A CB1R agonista-indukált internalizációját gátolja a domináns-negatív β-arr2 

A Halo-CB1R-t HeLa sejtekben fejeztük ki egyedül (A-C) vagy vad típusú β-arr2-RFP (D-G), ill. β-arr2-

V54D-RFP (H-K) mellett, majd a sejteket konfokális mikroszkóppal vizsgáltuk 15 perc Halo-Alexa488 

festés, és 30 perc vivőanyag (A, D, E, H, I), WIN55 (10 µM, B, F, G, J, K) vagy WIN55 + AM251 (10µM + 
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30 µM, rendre, C) kezelést követően. A vivőanyag-kezelés nem okoz jelentős CB1R internalizációt egyik 

sejtpopulációban sem (A, D, H), míg a WIN55 kezelés a receptor erőteljes endocitózisát váltja ki a kontroll 

(B) és a vad típusú β-arr2-RFP-t kifejező (F, G) sejtekben, a β-arr2-V54D-t kifejező sejtekben azonban nem 

(J, K). A WIN55-indukált internalizációt az AM251 együttes hozzáadása kivédi (C). Az ábrán három 

független kísérletből származó reprezentatív felvételek láthatók. Lépték: 10 µm. 

 

Ugyanebben a rendszerben megvizsgáltuk a β-arr2-specifikus siRNS (β-arr2 siRNS) 

CB1R-internalizációra gyakorolt hatását is. A fehérjék Western blot elemzése a β-arr2 

szintjének kb. 50%-os csökkenését mutatta a teljes sejtpopulációban, β-arr2 siRNS hatására 

(21. ábra, A). A Halo-CB1R internalizációját a fent leírtakhoz hasonlóan vizsgáltuk. A 

CB1R WIN55-tel létrehozott internalizációja érintetlen maradt a sejtek kontroll siRNS-sel 

történő transzfekcióját követően, azonban jelentősen károsodott a β-arr2 siRNS-sel 

transzfektált sejtekben (21. ábra, B-E). Mivel ezekben a mérésekben nem lehetséges az 

siRNS-sel valóban transzfektálódott sejteket egyenként azonosítani, ezért elvégeztük a 

konfokális minták számszerűsítését (egy intracelluláris/teljes sejt fluoreszcencia-hányados 

segítségével), hogy megfelelően értékelhessük az siRNS hatását. Ez az elemzés is a β-arr2 

siRNS szignifikáns gátló hatását mutatta a CB1R agonista-indukált internalizációjára (21. 

ábra, F). 
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21. ábra A CB1R agonista-indukált internalizációját gátolja a β-arr2-specifikus siRNS 

A, A Western blot vizsgálatok a β-arr2 fehérje szintjének kb. 50%-os csökkenését mutatják a β-arr2 siRNS-

sel transzfektált sejtekben a kontroll siRNS-sel transzfektált sejtekhez képest. n=3. B-E, HeLa sejteket 

transzfektáltunk Halo-CB1R-ral és kontroll (B, D) vagy β-arr2-specifikus (C, E) siRNS-sel, majd a sejteket 

konfokális mikroszkóppal vizsgáltuk 15 perc Halo-Alexa488 festés, és 30 perc vivőanyag (B, C) vagy WIN55 

(10 µM, D, E) kezelést követően. A vivőanyag-kezelés nem okoz jelentős CB1R internalizációt egyik 

sejtpopulációban sem (B, C), míg a WIN55 kezelés a receptor erőteljes endocitózisát váltja ki a kontroll 

sejtekben (D), a β-arr2 siRNS-sel transzfektált sejtekben azonban nem (E). Lépték: 10 µm. F, A konfokális 
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adatok számszerűsítése az intracelluláris/teljes sejt fluoreszcencia-hányados segítségével azt mutatja, hogy a 

sejten belüli receptorszám szignifikánsan megemelkedik WIN55 kezelésre a kontroll siRNS-t kapott 

sejtekben, és ez a hatás statisztikailag jelentős mértékben csökken a β-arr2 siRNS-sel transzfektált sejtekben. 

Az adatokat átlag ± SEM formában ábrázoltuk, n=6, *p<0,05, ns = nem szignifikáns. 

 

5.2.1.2. Az agonista-indukált internalizáció vizsgálata BRET módszer segítségével 
 

A továbbiakban a β-arr2 CB1R-internalizációban betöltött szerepét a pontosabban 

számszerűsíthető BRET módszerrel is megvizsgáltuk (ld. 15. ábra). Ennek során a receptor 

mozgását követtük a plazmamembrán és a citoplazma között, azáltal, hogy a folyamatosan 

plazmamembránban elhelyezkedő ICAM-1 fehérje YFP-vel jelölt formája (ICAM-YFP), és 

a szuper Renilla luciferázzal jelölt CB1R (CB1R-Sluc) között mértünk BRET-et. Az így 

transzfektált sejtekben a WIN55 hozzáadása a BRET jel csökkenését eredményezte, ami a 

CB1R-ok plazmamembránról való eltűnését jelzi (22. ábra, A). Ez a csökkenés a serkentést 

követően 10-20 perccel érte el a maximumát, és ezután nem mutatott jelentős változást a 

kísérlet végéig (kb. 40 perccel a serkentést követően). A vad típusú β-arr2 ko-expressziója 

nem volt jelentős hatással a CB1R internalizációjára. Ugyanakkor a β-arr2-V54D 

kifejeződése esetén a WIN55-re kialakuló BRET jel csökkenés mértéke jelentősen elmaradt 

a kontroll körülményekhez képest (22. ábra, A). A β-arr2 siRNS hatását szintén 

megvizsgáltuk ugyanilyen körülmények között, és azt láttuk, hogy a β-arr2 siRNS 

transzfekciója is jelentősen mérsékelte a CB1R aktivációt követő BRET csökkenés 

mértékét, azaz a CB1R agonista-indukált internalizációját a kontroll siRNS-hez képest (22. 

ábra, B). 
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22. ábra Az agonista-indukált CB1R internalizáció β-arr2-függését mutató BRET mérések 

CB1R-Sluc-ot és ICAM-YFP-t fejeztünk ki HeLa sejtekben, majd BRET méréssel követtük a receptor 

plazmamembrántól való eltávolodását agonista hatására. A, A BRET jel csökkenését tapasztaljuk WIN55 (10 

µM) serkentést követően, üres pcDNA3.1 plazmid együttes transzfekciója esetén (fehér körök). A vad típusú 

β-arr2 együttes kifejeződése nincs jelentős hatással a BRET változásra (fekete háromszögek). A β-arr2-V54D 

kifejeződése jelentősen csökkenti a BRET jel változását (fehér háromszögek). Az adatokat átlag ± SEM 

formában ábrázoltuk, n=8. B, A BRET jel csökkenését tapasztaljuk WIN55 (10 µM) kezelést követően 

kontroll siRNS-sel transzfektált sejtekben (fekete háromszögek). A BRET jel csökkenését jelentősen gátolja a 

β-arr2 siRNS transzfekciója (fehér háromszögek). Az adatokat átlag ± SEM formában ábrázoltuk, n=4. A 

méréseket a csak vivőanyagot kapott görbére normalizáltuk (amit a vízszintes vonal jelez). A nyilak az 

agonista hozzáadásának időpontját jelzik. 
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5.2.2. A konstitutív CB1R internalizáció mechanizmusának jellemzése 
 

5.2.2.1. A konstitutív CB1R internalizáció aktivitás-függésének vizsgálata 
 

Mivel az irodalmi adatok nem teljesen egységesek abban, hogy a CB1R konstitutív 

internalizációja függ-e annak aktiváltsági állapotától, elsőként ezt a kérdést kívántuk 

vizsgálni, a fent bemutatott Halo-jelölési technika segítségével. Ezekben a kísérletekben a 

korábbiakhoz hasonló 15 perces Halo-festést alkalmaztunk, ezt követően pedig 6 óráig az 

inkubátorban (37°C, 5% CO2) hagytuk a sejteket, hogy ezalatt a CB1R spontán endocitózisa 

megfelelő mértékben kialakulhasson. Ezek után a kontroll sejtekben nagyszámú sejten 

belüli vezikulumot láttunk, ami a CB1R konstitutív endocitózisára utal (23. ábra, A). A 

WIN55-kezelés tovább fokozta az endocitózist, ekkor gyakorlatilag nem maradt észlelhető 

receptor a plazmamembránon az inkubációs periódus végére (23. ábra, B). Érdekes módon 

azonban az inverz agonista AM251 folyamatos jelenléte (azaz a CB1R-ok inaktív 

állapotban történő stabilizálása) sem gátolta meg a hat órás időtartam alatt kialakuló 

konstitutív CB1R internalizációt (23. ábra, C), ami arra utal, hogy a receptor aktív 

konformációja nem szükséges a konstitutív internalizációhoz. 

 

5.2.2.2. A konstitutív CB1R internalizáció β-arr2- és klatrin-függésének vizsgálata 
 

A továbbiakban a CB1R konstitutív internalizációjának mechanizmusát kívántuk 

elemezni, elsőként a β-arr2 szerepét a folyamatban. A fentihez hasonló módon hagytuk 

létrejönni a Halo-CB1R spontán internalizációját, majd β-arr2-RFP és β-arr2-V54D-FRP 

ko-expressziójának hatását vizsgáltuk. A vad típusú β-arr2-RFP jelenléte nem okozott 

látható változást a konstitutív internalizáció mértékében (23. ábra, D és E).  
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23. ábra A CB1R konstitutív internalizációját nem befolyásolja az inverz agonista kezelés, sem pedig a 

domináns-negatív β-arr2 

A Halo-CB1R-t HeLa sejtekben fejeztük ki egyedül (A-C) vagy vad típusú β-arr2-RFP (D, E), ill. β-arr2-

V54D-RFP (F, G) mellett, majd a sejteket konfokális mikroszkóppal vizsgáltuk 15 perc Halo-Alexa488 festés 

és 5 óra 45 perc 37°C-on, 5% CO2 melletti inkubációt követően. Kontroll sejtekben jelentős mennyiségű 

Halo-CB1R-t figyelhetünk meg intracellulárisan (A). Az internalizáció fokozódik WIN55 (10 µM) 

jelenlétében (B), de nincs rá hatással az AM251 (30 µM, C). A konstitutív internalizáció megfigyelhető a vad 

típusú β-arr2-RFP-t kifejező sejtekben (D, E), és a β-arr2-V54D-t kifejező sejtekben is (F, G, ld. a nyíllal 

jelzett sejtet). Az ábrán három független kísérletből származó reprezentatív felvételek láthatók. Lépték: 10 

µm. 
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Sőt, az agonista-indukált internalizációnál tapasztaltakkal ellentétben, a domináns 

negatív formát (β-arr2-V54D-RFP) kifejező sejtekben is jelen voltak a Halo-CB1R tartalmú 

sejten belüli vezikulumok, a kontroll sejtekhez hasonló mértékben (23. ábra, F és G).  

A sejtek β-arr2 siRNS-sel történő transzfekciója sem eredményezte a konstitutív 

internalizáció gátlását, és ezt a számszerűsített adatok is megerősítették (24. ábra, A). Ez 

utóbbi kísérletekhez kontrollként megvizsgáltuk a hat órás inkubációs periódus végén 

létrejövő agonista-indukált endocitózist, hogy lássuk, nem az siRNS hatásának lecsengése 

okozta-e a gátló hatás elmaradását. Ezekben az esetekben a β-arr2 siRNS transzfekciója 

továbbra is jelentősen csökkentette a WIN55-indukált internalizációt, azaz az siRNS az 

inkubáció végén is hatékonyan gátolta a β-arr2-függő folyamatokat (24. ábra, B). 

Kíváncsiak voltunk továbbá, hogy hasonló különbségeket tapasztalunk-e az 

internalizációs folyamatokban egy olyan sejtvonal esetén, mely a CB1R-t endogén módon 

kifejezi, és így vizsgálata az élettanihoz közelebbi helyzetet jelent. A Neuro-2a egér 

neuroblasztóma sejteket gyakran használják ilyen kísérletekben, így ebben a sejtvonalban is 

elvégeztük a fenti β-arr2 siRNS méréseket, azaz a Halo-CB1R konstitutív 

internalizációjának vizsgálatát. A Western blot eredmények a β-arr2 szintjének mintegy 

80%-os csökkenését mutatták ki ezekben a sejtekben a β-arr2 siRNS transzfekcióját 

követően (24. ábra, C). Az eredmények a HeLa sejtek esetében kapott eredményekkel 

megegyeztek: a 6 óra alatt kialakuló spontán endocitózist nem gátolta a β-arr2 siRNS 

transzfekciója, az inkubációs periódus utolsó fél órájában létrehozott WIN55-indukált 

internalizációt azonban igen (24. ábra, D és E). Ez tovább erősíti azt a következtetést, hogy 

az agonista-indukált CB1R internalizáció β-arr2-függő folyamat, míg a konstitutív forma 

nem. 
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24. ábra A CB1R konstitutív internalizációját nem befolyásolja a β-arr2-specifikus siRNS 

A és D, HeLa (A), ill. Neuro-2a (D) sejteket transzfektáltunk Halo-CB1R-ral és kontroll vagy β-arr2-

specifikus siRNS-sel, majd a sejteket konfokális mikroszkóppal vizsgáltuk 15 perc Halo-Alexa488 festés, és 5 
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óra 45 perc 37°C-on, 5% CO2 melletti inkubációt követően. Mind a kontroll, mind pedig a β-arr2 siRNS-sel 

transzfektált sejtekben jelentős mennyiségű receptor látható a sejten belül. Az adatok számszerűsítése az 

intracelluláris/teljes sejt fluoreszcencia-hányados segítségével nem mutat szignifikáns különbséget a kontroll 

és a β-arr2 siRNS-sel transzfektált sejtek között a 6 órás inkubációt követően. B és E, Ugyanezekben a 

kísérletekben a kontroll vagy β-arr2-specifikus siRNS-sel transzfektált HeLa (B) vagy Neuro-2a (E) sejteket 5 

óra 15 percig inkubáltuk 37°C-on, 5% CO2 mellett, amit 15 perc Halo-Alexa488 festés, majd 30 perc WIN55 

(10 µM) kezelés követett. A kontroll sejtekben jelentős mennyiségű internalizálódott receptor látható, a β-arr2 

siRNS-sel transzfektált sejtekben azonban nem. Az adatok számszerűsítése azt mutatja, hogy a WIN55-

indukált internalizáció az 5 óra 30 perces inkubációt követően szignifikánsan csökkent a β-arr2 siRNS-sel 

transzfektált sejtekben. Lépték: 10 µm. Az adatokat átlag ± SEM formában ábrázoltuk, n=3, *p<0,05. C, A 

Western blot vizsgálatok a β-arr2 fehérje szintjének kb. 80%-os csökkenését mutatják a β-arr2 siRNS-sel 

transzfektált Neuro-2a sejtekben a kontroll siRNS-sel transzfektált sejtekhez képest. Az adatokat átlag ± SEM 

formában ábrázoltuk, n=3. 

 

Ezt követően azt akartuk megvizsgálni, hogy a CB1R agonista-indukált, illetve 

konstitutív internalizációja klatrin-függő mechanizmussal zajlik-e. Ehhez a klatrin nehéz 

láncának kifejeződését csökkentettük siRNS segítségével. A Western blot eredmények a 

klatrin nehézlánc szintjének kb. 50%-os csökkenését mutatták ki (25. ábra, A). 

Eredményeink azt mutatták, hogy a klatrin nehézlánc elleni siRNS-sel transzfektált 

sejtekben jelentősen kisebb mértékben alakul ki a Halo-CB1R konstitutív endocitózisa 6 óra 

alatt a kontroll siRNS-sel transzfektált sejtekhez képest (25. ábra, B). Ugyanez érvényesült 

az inkubáció utolsó fél órájában, WIN55-tel létrehozott internalizáció esetében is (25. ábra, 

C). Ez arra utal, hogy a CB1R internalizáció mindkét formája klatrin részvételével zajlik. 
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25. ábra A CB1R konstitutív internalizációját gátolja a klatrin nehézlánc-specifikus siRNS 

A, A Western blot vizsgálatok a klatrin nehézlánc (klatrin NL) fehérje szintjének kb. 50%-os csökkenését 

mutatják a klatrin nehézlánc siRNS-sel transzfektált sejtekben a kontroll siRNS-sel transzfektált sejtekhez 

képest. n=3. B, HeLa sejteket transzfektáltunk Halo-CB1R-ral és kontroll vagy klatrin nehézlánc-specifikus 

siRNS-sel, majd a sejteket konfokális mikroszkóppal vizsgáltuk 15 perc Halo-Alexa488 festés, és és 5 óra 45 

perc 37°C-on, 5% CO2 melletti inkubációt követően. Jelentős mennyiségű sejten belüli receptort láthatunk a 

kontroll sejtekben, a klatrin nehézlánc siRNS-sel transzfektált sejtekben azonban nem. A konfokális adatok 

számszerűsítése az intracelluláris (IC)/teljes sejt fluoreszcencia-hányados segítségével szignifikáns 

különbséget mutat a kontroll és a klatrin NL siRNS-sel transzfektált sejtek között. C, Ugyanezekben a 

kísérletekben a kontroll vagy klatrin NL siRNS-sel transzfektált HeLa sejteket 5 óra 15 percig inkubáltuk 

37°C-on, 5% CO2 mellett, amit 15 perc Halo-Alexa488 festés, majd 30 perc WIN55 (10 µM) kezelés követett. 

A kontroll sejtekben jelentős mennyiségű internalizálódott receptor látható, a klatrin NL siRNS-sel 

transzfektált sejtekben azonban nem. Az adatok számszerűsítése azt mutatja, hogy a WIN55-indukált 
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internalizáció az 5 óra 30 perces inkubációt követően szignifikánsan csökkent a klatrin NL siRNS-sel 

transzfektált sejtekben. Lépték: 10 µm. Az adatokat átlag ± SEM formában ábrázoltuk, n=3, *p<0,05 
 

5.3. A konzervált DRY motívum szerepének vizsgálata a CB1R 
működésében 
 

5.3.1. Mutációk létrehozása a CB1R DRY régiójában 
 

A konzervált DRY régió szerepét a CB1R működésében úgy kívántuk vizsgálni, 

hogy a három érintett aminosavat (irányított mutagenezis segítségével) valamennyi 

lehetséges (egyes, kettes és hármas) kombinációban alaninra cseréltük. Így az első 

vizsgálatokat a vad típusú CB1R mellett hét mutánssal végeztük: (a Ballesteros-Weinstein 

számozás alapján) CB1R-D3.49A, CB1R-R3.50A, CB1R-Y3.51A, CB1R-R3.50A/Y3.51A, 

CB1R-D3.49A/Y3.51A, CB1R-D3.49A/R3.50A, CB1R-D3.49A/R3.50A/Y3.51A. A 

mutánsokat a továbbiakban az egyszerűbb azonosítás kedvéért (a fenti felsorolás 

sorrendjében) a CB1R-ARY, CB1R-DAY, CB1R-DRA, CB1R-DAA, CB1R-ARA, CB1R-

AAY és CB1R-AAA elnevezésekkel jelöljük. Kísérleteinket CHO sejtekben végeztük, 

melyek endogén CB1R-t nem fejeznek ki, és ennek megfelelően kontroll kísérleteinkben 

egyik kísérleti felállásban, egyik CB1R ligandra sem láttunk jelentős változást a receptorral 

nem transzfektált sejtekben (az adatokat nem mutatjuk). 

 

5.3.2. A DRY mutáns CB1R-ok plazmamembránon való kifejeződésének 
vizsgálata 
 

Mielőtt részletesebben megvizsgáltuk volna a mutáns CB1R-ok jelátviteli 

tulajdonságait, ellenőrizni kívántuk, hogy az egyes mutációk nem befolyásolják-e a 

receptor plazmamembránra való megfelelő kijutását. Ehhez a sejtekben kifejeztük a 

receptorok mVenus-szal jelölt formáit, és a sejteket konfokális mikroszkóp alatt elemeztük. 

A CB1R ezekben a sejtekben nyugalmi körülmények között a plazmamembránon, valamint 
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sejten belüli vezikulumokban helyezkedik el, ami egybevág a receptor konstitutív 

internalizációjával (26. ábra, A). Fontos megfigyelés volt, hogy a D3.49A mutáció 

önmagában jelentősen rontotta a CB1R plazmamembránon való elhelyezkedését, az érintett 

receptorok (CB1R-ARY és CB1R-ARA) többsége a sejtek endoplazmás retikulumában 

halmozódott fel (26. ábra, B és F). Érdekes módon a D3.49A mutációnak ezt a hatását az 

R3.50A együttes mutációja kivédte, hiszen mind a dupla mutáns CB1R-AAY, mind a tripla 

mutáns CB1R-AAA megfelelően kijutott a plazmamembránra (26 ábra, G és H). A többi 

mutáns, azaz a CB1R-DAY, a CB1R-DRA és a CB1R-DAA a konfokális felvételek alapján 

a vad típusú receptorhoz megközelítőleg sejten belüli eloszlást mutatott (26. ábra, C, D és 

E).  

 

 
26. ábra A vad típusú és mutáns CB1R-mVenus variánsok sejten belüli eloszlása 

A-H, Az mVenus-szal jelölt CB1R variánsokat kifejező CHO sejtekről készült konfokális mikroszkópos 

felvételek. A, CB1R-mVenus; B, CB1R-ARY-mVenus; C, CB1R-DAY-mVenus; D, CB1R-DRA-mVenus; E, 

CB1R-DAA-mVenus; F, CB1R-ARA-mVenus; G, CB1R-AAY-mVenus; H, CB1R-AAA-mVenus. Lépték: 10 

µm. I, Az mVenus-szal jelölt CB1R variánsok plazmamembránon elhelyezkedő hányadát tükröző PM/összes 

receptor BRET értékek. A 0% a BRET interakció teljes hiányát, a 100% a vad típusú CB1R-mVenus-hoz 

tartozó értéket mutatja. Az adatokat átlag ± SEM formában ábrázoltuk, n=3, *p<0,05, ns: nem szignifikáns. 
 

Mivel a konfokális képek elemzése sok esetben nem eléggé érzékeny a receptorok 

eloszlásában mutatkozó finomabb különbségek kimutatásához, ezért egy jobban 

számszerűsíthető, érzékenyebb módszert is alkalmaztunk a receptorok plazmamembránon 

való elhelyezkedésének meghatározására: BRET-et mértünk az mVenus-szal jelölt 

receptorok és a plazmamembránhoz irányított Sluc fehérje között (ld. 14. ábra). A nem-
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stimulált sejtekben a plazmamembránon elhelyezkedő receptorok arányát a PM/összes 

receptor BRET hányados tükrözi. Kísérleteinkben azt láttuk, hogy ez a hányados a 

mutánsok közül a CB1R-AAY és a CB1R-AAA esetén a vad típusú receptorhoz hasonló, 

míg a CB1R-DAY, CB1R-DRA és CB1R-DAA mutánsok esetén kb. 40%-kal kisebb 

mértékű. A CB1R-ARY és CB1R-ARA mutánsok esetén – a konfokális felvételekkel 

összhangban – a plazmamembrán lokalizáció szinte teljes megszűnését tapasztaltuk (26. 

ábra, I). 

Mivel a fentiek alapján a CB1R-ARY és a CB1R-ARA mutánsok 

plazmamembránon való kifejeződése jelentős zavart szenvedett, ezért a további vizsgálatok 

során ezt a két mutánst nem jellemeztük részletesebben. 

  

5.3.3. A DRY mutáns CB1R-ok működésének jellemzése 
 

5.3.3.1. A CB1R-DAY mutáns jellemzése 
 

Az R3.50 a DRY motívumon belül is a legkonzerváltabb aminosav, így először a 

CB1R-DAY mutáns működését vizsgáltuk meg. A receptor G-fehérje aktivációját 

közvetlenül mértük, a heterotrimer Go-fehérje alegységek (αo-Rluc és YFP-β1γ11) közötti 

BRET változások követésével (ld. 11. ábra), melyeket a vad típusú vagy a mutáns CB1R-ral 

együtt fejeztünk ki CHO sejtekben. A szintetikus CB1R-agonista WIN55-tel, illetve az 

endokannabinoid 2-AG-val készült Go BRET dózis-hatás görbék azt mutatták, hogy a 

CB1R-DAY G-fehérje aktiválási képessége a vad típuséhoz képest csökkent, de nem szűnt 

meg teljesen. Továbbá a CB1R-DAY a CB1R-hoz hasonló mértékű bazális aktivitást 

mutatott (27. ábra, A és B). Az EC50 értékek is hasonlóak voltak a két receptor esetében, 

ami arra utal, hogy az R3.50A mutáció nem változtatta meg jelentősen a receptor G-fehérje 

iránti affinitását (4. táblázat). 

A továbbiakban a CB1R-DAY β-arresztin kötését vizsgáltuk meg. GFP-vel jelölt β-

arr2-t (β-arr2-GFP) fejeztünk ki CHO sejtekben a vad típusú vagy mutáns CB1R-ral, és a β-

arr2-GFP elhelyezkedését elemeztük konfokális mikroszkóppal. Érdekes módon azt 
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figyeltük meg, hogy a CB1R-DAY-t kifejező sejtekben a β-arr2-GFP már nyugalmi 

körülmények között is pontszerű struktúrákban volt jelen a plazmamembránnál, ami a 

CB1R-DAY megnövekedett bazális β-arr2 kötésére utal (27. ábra, E és G). Hasonló bazális 

β-arr2 kötést a vad típusú receptor esetében nem tudtunk megfigyelni (27. ábra, C). Ez a 

bazális kötés egy parciálisan aktív receptor-konformáció következménye volt, ugyanis a 

sejtek inverz agonista AM251-gyel történő kezelése (10 µM, 10 perc) a β-arr2-GFP pöttyök 

többségének plazmamembránról való eltűnését eredményezte (27. ábra, H). 

 

 
27. ábra A CB1R-DAY mutáns működésének elemzése 

A-B, Dózis-hatás görbék, melyek a vad típusú CB1R (szürke görbék), ill. a CB1R-DAY (fekete görbék) Go-

fehérje BRET válaszát mutatják CHO sejtekben, bazális és különböző WIN55-tel (A) vagy 2-AG-val (B) 

stimulált körülmények között. A 0% a receptorok teljesen inaktív állapotát jelöli, amit inverz agonista 

(AM251, 10 µM) kezeléssel értünk el, míg a 100% a vad típusú CB1R maximális WIN55 (A), ill. 2-AG (B) 

által létrehozott válaszának (Emax) felel meg. Az adatokat átlag ± SEM formában ábrázoltuk, n=3-8. C-H, 

Konfokális felvételek, melyek a β-arr2-GFP elhelyezkedését mutatják vad típusú CB1R-t (C és D) vagy 

CB1R-DAY-t (E-H) kifejező CHO sejtekben, kontroll körülmények között (C, E és G), ill. 10 perces WIN55 

(1 µM, D és F) vagy AM251 (10 µM, H) kezelést követően. A nyilak a plazmamembránnál elhelyezkedő β-

arr2-GFP pontokat mutatják. Az ábrán legalább négy független kísérletből származó reprezentatív felvételek 
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láthatók. Lépték: 10 µm. I-J, Dózis-hatás görbék, melyek a β-arr2 BRET választ (azaz a β-arr2 

plazmamembránhoz történő kihelyeződését) mutatják vad típusú CB1R-t (szürke görbék), ill. a CB1R-DAY-t 

(fekete görbék) kifejező CHO sejtekben, bazális és különböző WIN55-tel (I) vagy 2-AG-val (J) stimulált 

körülmények között. A 0% a receptorok teljesen inaktív állapotát jelöli, amit inverz agonista (AM251, 10 

µM) kezeléssel értünk el, míg a 100% a vad típusú CB1R maximális WIN55 (I), ill. 2-AG (J) által létrehozott 

válaszának (Emax) felel meg. Az adatokat átlag ± SEM formában ábrázoltuk, n=4-7. 

 

 

4. táblázat A különböző CB1R variánsok Go BRET és β-arr2 BRET dózis-hatás görbéinek 

paraméterei 

A bazális és Emax értékeket a vad típusú CB1R Emax értékének %-ában adtuk meg. Az adatokat átlag ± 

SEM formában ábrázoltuk, n=3-8. *p<0,05 a vad típusú CB1R-hoz képest. n.d. – nem detektálható 

 Go BRET 
 WIN55 2-AG 

Receptor pEC50 bazális Emax pEC50 bazális Emax 
vad típusú CB1R -7,9±0,1 37±2 100 -7,4±0,1 50±2 100 

CB1R-DAY -7,9±0,2 37±4 83±4* -7,4±0,3 42±6 78±4*
CB1R-DRA -6,8±0,3* 66±3* 97±4 -7,5±0,2 64±2* 87±1*
CB1R-DAA -7,3±0,2 44±3 75±3* -7,3±0,4 54±4 73±2*
CB1R-AAY -7,2±0,2* 0±4* 64±4* -7,0±0,2* 17±4* 78±4*

 β-arr2 BRET 
 WIN55 2-AG 

Receptor pEC50 bazális Emax pEC50 bazális Emax 
vad típusú CB1R -6,8±0,1 1±3 100 -5,5±0,0 2±1 100 

CB1R-DAY -7,5±0,2* 25±4* 62±3* -6,7±0,3* 17±4* 45±3* 
CB1R-DRA -7,2±0,2* 14±2* 43±2* -6,4±0,2* 10±2* 35±2* 
CB1R-DAA > -5,0* 21±2* n.d. > -4,5* 15±5* n.d. 
CB1R-AAY -7,2±0,1* 33±11* 284±10* -6,2±0,1* 26±6* 145±8*

 

Az agonista WIN55 hozzáadása után (1 µM, 10 perc), további β-arr2-GFP 

kihelyeződés volt megfigyelhető a CB1R-DAY esetében, azonban ez nem érte el a CB1R β-

arr2-GFP kötésének mértékét (27. ábra, D és F). 

Azért, hogy a β-arr2 kötést pontosabban, számszerűsíthető módon is megvizsgáljuk, 

a β-arr2 membránhoz való kihelyeződését a β-arr2-Rluc és a plazmamembránhoz irányított 
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mVenus (MP-mVenus) közötti BRET változásokon keresztül mértük (ld. 13. ábra). Ezzel a 

kísérleti felállással lehetséges a vizsgált receptor β-arr2 kötésének vizsgálata anélkül, hogy 

magát a receptort közvetlenül megjelölnénk. Ez előnyös megoldás, hiszen így a mért BRET 

jeleket nem befolyásolják az esetleges orientációs változások, amiket a receptorokba bevitt 

mutációk hozhatnak létre. Továbbá az így mért BRET-et kizárólag a plazmamembránon 

elhelyezkedő receptorok befolyásolják, azaz a BRET hányadost nem zavarja a sejten belül 

elhelyezkedő receptorpopuláció. 

A fenti β-arr2 BRET felállásban WIN55-tel felvett dózis-hatás görbék összhangban 

voltak a konfokális mikroszkóppal nyert adatokkal, azaz látható volt a CB1R-DAY 

megnövekedett bazális β-arr2 kötése, illetve az agonista hatására létrejövő csökkent β-arr2-

kihelyeződés (27. ábra, I). Hasonló eredményeket kaptunk az endokannabinoid 2-AG-val 

történő stimulálás esetén (27. ábra, J). 

 

5.3.3.2. A CB1R-DRA mutáns jellemzése 
 

A DRY motívum három aminosava közül az Y3.51 a legkevésbé konzervált, és 

viszonylag keveset tudunk a 7TMR-ok működésében betöltött szerepéről. Azért, hogy a 

CB1R szabályozásában játszott szerepéről információt nyerjünk, megvizsgáltuk a CB1R-

DRA mutánst is a fent leírt kísérleti felállásokban. Miközben a receptor maximális G-

fehérje aktivációja csak kis mértékben csökkent (azaz az Emax csökkenése csak a 2-AG 

esetében mutatkozott szignifikánsnak), a G-fehérje BRET dózis-hatás görbék sajátos 

módon azt mutatták, hogy ez a mutáns jelentősen magasabb bazális G-fehérje aktivációval 

rendelkezik, mint a vad típusú CB1R (28. ábra, A és B, 4. táblázat).  
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28. ábra A CB1R-DRA mutáns működésének elemzése 

A-B, Dózis-hatás görbék, melyek a vad típusú CB1R (szürke görbék), ill. a CB1R-DRA (fekete görbék) Go-

fehérje BRET válaszát mutatják CHO sejtekben, bazális és különböző WIN55-tel (A) vagy 2-AG-val (B) 

stimulált körülmények között. A 0% a receptorok teljesen inaktív állapotát jelöli, amit inverz agonista 

(AM251, 10 µM) kezeléssel értünk el, míg a 100% a vad típusú CB1R maximális WIN55 (A), ill. 2-AG (B) 
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által létrehozott válaszának (Emax) felel meg. Az adatokat átlag ± SEM formában ábrázoltuk, n=4-8. C-F, 

Konfokális felvételek, melyek a β-arr2-GFP elhelyezkedését mutatják CB1R-DRA-t kifejező CHO sejtekben, 

kontroll körülmények között (C és E), ill. 10 perces WIN55 (1 µM, D) vagy AM251 (10 µM, F) kezelést 

követően. A nyilak a plazmamembránnál elhelyezkedő β-arr2-GFP pontokat mutatják. Az ábrán négy 

független kísérletből származó reprezentatív felvételek láthatók. Lépték: 10 µm. G-H, Dózis-hatás görbék, 

melyek a β-arr2 BRET választ (azaz a β-arr2 plazmamembránhoz történő kihelyeződését) mutatják vad típusú 

CB1R-t (szürke görbék), ill. a CB1R-DRA-t (fekete görbék) kifejező CHO sejtekben, bazális és különböző 

WIN55-tel (G) vagy 2-AG-val (H) stimulált körülmények között. A 0% a receptorok teljesen inaktív állapotát 

jelöli, amit inverz agonista (AM251, 10 µM) kezeléssel értünk el, míg a 100% a vad típusú CB1R maximális 

WIN55 (G), ill. 2-AG (H) által létrehozott válaszának (Emax) felel meg. Az adatokat átlag ± SEM formában 

ábrázoltuk, n=4-7. 
 

A konfokális mikroszkópos elemzés során azt láttuk, hogy – a CB1R-DAY-hoz 

hasonlóan – a CB1R-DRA-nál is megjelenik a bazális β-arr2 kötés (28. ábra, C és E), amit 

az inverz agonista kezelés lecsökkent (28. ábra, F). Az agonista-indukált β-arr2-GFP 

kihelyeződés a plazmamembránhoz igen gyenge volt (28. ábra, D). A β-arr2 BRET analízis 

ezúttal is összhangban volt a konfokális adatokkal, azaz a dózis-hatás görbe emelkedett 

bazális β-arr2 kötést mutatott, az agonista-indukált β-arr2 kihelyeződés pedig jelentősen 

gyengült (28. ábra, G és H). 

 

5.3.3.3. A CB1R-AAY mutáns jellemzése 
 

A továbbiakban a dupla mutáns CB1R-AAY jelátviteli tulajdonságait elemeztük. A 

G-fehérje aktivációt ezúttal is a fent leírt BRET próba segítségével követtük. A dózis-hatás 

görbéket elemezve látszott, hogy a CB1R-AAY-nak csökkent a G-fehérje aktiválási 

képessége, ami mind az Emax értékekben, mind pedig a pEC50 értékekben tükröződött. Ezen 

felül a CB1R-AAY bazális G-fehérje aktivációja jelentős mértékben csökkent (29. ábra, A 

és B, 4. táblázat). A CB1R-AAY β-arr2 kötését szintén először a receptor és a β-arr2-GFP 

együttes kifejezésével vizsgáltuk konfokális mikroszkópban. Azt láttuk, hogy a CB1R-

DAY-hoz és a CB1R-DRA-hoz hasonlóan a CB1R-AAY is a plazmamembránhoz gyűjti a 

β-arr2-GFP-t nem stimulált sejtekben (29. ábra, C és E).  
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29. ábra A CB1R-AAY mutáns működésének elemzése 

A-B, Dózis-hatás görbék, melyek a vad típusú CB1R (szürke görbék), ill. a CB1R-AAY (fekete görbék) Go-

fehérje BRET válaszát mutatják CHO sejtekben, bazális és különböző WIN55-tel (A) vagy 2-AG-val (B) 

stimulált körülmények között. A 0% a receptorok teljesen inaktív állapotát jelöli, amit inverz agonista 

(AM251, 10 µM) kezeléssel értünk el, míg a 100% a vad típusú CB1R maximális WIN55 (A), ill. 2-AG (B) 

által létrehozott válaszának (Emax) felel meg. Az adatokat átlag ± SEM formában ábrázoltuk, n=3-8. C-F, 
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Konfokális felvételek, melyek a β-arr2-GFP elhelyezkedését mutatják CB1R-AAY-t kifejező CHO sejtekben, 

kontroll körülmények között (C és E), ill. 10 perces WIN55 (1 µM, D) vagy AM251 (10 µM, F) kezelést 

követően. Az ábrán három független kísérletből származó reprezentatív felvételek láthatók. Lépték: 10 µm. 

G-H, Dózis-hatás görbék, melyek a β-arr2 BRET választ (azaz a β-arr2 plazmamembránhoz történő 

kihelyeződését) mutatják vad típusú CB1R-t (szürke görbék), ill. a CB1R-AAY-t (fekete görbék) kifejező 

CHO sejtekben, bazális és különböző WIN55-tel (G) vagy 2-AG-val (H) stimulált körülmények között. A 0% 

a receptorok teljesen inaktív állapotát jelöli, amit inverz agonista (AM251, 10 µM) kezeléssel értünk el, míg a 

100% a vad típusú CB1R maximális WIN55 (G), ill. 2-AG (H) által létrehozott válaszának (Emax) felel meg. 

Az adatokat átlag ± SEM formában ábrázoltuk, n=4-7. 

 

A bazális β-arr2 kötést az inverz agonista AM251-kezelés ezúttal is visszafordította 

(29. ábra, F). A CB1R agonista WIN55 hozzáadásakor a β-arr2-GFP igen kifejezett 

áthelyeződését láttuk a plazmamembránhoz, gyakorlatilag nem maradt β-arr2-GFP 

fluoreszcencia a citoplazmában (29. ábra, D). Tovább vizsgáltuk a CB1R-AAY β-arr2 

kötését a fent leírt, BRET-alapú módszerrel, és az így kapott WIN55 és 2-AG dózis-hatás 

görbék megerősítették, hogy – a fokozott bazális β-arr2 kötés mellett – ez a mutáns sokkal 

nagyobb mértékben képes serkentést követően β-arr2-t kötni, amit a görbék balra és felfelé 

tolódása jelez (29. ábra G és H, 4. táblázat). 

A tripla mutáns CB1R-AAA jellemzői hasonlóak voltak a CB1R-AAY-hoz, azaz a 

bazális és agonista-indukált G-fehérje aktiváció csökkenése mellett a bazális és serkentést 

követő β-arr2 kötés fokozódását láttuk (az adatokat nem mutatjuk). 

 

5.3.3.4. A CB1R-DAA mutáns jellemzése 
 

A következőkben egy másik dupla mutáns, a CB1R-DAA működésének jellemzőit 

vizsgáltuk meg. A G-fehérje BRET módszerrel kapott dózis-hatás görbéken látszott, hogy a 

CB1R-DAA képes G-fehérjét aktiválni, bár a vad típusú CB1R-nál kisebb mértékben (kb. 

75%-ban). Mindazonáltal a pEC50 értékek és a bazális G-fehérje aktiváció nem változott 

jelentős mértékben (30. ábra, A és B, 4. táblázat). 
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30. ábra A CB1R-DAA mutáns működésének elemzése 

A-B, Dózis-hatás görbék, melyek a vad típusú CB1R (szürke görbék), ill. a CB1R-DAA (fekete görbék) Go-

fehérje BRET válaszát mutatják CHO sejtekben, bazális és különböző WIN55-tel (A) vagy 2-AG-val (B) 

stimulált körülmények között. A 0% a receptorok teljesen inaktív állapotát jelöli, amit inverz agonista 

(AM251, 10 µM) kezeléssel értünk el, míg a 100% a vad típusú CB1R maximális WIN55 (A), ill. 2-AG (B) 

által létrehozott válaszának (Emax) felel meg. Az adatokat átlag ± SEM formában ábrázoltuk, n=4-8. C-F, 
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Konfokális felvételek, melyek a β-arr2-GFP elhelyezkedését mutatják CB1R-DAA-t kifejező CHO sejtekben, 

kontroll körülmények között (C és E), ill. 10 perces WIN55 (1 µM, D) vagy AM251 (10 µM, F) kezelést 

követően. Az ábrán három független kísérletből származó reprezentatív felvételek láthatók. Lépték: 10 µm. 

G-H, Dózis-hatás görbék, melyek a β-arr2 BRET választ (azaz a β-arr2 plazmamembránhoz történő 

kihelyeződését) mutatják vad típusú CB1R-t (szürke görbék), ill. a CB1R-DAA-t (fekete görbék) kifejező 

CHO sejtekben, bazális és különböző WIN55-tel (G) vagy 2-AG-val (H) stimulált körülmények között. A 0% 

a receptorok teljesen inaktív állapotát jelöli, amit inverz agonista (AM251, 10 µM) kezeléssel értünk el, míg a 

100% a vad típusú CB1R maximális WIN55 (G), ill. 2-AG (H) által létrehozott válaszának (Emax) felel meg. 

Az adatokat átlag ± SEM formában ábrázoltuk, n=4-7. 
 

A CB1R-DAA-val együtt kifejezett β-arr2-GFP konfokális mikroszkópos elemzése 

azt mutatta, hogy ez a mutáns, hasonlóan az összes korábban vizsgált DRY mutáns CB1R-

hoz, kontroll körülmények között is köti a β-arr2-t a plazmamembránnál (30. ábra, C és E), 

és ez visszafordítható AM251 kezeléssel (30. ábra, F). Érdekes módon azonban a CB1R 

agonista WIN55 hozzáadását követően semmilyen további β-arr2-GFP kihelyeződést nem 

észleltünk (30. ábra, D). Ezen eredményeket a β-arr2 BRET méréseink megerősítették, 

amennyiben ezek a kísérletek is kimutatták a CB1R-DAA bazális β-arr2 kötését, amely 

azonban agonista hozzáadásával tovább nem fokozható (30. ábra, G). 

 

5.3.4. A DRY mutánsok β-arr1 kötésének vizsgálata 
 

Korábbi méréseink során nem tudtunk szignifikáns β-arr1 kihelyeződést kimutatni a 

vad típusú CB1R ingerlését követően. Ugyanakkor, miután kiderült, hogy a DRY régió 

mutációi jelentős mértékben képesek befolyásolni a β-arr2 kötését, felmerült, hogy ezek a 

különbségek a β-arr1 kötésében is megmutatkozhatnak. Ennek a kérdésnek a vizsgálatára a 

fentihez hasonló BRET-alapú megközelítést használtuk, azaz a β-arr1-Rluc 

plazmamembránhoz való kihelyeződését követtük, és dózis-hatás görbéket vettünk fel 

WIN55-tel, illetve 2-AG-val. 
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31. ábra A CB1R mutánsok β-arr1 kötését bemutató dózis-hatás görbék 

A-B, Dózis-hatás görbék, melyek a β-arr1 BRET választ (azaz a β-arr1 plazmamembránhoz történő 

kihelyeződését) mutatják vad típusú CB1R-t (fekete körök), CB1R-DAY-t (fehér rombuszok), CB1R-DRA-t 

(fehér körök), CB1R-DAA-t (fehér négyzetek), ill. CB1R-AAY-t (fehér háromszögek) kifejező CHO 

sejtekben, bazális és különböző WIN55-tel (A) vagy 2-AG-val (B) stimulált körülmények között. A 0% a 

receptorok teljesen inaktív állapotát jelöli, amit inverz agonista (AM251, 10 µM) kezeléssel értünk el, míg a 

100% a CB1R-AAY maximális WIN55 (A), ill. 2-AG (B) által létrehozott válaszának (Emax) felel meg. Az 

adatokat átlag ± SEM formában ábrázoltuk, n=3. *p<0,05 a vivőanyaggal történő kezeléshez képest. 
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Eredményeink azt mutatták, hogy az agonista-indukált β-arr1 kihelyeződés igen 

alacsony a vad típusú CB1R-t kifejező sejtekben, ami annyit jelent, hogy csupán 2-AG 

kezelés esetén kaptunk statisztikailag jelentős mértékű emelkedést, míg a WIN55 által 

létrehozott változások nem bizonyultak szignifikánsnak (31. ábra, A és B). Érdekes módon 

a CB1R-AAY mutáns jelentősen fokozott β-arr1 kötést mutatott, mind WIN55, mind 2-AG 

serkentés esetén. Mindhárom másik mutáns (CB1R-DAY, CB1R-DRA és CB1R-DAA) 

csupán nem-szignifikáns változásokat hozott létre a β-arr1 plazmamembránhoz történő 

kihelyeződésében. 

 

5.3.5. A CB1R-AAY és a CB1R-DAA mutánsok elfogult jelátvitelének elemzése 
 

A fenti eredmények arra utaltak, hogy a CB1R konzervált DRY motívumában 

létrehozott különböző mutációk eltérően befolyásolhatják ugyanazon receptor G-fehérje 

aktivációját és β-arr2 kötését, és ezáltal jelátvitel-szelektív mutánsok jöhetnek létre. Ez az 

adatok alapján a CB1R-AAY és a CB1R-DAA mutánsok esetén volt a legkifejezettebb. A 

továbbiakban szerettük volna ezt a jelátviteli elfogultságot pontosabb módon is kiértékelni, 

ezért két különböző módszert is alkalmaztunk a kapott adatok elemzésére, melyeket 

Rajagopal és munkatársai javasoltak [220]. Az első az ekvimoláris összehasonlítás volt, 

melynek során az azonos receptornál, ugyanolyan ligand-koncentrációk által kiváltott G-

fehérje és β-arr2 válaszokat ábrázoltuk egymás függvényében. A referencia-receptor, azaz a 

vad típusú CB1R esetében ez az analízis egy hiperbola-szerű alakot ad mind WIN55, mind 

2-AG esetén (32. ábra, A és B, fekete körök). Ez a G-fehérje és a β-arr2 válaszok során 

kapott jel erősítésének különbségét tükrözi. Lényeges, hogy a CB1R-AAY-hoz tartozó 

pontok jelentősen balra tolódtak ezen az ábrán, ami a β-arr2 kötés irányába való 

elfogultságot jelenti (32. ábra, A és B, fehér háromszögek). Továbbá az is látható, hogy a 

CB1R-DAA-hoz tartozó pontok ilyen ábrázolásnál gyakorlatilag egy vízszintes vonal 

mentén helyezkednek el, jelezvén e mutáns G-fehérje aktiváció irányába való elfogultságát 

(32. ábra, A és B, szürke négyzetek). 
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32. ábra A CB1R mutánsok funkcionális szelektivitását bemutató jelátviteli adatelemzés 

A-B, A vad típusú CB1R (fekete pontok), valamint a CB1R-DAA (szürke négyzetek) és a CB1R-AAY (fehér 

háromszögek) mutánsok jelátvitelét összehasonlító ekvimoláris analízis. Minden egyes pont egy adott 

WIN55- (A), ill. 2-AG- (B) koncentrációt tükröz, az ábra az adott koncentráció által kiváltott Go-fehérje 

BRET, ill. β-arr2 BRET válaszokat mutatja egymás függvényében. A CB1R-AAY pontok balra és felfelé 

tolódása a β-arr2 kötés irányába való elfogultságra utal, míg a CB1R-DAA pontok lefelé tolódása a G-fehérje 

irányú elfogultságot jelzi. Az adatokat átlag ± SEM formában ábrázoltuk. C, A vad típusú CB1R, ill. a CB1R-

DAA és a CB1R-AAY mutánsok jelátvitelét összehasonlító ekviaktív analízis. Minden receptor esetén 

 104

DOI:10.14753/SE.2015.1787



meghatároztuk az elfogultsági faktort (β), a WIN55-tel (fekete oszlopok), ill. 2-AG-val (szürke oszlopok) 

készült Go-fehérje BRET, ill. β-arr2 BRET dózis-hatás görbék EC50 és Emax értékei alapján. A β-t leíró pontos 

képletet ld. a Módszerek c. fejezetben. A vad típusú CB1R-t tekintettük referencia-receptornak. A pozitív 

értékek a G-fehérje felé kialakult elfogultságra utalnak, a negatív értékek β-arresztin irányú elfogultságot 

tükröznek. Az adatokat átlag ± SD formában ábrázoltuk. 

 

A másik módszer az ekviaktív összehasonlítás, ahol az egyes receptorok jelátvitelét 

egy úgynevezett elfogultsági faktor (bias factor, β) segítségével jellemezzük, amelyet a G-

fehérje, illetve β-arr2 dózis-hatás görbék EC50 és Emax értékei alapján határozunk meg 

[220]. A referencia-receptor (vad-típusú CB1R) esetén ez az érték definíció szerint 0. A 

CB1R-DAA esetén a β értékek 1,42 és 1,61 voltak (WIN55 és 2-AG esetén, rendre) míg 

ugyanezek az értékek CB1R-AAY esetén -1,54 és -1,42-nek adódtak. Ez (a β faktor 

logaritmikussága miatt) a két receptor több mint 10-szeres elfogultságát jelenti, a CB1R-

DAA esetén a G-fehérje aktiválás, a CB1R-AAY esetén pedig a β-arr2 kötés irányába (32. 

ábra, C). 

 

5.3.6. A CB1R-AAY és a CB1R-DAA mutánsok további jelátvitelének 
vizsgálata 
 

A továbbiakban meg akartuk vizsgálni, hogy a receptor és az elsődleges effektor 

fehérjék (G-fehérje és β-arresztin) kapcsolódásának szintjén talált különbségek 

jelentkeznek-e a CB1R által indított jelpályák későbbi eseményeinél is. Először a 

receptorok Gi/o-mediált jelátvitelét értékeltük ki, a forskolin-indukált cAMP felhalmozódás 

gátlásának mérésén keresztül, amelyhez egy EPAC alapú intramolekuláris BRET szenzort 

használtunk (ld. 16. ábra; [215]). Eredményeink alapján a CB1R már nem stimulált 

állapotban is gátolja a forskolin-indukált cAMP felhalmozódást, és ez jelentősen, valamint 

dózis-függő módon fokozódik WIN55 hatására (33. ábra, A). Lényeges eredmény, hogy a 

G-fehérjék irányába elfogult CB1R-DAA mutáns WIN55-indukált cAMP gátlása kisebb 

mértékűnek bizonyult ugyan, de továbbra is jelen volt a sejtekben, míg a CB1R-AAY – β-

arresztin-szelektivitásával összhangban – nem volt képes gátolni a cAMP felhalmozódását, 

agonista serkentést követően (33. ábra, A). 
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33. ábra A vad típusú és mutáns CB1R-ok további jelátvitelét bemutató funkcionális vizsgálatok 

A, Dózis-hatás görbék, melyek a forskolin-indukált cAMP felhalmozódás gátlását mutatják (az EPAC-alapú 

intramolekuláris BRET szenzorral kapott BRET válaszokon keresztül), vad típusú CB1R-t (fekete körök), ill. 

a CB1R-DAA-t (szürke négyzetek) és a CB1R-AAY-t (fehér háromszögek) kifejező CHO sejtekben, bazális 

és különböző WIN55-tel stimulált körülmények között. A 0% a receptorok teljesen inaktív állapotát jelöli, 
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amit inverz agonista (AM251, 10 µM) kezeléssel értünk el, míg a 100% a vad típusú CB1R maximális WIN55 

által létrehozott válaszának (Emax) felel meg. Az adatokat átlag ± SEM formában ábrázoltuk, n=6. *p<0,05 a 

bazális állapothoz képest, #p<0,05 a vad típusú CB1R-hoz képest. B, A foszforilált ERK1/2 (pERK) és a teljes 

ERK1/2 fehérjék mennyiségének kimutatása Western blottal, vad típusú CB1R-t, CB1R-DAA-t vagy CB1R-

AAY-t kifejező CHO sejtekben, 0, 5 vagy 20 perces WIN55 (1 μM) kezelést követően. Az ábrán négy 

független kísérletből származó reprezentatív felvételek láthatók. C, A Western blot adatok számszerűsítése. A 

0% a háttér intenzitását jelenti, a 100% pedig a vad típusú CB1R esetén, 5 perces WIN55 kezelés után mért 

pERK intenzitásnak felel meg. Az adatokat átlag ± SEM formában ábrázoltuk, n=4, *p<0,05 a vad típusú 

CB1R 5 perces kezeléséhez képest, #p<0,05 a vad típusú CB1R 20 perces kezeléséhez képest. 

 

Mivel néhány nemrég megjelent közlemény szerint a CB1R által létrehozott ERK1/2-

választ – melyet korábban G-fehérje-függő folyamatok eredményének tekintettek [180, 

223, 224] – a β-arresztinek is közvetíthetik [182, 184], meg akartuk vizsgálni, hogy az 

ERK1/2 válaszok milyen korrelációt mutatnak az elfogult CB1R mutánsok β-arresztin 

kötésével, illetve G-fehérje aktivációjával. A vad-típusú CB1R-t kifejező sejtekkel végzett 

Western blot kísérletek a foszforilált ERK1/2 (pERK1/2) mennyiségének erőteljes 

emelkedését mutatták 5 perces WIN55 (1 µM) kezelést követően. Ezen kívül alacsonyabb, 

de továbbra is emelkedett pERK1/2 szinteket észleltünk 20 perces WIN55-kezelést 

követően (33. ábra, B és C). Azt láttuk továbbá, hogy a β-arr2 szelektív CB1R-AAY a vad 

típusú CB1R-hoz hasonló pERK1/2 válaszokat vált ki, mind 5 perces, mind 20 perces 

serkentést követően, míg a G-fehérje szelektív CB1R-DAA mutáns szignifikánsan 

alacsonyabb pERK1/2 választ hozott létre, mint a vad típusú receptor (33. ábra, B és C). 
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6. Megbeszélés 
 

6.1. A CB1R és a β-arresztinek közötti kapcsolat jellemzése  
 

Konfokális mikroszkóppal, illetve BRET módszerrel végzett méréseink azt 

mutatták, hogy a CB1R β-arresztin kötésének affinitása általánosan alacsonynak mondható 

más receptorokéhoz (pl. AT1R, β2AR) képest. Ezen belül a CB1R és a β-arr1 közötti 

kapcsolatot az általunk alkalmazott kísérleti körülmények között sem konfokális 

mikroszkóppal, sem az általában érzékenyebbnek mondható BRET módszerrel nem sikerült 

kimutatnunk, amennyiben azt WIN55 stimulálást követően vizsgáltuk. A későbbi, DRY 

mutánsokkal végzett BRET vizsgálatokban is részben hasonló eredményeket kaptunk, 

vagyis a vad típusú CB1R WIN55-tel történő ingerlése ezen mérésekben sem hozott létre 

szignifikáns mértékű β-arr1 kihelyeződést. Itt azonban a 2-AG kezelést követően 

statisztikailag is jelentős mértékű β-arr1 kötést tudtunk kimutatni.  

A fenti eredmények alapján úgy tűnik, hogy a β-arr1 kötődése a CB1R-hoz igen 

gyenge. Olyannyira, hogy konfokális mikroszkópiával – legalábbis a mi kísérleti 

körülményeink között – még a két fehérje jelentős túlexpresszálása mellett sem tehető 

láthatóvá, az ennél jelentősen érzékenyebbnek tekinthető BRET módszer esetén pedig a 

kimutathatóság határán van.  

Mint a bevezetőben említettük, korábban igen kevés előzetes adat állt rendelkezésre 

a CB1R β-arr1 kötésével kapcsolatban. Egy régebbi tanulmányban Bakshi és munkatársai 

nukleáris mágneses rezonancia (NMR) módszer segítségével igazolták, hogy a CB1R-nak 

egy C-terminális darabja képes kötődni a β-arr1-hez [211]. A fenti eredményeink közlése 

óta további munkacsoportok is vizsgálták a két fehérje kölcsönhatását. Egy nemrég 

megjelent közleményben különböző kannabinoid agonisták funkcionális szelektivitását 

tanulmányozták, és kimutatták, hogy a β-arr1 képes kötődni a CB1R-hoz, ez a kapcsolat 

azonban agonista-függő különbségeket mutat, pl. 2-AG esetén jelentősen nagyobb mértékű, 

mint a WIN55 serkentés hatására [183]. Megjegyzendő, hogy ezeket a méréseket egy β-

arr2-t nem, csak β-arr1-et kifejező sejttípusban végezték. Egy másik, közeltmúltban 
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megjelent tanulmány hasonló eredményeket mutat ki: a WIN55 gyengén, a 2-AG valamivel 

tartósabban fokozza a β-arr1 kötődését a CB1R-hoz, de mindkét esetben csak átmeneti 

kapcsolódásról beszélhetünk [225]. Fenti eredmények annyiban egyeznek a mi adatainkkal, 

hogy a 2-AG nagyobb mértékben (adott esetben kevésbé érzékeny körülmények között is 

kimutathatóan) lehet képes a β-arr1 kihelyeződését serkenteni a CB1R-hoz, mint a WIN55. 

Eredményeink alapján tehát elmondhatjuk, hogy a CB1R alapvetően igen kis 

affinitással köti a β-arr1 izoformát. A kötés erőssége ezen belül a vizsgált sejttípustól, 

illetve az alkalmazott agonistától függően is különbségeket mutathat. 

Az adatokból az is látszik, hogy a CB1R különbséget tesz a két β-arresztin izoforma 

között, amennyiben a β-arr2-t agonista hatására más receptorokhoz képest kisebb 

affinitással köti, a β-arr1-et azonban még ennél is sokkal gyengébben. Továbbá a β-arr2 

kötése is egyértelműen csak a plazmamembrán közvetlen közelében zajlik, endoszómás 

vezikulumokban a β-arr2 nem fordult elő a CB1R-ral együtt. Mindezen eredmények – a két 

β-arresztin izoforma eltérő kötése, erősebb β-arr2 kötéssel, illetve átmeneti, csak a 

plazmamembrán közelében kialakuló kapcsolat – egyértelműen azt mutatják, hogy a CB1R 

a 7TMR-ok „A” osztályába tartozik. Ezt a következtetést, illetve az ehhez vezető részletes 

eredményeket – a 2013-ban megjelent közleményünket megelőzően – nemzetközi 

folyóiratban nem közöltük, de munkacsoportunk egyik tagja, Dr. Turu Gábor 2008-ban írt 

PhD dolgozatában már leírja, mint megállapítást. Ő azonban csak a CB1R és a β-arr2 

kapcsolatának vizsgálatából vonta le ezt a következtetést, és dolgozatában nem is tárgyalta 

részletesen. A dolgozatomban bemutatott, β-arr1-gyel végzett kísérletek lényeges 

kiegészítést jelentenek, és egyben megerősítik az ott leírtakat, miszerint a CB1R a 7TMR-

ok „A” osztályába sorolható β-arresztin kötés szempontjából.  

Eredményünk egyébként jól egybevág azzal a bevezetésben említett elmélettel is, 

mely szerint a 7TMR-ok „A” vagy „B” osztályú viselkedését alapvetően a receptorok C-

terminálisán található Ser/Thr csoportok hiánya vagy jelenléte határozza meg. A CB1R ezen 

régiójában ugyanis csupán egy ilyen csoport fedezhető fel (463-SVSTDTS-469).  

A CB1R „A” osztályú viselkedésének fontos hatása lehet a receptor 

internalizációjára, de-, ill. rezenszitizációjára. Továbbá a CB1R jelátvitelének vizsgálatakor 

is figyelembe kell vennünk ezt a tulajdonságát. A β-arresztin ugyanis – amint a 
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bevezetésben kifejtettük – maga is számos jelátviteli utat elindíthat, és az „A”, illetve „B” 

osztályú β-arresztin kötés ezt a jelátvitelt (pl. a receptorról induló ERK1/2 aktivációt) is 

nagyban befolyásolja (ld. 2.2.3.4. fejezet). Azaz, bár ilyen irányú közvetlen adatok jelenleg 

nem állnak rendelkezésre, igen valószínű, hogy a CB1R által indított ERK1/2 aktiváció 

sejten belüli eloszlását is markánsan befolyásolja a receptor arresztinek iránti affinitása. E 

feltételezések megerősítéséhez természetesen további, közvetlenebb vizsgálatok 

szükségesek. 

 

6.2. A CB1R konstitutív és agonista-indukált internalizációjának 
részletes vizsgálata 
 

A CB1R internalizációjának konfokális mikroszkópos vizsgálatakor a Halo-jelölési 

technikát alkalmaztuk. E módszer alkalmazását érdemes röviden tárgyalni. A 7TMR-ok 

membránforgalmát gyakran követik fluoreszcens fehérjék segítségével, melyeket 

leggyakrabban a receptor intracelluláris, C- terminális végéhez kapcsolnak. Mi is 

alkalmaztunk ilyen variánsokat (pl. CB1R-mCherry, CB1R-mVenus) a receptor 

kifejeződésének, illetve elhelyezkedésének megítélésére. Ugyanakkor az így jelölt 

receptorok internalizációjának láthatóvá tétele, illetve annak pontos elemzése gyakran 

nehézségekbe ütközik, főként a folyamatosan látható sejten belüli receptorpopuláció miatt, 

ami az érésben lévő, vagy az endoszómákban helyet foglaló receptorokat tükrözi. 

Különösen igaz ez a konstitutívan internalizálódó receptorokra, mint amilyen a CB1R is. Ez 

az intracelluláris fluoreszcencia nagy sejten belüli hátteret jelent már a vizsgálat kezdetekor 

is, ami megnehezíti a különböző kezeléseket követő változások pontos kiértékelését. Az is 

komplikálhatja az így nyert adatokat, hogy a receptorok eloszlása a plazmamembrán, illetve 

a sejten belüli vezikulumok között nem csak az internalizáció, hanem a reciklizáció 

sebességétől is függ, azaz mindig e két folyamat aktuális egyensúlyát tükrözi. Ha pedig a 

sejtet pl. antagonistával kezeljük, az elméletileg mindkét folyamatot befolyásolhatja: az 

internalizáció csökkenhet a receptor konstitutív aktivitásának gátlása miatt, illetve a 

reciklizáció is megváltozhat azáltal, hogy a receptor más sejten belüli útvonalakra terelődik. 

Így tehát a C-terminálisan jelölt receptorok mennyiségének mérése a sejtben félrevezető 
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lehet, ha kizárólag a receptor (konstitutív) internalizációját szeretnénk követni. Továbbá 

bizonyos eredmények szerint maga a C-terminális jelölés is megváltoztathatja a CB1R-ok 

sejten belüli forgalmát [207]. Mindezek a nehézségek megoldhatók olyan N-terminális 

jelzőfehérjék alkalmazásával, melyek kovalensen jelölhetők kisméretű, membrán-

impermeábilis fluoreszcens ligandokkal. Ilyen technikát a CB1R internalizációjának 

vizsgálatakor is alkalmaztak már (SNAP- és CLIP-jelölt CB1R-ok [226, 227]). Mi a 

munkánk során egy harmadik variánst, a Halo-jelzést használtuk. Mint arra az Eredmények 

c. fejezetben utaltunk, a Halo-CB1R G-fehérje aktivációja és β-arresztin kötése nem 

változott jelentős mértékben az N-terminális jelölés következtében, így ez a receptor a 

korábban használtakhoz hasonló előnyök mellett alkalmazható a CB1R internalizációjának 

vizsgálatára. 

A domináns negatív β-arr2-vel valamint β-arr2 siRNS-sel végzett konfokális és 

BRET méréseink eredményei arra utalnak, hogy a CB1R agonista-indukált internalizációja 

β-arr2-függő módon megy végbe. Ez nem meglepő eredmény annak tükrében, hogy – 

amint a bevezetőben leírtuk – a β-arr2 és a CB1R közötti kapcsolódást, valamint a β-

arresztinek szerepét a CB1R deszenzitizációjában korábbi tanulmányok már igazolták. Ezek 

után a β-arr2-nek a CB1R endocitózisában betöltött szerepe is logikus és talán egyértelmű 

következménynek tűnik. Mégis fontosnak tartottuk e kérdés részletesebb vizsgálatát, mert 

valójában a fenti vizsgálatok egyike sem szolgált sejtszintű, közvetlen bizonyítékkal arra, 

hogy a β-arresztin kötés szükséges a CB1R internalizációjához. Ennek azért van 

jelentősége, mert több példát is találunk a 7TMR-ok között arra, hogy a β-arresztin kötés és 

a receptor internalizációja párhuzamosan, de valójában egymástól függetlenül vannak jelen. 

Így viselkedik például a PAR1 trombin receptor [53], a CXCR2 kemokin receptor [228, 

229], az FPR N-formil-peptid receptor [230] vagy magas agonista koncentrációk esetén az 

AT1R is [60, 231, 232]. Mindez megadta a kérdés közvetlen vizsgálatának értelmét. 

Eredményeink ugyanakkor egyértelművé tették, hogy a CB1R nem csatlakozik a 7TMR-ok 

imént felsorolt csoportjához. A β-arr2 szerepe a CB1R-ok szabályozásában nem csak a 

receptorhoz való kötődésig és a deszenzitizációig terjed, hanem a receptor serkentést 

követő endocitózisát is irányítja. 
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Ezzel szemben a fenti technikákat alkalmazva – domináns negatív β-arr2 és β-arr2 

siRNS – azt láttuk, hogy a CB1R 6 óra alatt kialakuló konstitutív internalizációja a β-arr2-

től független folyamat. Korábban McDonald és munkatársai vetették fel, hogy a konstitutív 

CB1R internalizáció mechanizmusa nem azonos az agonista-indukált endocitóziséval [187]. 

Jelen munkánk kísérletes bizonyítékokat mutat e felvetés megerősítésére. Ugyanakkor ez a 

típusú szabályozási jelenség nem egyedülálló tulajdonsága a CB1R-nak, hiszen hasonló 

különbségeket írtak le a tónusos és az agonista-indukált internalizáció mechanizmusa 

között más 7TMR-ok esetében is, mint pl. a TP tromboxán A2 receptor [54], az Y1 

neuropeptid Y receptor [72] vagy a mGlu1 metabotróp glutamát receptor [69]. 

Eredményeinkből az is kitűnik, hogy a CB1R spontán internalizációja nem 

egyszerűen a konstitutív aktivitás következménye, hiszen az inverz agonista AM251 

jelenlétében is kialakul, amikor pedig valamennyi receptor inaktív konformációban 

stabilizálódik. Ez összhangban van McDonald és munkatársai adataival, akik nem találtak 

változást a CB1R eloszlásában inverz agonista kezelést követően idegsejtekben [187]. Ezzel 

szemben egy korábbi tanulmány, melyben szintén inverz agonistát használtak [186], illetve 

a munkacsoportunk által korábban közölt adatok, melyekben DAG-lipáz gátlószert 

alkalmaztunk [189], a receptor bazális endocitózisának gátlását mutatták e kezeléseket 

követően. Ez a következmény viszont arra utal, hogy a receptor folyamatos 

internalizációjának mégiscsak a bazális CB1R aktivitás (illetve a bazális 2-AG termelés) 

állhat a hátterében. Mivel pedig az (akár bazálisan) aktivált receptorok β-arr2-függő 

mechanizmussal internalizálódnak, ez utóbbi eredmények ellentétesnek tűnnek a mi jelen 

eredményeinkkel, ahol is azt láttuk, hogy a β-arr2 kifejeződésének vagy működésének 

gátlása nincs hatással a konstitutív internalizációra. Az egyik lehetséges magyarázat a látott 

különbségekre az a korábbi megfigyelésünk, hogy a CB1R bazális aktivitása az érintett 

tanulmányokban használt különböző sejttípusokban eltérő mértékű (saját, nem publikált 

megfigyelés). A másik lehetőség, hogy az inverz agonistával történő gátló kezelés nem 

csupán a receptor aktivitás-függő endocitózisát gátolja, de – lipidoldékony vegyület lévén – 

a sejtbe bejutva komplexebb módon is megváltoztathatja annak sejten belüli mozgását, 

például gyorsíthatja a reciklizációt, és így a receptor aktivitás-függő bazális 

internalizációját ezekben a mérésekben túlbecsülhették. Ebbe az irányba mutat az a 
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megfigyelés is, hogy nyugvó sejtekben nem látunk β-arr2-t a plazmamembránnál. Ez pedig 

arra utal, hogy ott alacsony az aktív receptorok aránya (ld. 17. ábra, E, valamint 27. ábra, 

C). Itt utalok vissza a Halo-technika előnyére, mellyel a sejtfelszíni receptorokat 

szelektíven tudjuk követni, és így a belső kompartmentekből történő hosszabb távú 

kihelyeződés, illetve reciklizáció kevésbé befolyásolja az eredményeket. 

Összességében az itt közölt eredmények – a korábbi adatokkal egybevetve – egy 

olyan modellel vannak összhangban, mely szerint a sejtekben a CB1R folyamatos 

internalizációjának egy bizonyos hányadáért a bazális endokannabinoid-tónus felelős – 

ennek mértéke pedig sejttípusonként változó lehet (pl. a jelen kísérletekben alkalmazott 

HeLa sejtekben kisebb, a más mérésekben használt CHO sejtekben nagyobb). A bazális 

CB1R internalizáció másik (valószínűleg nagyobb) része viszont „valóban” konstitutív, 

azaz független a receptor aktivációjától, és egy olyan mechanizmussal jön létre, mely nem 

igényel β-arr2-t, azaz különbözik az agonista-indukált internalizáció folyamatától. 

Mi lehet ez a mechanizmus? Mint a bevezetőben láttuk, számos lehetőség van a β-

arr2-függő endocitózison kívül, mellyel a 7TMR-ok internalizációja megvalósulhat. 

Kísérleteinkben megmutattuk, hogy a konstitutív CB1R internalizáció az agonista-indukált 

formához hasonlóan (legalább részben) klatrin-függő módon megy végbe. Továbbá 

valószínűleg dinamin is szerepet játszik a folyamatban, emellett szól a klatrin-függő 

endocitózis általánosan elfogadott mechanizmusa, illetve a bevezetőben említett, 

közvetlenül a CB1R-ra vonatkozó korábbi eredmények is [186]. Mint azt szintén a 

bevezetőben ismertettük, a β-arresztintől független, de klatrin-függő internalizáció esetén a 

receptornak rendelkeznie kell egy saját AP-2 kötő motívummal (pl. YXXΦ) [38]. Az AP-2 

komplex, illetve az ahhoz közvetlenül kötődő eps15 fehérje szerepét kimutatták a CB1R 

konstitutív internalizációjában [186], és a receptor aminosav-szekvenciája alapján lehet AP-

2 kötő funkciója az ICL2-es (224-YKRI-227) vagy az ICL3-as (296-YILW-299) hurokban 

található motívumoknak. (E feltételezés bizonyításához természetesen közvetlen 

vizsgálatok szükségesek.) A fentiek alapján tehát a legvalószínűbb, hogy a CB1R 

konstitutív internalizációja az AP-2 közvetlen kötésével, klatrin- és dinamin-függő módon 

zajlik le. Emellett természetesen nem zárható ki más (pl. kaveola-függő) mechanizmusok 

párhuzamos jelenléte sem. 

 113

DOI:10.14753/SE.2015.1787



Bár vizsgálataink céljai között közvetlenül nem szerepelt, mégis érdemes felvetni a 

kérdést: mi lehet valójában a CB1R konstitutív internalizációjának élettani jelentősége? A 

magyarázattal kapcsolatos bizonytalanságra a bevezető fejezetben is rávilágítottam. Bár 

idegsejtekben van elképzelés a jelenség fontosságára – a változó mértékű spontán 

internalizáció áll a receptor megfelelő sejten belüli eloszlásának hátterében – ez azonban 

nem ad teljes magyarázatot. Figyelembe kell vennünk, hogy a CB1R számos nem-

neuronális sejttípusban is kifejeződik, és jelenleg sajnos semmilyen adatunk nincs arra 

vonatkozóan, hogy ezekben a szövetekben milyen mértékű a receptor folyamatos 

internalizációja, illetve, hogy ennek mi lehet a jelentősége. Mindazonáltal több eredmény is 

utal arra, hogy a sejten belüli CB1R-ok működőképessége, aktiválhatósága megtartott [208, 

233]. Mivel a receptor endogén ligandjai is hidrofób természetűek, így ebből a szempontból 

sincs akadálya annak, hogy a sejten belüli vezikulumokban elhelyezkedő receptorról is 

induljon jelátvitel. Ez alapján felmerül, hogy a sejten belüli, illetve a plazmamembránon 

elhelyezkedő receptorpopulációk aktivációja eltérő jelátvitelt indít, és így eltérő 

sejtfunkciókat szabályoz. Így a konstitutív CB1R internalizáció jelentősége abban állhat, 

hogy a belső kompartmentekből, illetve a plazmamembránról induló CB1R-függő jelátvitel 

közti egyensúlyt szabályozza [207]. Természetesen ez a gondolatmenet közvetlen 

bizonyítékokat igényel. Jelen vizsgálataink alapján annyit jelenthetünk ki, hogy a CB1R 

konstitutív internalizációja az agonista-indukált endocitózistól eltérő mechanizmussal jön 

létre, és így valószínűleg élettani szerepe is más. 

 

6.3. A konzervált DRY motívum szerepének vizsgálata a CB1R 
működésében 
 

Vizsgálataink harmadik részében a konzervált DRY motívum szerepét vizsgáltuk a 

CB1R működésének szabályozásában. Az volt a célunk, hogy értékeljük e szekvencia 

szerepét a receptor bazális és agonista-indukált G-fehérje aktivációjában, illetve β-arr2 

kötésében, illetve hogy kimutassuk a receptor e két fő effektor funkciójában kialakuló 

esetleges különbségeket. 
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Érdekes módon a legkonzerváltabb, R3.50-es aminosav alanin-mutációja csak 

mintegy 15%-os csökkenést eredményezett a CB1R G-fehérje kapcsolódásának 

hatékonyságában, a bazális aktivációt, illetve az EC50 értéket pedig nem érintette. Ez 

meglepő eredménynek tűnik, hiszen a kristálystruktúrák elemzése, valamint számos 

mutációs adat utal ezen oldallánc kitüntetett szerepére a 7TMR-ok G-fehérje 

kapcsolódásában. Ugyanakkor több olyan 7TMR létezik, ahol az R3.50 hasonló nem-

konzervatív mutációja nem szüntette meg a G-fehérje aktiválást [6, 8]. Így a CB1R 

valószínűleg a 7TMR-oknak egy olyan alcsoportjába tartozik, ahol ez a konzervált arginin 

nem játszik kizárólagos szerepet a közvetlen receptor-G-fehérje kapcsolatban. 

A vizsgálataink kimutatták továbbá, hogy a CB1R-DAY mutánsnál (vagy bármely 

dupla/tripla mutánsnál, amely tartalmazza ezt a mutációt) megjelenik egy bazális β-arr2 

kötés. Ez jó egyezést mutat korábbi adatokkal, melyek hasonló tulajdonságot jeleztek más 

R3.50 mutáns 7TMR-oknál [234], megerősítve azt az elképzelést, mely szerint ez a 

konzervált arginin valamiképpen megelőzi az arresztin kötést a nyugalmi receptor-

konformációban. A CB1R-DAY és a CB1R-DRA mutánsok esetén történő agonista-

indukált β-arr2 kihelyeződés csökkent volt. Ennek hátterében valószínűleg a két mutáns 

csökkent plazmamembránon való kifejeződése áll (ld. 26. ábra, I). 

A DRY motívum szerepére vonatkozó vizsgálataink legérdekesebb eredménye a két 

dupla mutáns, a CB1R-DAA és a CB1R-AAY működése között talált nagy különbség. Bár 

mindkét mutáns tartalmazza az R3.50A mutációt, és ennek megfelelően bazális β-arr2 

kötést mutat, a további jellemzőiket nagyban befolyásolja a második mutáció 

elhelyezkedése. A D3.49 és R3.50 oldalláncok együttes cseréje domináns-pozitív hatással 

van a receptor β-arr2 kötésére (amit az is alátámaszt, hogy a tripla mutáns CB1R-AAA 

működésében a CB1R-AAY-ra emlékeztet), míg a G-fehérje aktiváció jelentősen csökkent. 

Ezek alapján a CB1R-AAY egy β-arresztin-szelektív mutáns. Érdekes módon a CB1R-

AAY-nak ez a jellemzője hasonlít a korábban leírt elfogult mutáns AT1R-DRY/AAY-ra 

(AT1R-AAY). Ugyanakkor fontos különbség, hogy míg az AT1R-AAY olyan módon β-

arresztin-szelektív, hogy a G-fehérje aktivációja hiányzik, ugyanakkor a β-arresztin kötése 

jelen van, de semmiképpen nem megnövekedett [109, 235], addig a CB1R-AAY úgy 

elfogult a β-arresztin irányába, hogy a β-arresztin kötése jelentősen megemelkedett, 
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miközben G-fehérje aktivációja csökkent, de nem szűnt meg. Kimutatható volt továbbá, 

hogy a CB1R-AAY β-arr1 kötése is erősen megemelkedett a vad típusú receptorhoz képest, 

mind WIN55, mind 2-AG kezelés esetén. Ezek az adatok arra utalnak, hogy a CB1R-AAY 

megnövekedett affinitása mindkét β-arresztin izoforma irányába megmutatkozik. 

Ettől jelentősen eltér a CB1R-DAA mutáns, amely G-fehérje-szelektívnek bizonyult, 

mivel agonista hatására létrejövő β-arresztin kötése gyakorlatilag megszűnt, de továbbra is 

képes volt G-fehérjéket aktiválni, bár csökkent mértékben (a vad típusú CB1R kb. 70%-a). 

Az adataink azt mutatták, hogy ennek a mutánsnak a vad típusú receptorhoz képest kb. 

40%-kal csökkent a plazmamembránon való kifejeződése. Mindazonáltal nem valószínű, 

hogy ez a csökkenés állhatna a β-arresztin kihelyeződés teljes elvesztésének hátterében. A 

receptor-β-arresztin kapcsolódás sztöchiometriája ugyanis jelenlegi elképzelésünk szerint 

1:1 arányú, azaz a plazmamembránon való megjelenés 40%-os csökkenése esetén a β-

arresztin kötésnek is hasonló mértékben kellene csökkennie (amint az a CB1R-DAY és 

CB1R- DRA mutánsok esetén egyébként valószínű). A CB1R-DAA agonista-indukált β-

arresztin kötésének megszűnése tehát nem magyarázható a plazmamembrán-lokalizáció 

csökkenésével. Ezt támasztja alá az is, hogy a CB1R-DAA kimutatható bazális β-arr2 kötést 

hoz létre a plazmamembránnál. 

A korábban elfogult mutánsként leírt 7TMR-ok közé tartozik a bevezetőben is 

említett M3-R3.50L muszkarinos receptor [112], illetve a tripla mutáns β2AR-TYY [111]. 

Érdekes azonban, hogy mindezek a mutánsok (ideértve még a fent említett AT1R-AAY-t is) 

β-arresztin-szelektívek, azaz nem kapcsolódnak G-fehérjéhez, de β-arresztin kötésük 

megtartott, bár csökkent mértékű. Az itt bemutatott CB1R-DAA érdekes ebből a 

szempontból is, hiszen a G-fehérjék irányába elfogult, holott a bevitt mutáció éppen egy 

klasszikus G-fehérje kötő régiót érint. Az is érdekes továbbá, hogy bár a CB1R-DAA 

gyakorlatilag nem képes β-arresztint kötni aktivációt követően, mégis van bizonyos 

mértékű β-arresztin kötés nyugalmi körülmények között. Ez utóbbi valószínűleg az R3.50A 

mutáció jelenlétén múlik, hiszen, mint fent említettük, valamennyi ezt hordozó mutáns 

konstitutívan kötötte a β-arr2-t. A fentiek alapján tehát úgy tűnik, hogy a konzervált arginin 

hiánya önmagában meghatározhat egy olyan receptor-konformációt, amely spontán módon 

köti a β-arr2-t. Másrészről viszont a receptor agonista-indukált β-arr2 kötése továbbra is 
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bármely irányba erősen változhat, a szomszédos oldalláncok együttes mutációjának 

hatására. 

Összefoglalva, a CB1R-AAY és CB1R-DAA mutánsokkal kapcsolatos 

eredményeink erősen valószínűsítenek egy olyan modellt, amely szerint az aktív G-fehérje 

kapcsolt, és az aktív β-arresztin-kötött 7TMR konformációk különböznek. Továbbá a 

konstitutív és az agonista-indukált β-arresztin kötésért felelős receptor-állapotok szintén 

mutathatnak különbségeket. 

Azt is bemutattuk, hogy az agonista-indukált ERK1/2 foszforiláció jó egyezést 

mutat az elfogult CB1R mutánsaink β-arr2 kötésével, sokkal inkább, mint a G-fehérje 

aktivációjukkal vagy a forskolin-indukált cAMP felhalmozódást gátló képességükkel. Ezek 

az adatok konzisztensek a β-arresztin-függő CB1R jelátvitel, azaz a CB1R aktivációját 

követő, β-arr2-mediált ERK1/2 foszforiláció nemrég felvetődött koncepciójával. 

Az itt bemutatott DRY mutánsokkal kapcsolatos egyik legérdekesebb kérdés: 

hogyan (milyen molekuláris szerkezeti átrendeződések következtében) okozhatnak az egyes 

mutációk ilyen nagy különbségeket a CB1R β-arresztin kötésében. A legegyszerűbb 

magyarázat az volna, hogy a DRY motívum mutációi elsősorban a receptor G-fehérje 

kötését érintik, és a β-arr2 kötésre kifejtett hatásaik pusztán másodlagosak, azáltal, hogy a 

G-fehérje és a β-arresztin tulajdonképpen versengenek a 7TMR kötésért. Ha azonban ez 

volna az egyetlen magyarázat, akkor nagyjából fordított arányosságot kellene látnunk a 

különböző mutánsok β-arresztin kötési és G-fehérje aktiválási képessége között, ami 

viszont nem teljesül. Így igen valószínű, hogy a DRY motívumot érintő mutációk a CB1R 

β-arr2 kötését annak G-fehérje aktivációjától függetlenül befolyásolják. Azt a kérdést, hogy 

maga a DRY szekvencia része-e a receptor arresztin-kötő régiójának, jelen eredményeink 

alapján nem lehet egyértelműen megválaszolni. Az általunk alkalmazott mutagenezis 

technika erre nem képes teljesen közvetlen bizonyítékkal szolgálni. Ugyanakkor egyes 

korábbi adatok, melyek azt mutatták, hogy az ICL2-es hurok (és az annak kezdetén 

elhelyezkedő DRY motívum) részét képezi a β-arresztin kötőhelynek, érdekes 

szempontokat adnak hozzá jelen vizsgálatainkhoz [95, 236]. Két további, a közelmúltban 

megjelent vizsgálat is fontos eredményeket mutatott a 7TMR-β-arresztin komplex 

szerkezeti jellemzőivel kapcsolatban. Mindkét említett tanulmány egy fontos 
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kölcsönhatásra mutat rá a β-arresztin flexibilis finger loop hurokrégiója és a receptor aktív 

magja között, a DRY motívum közvetlen részvétele mellett [88, 96]. Ezen tanulmányokkal 

egybevetve az eredményeink jól beleilleszkednek egy olyan modellbe, mely szerint a DRY 

régió közvetlenül érintett a CB1R β-arresztinnel történő kölcsönhatásában. A DRY-ban 

létrehozott mutációk továbbá közvetetten is befolyásolhatják a β-arresztin kötést, mégpedig 

a motívumot követő ICL2 hurokban létrehozott szerkezeti átalakulásokon keresztül, amely 

különböző, akár teljesen ellentétes β-arresztin kötési fenotípusokat eredményezhet. 

Ugyanakkor a fenti jellemzőket szabályozó intramolekuláris kölcsönhatások még 

pontosabb megértéséhez a receptor-arresztin komplexet leíró, nagy felbontású 

kristálystruktúrákra és/vagy kifinomult számítógépes modellekre van szükség. 
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7. Következtetések 
 

Kísérleteink alapján elmondhatjuk, hogy a CB1R és a β-arresztinek közötti 

kapcsolat általánosan alacsony affinitású más 7TMR-okhoz képest. Megerősítettük, hogy a 

CB1R a 7TMR-ok „A” osztályába sorolható, amennyiben a β-arr1 izoformát jelentősen 

kisebb affinitással köti, mint a β-arr2-t, a kötés pedig csak a plazmamembránnál, illetve 

annak közvetlen közelében figyelhető meg, azaz átmeneti jellegű. 

Kimutattuk, hogy a β-arr2 közvetlen szerepet játszik a CB1R agonista-indukált 

internalizációjában, ugyanakkor a receptor konstitutív internalizációja a β-arr2-től független 

mechanizmussal zajlik. Igazoltuk továbbá, hogy mindkét fenti internalizációs útvonal 

klatrin-mediált útvonalon jön létre. 

Részletesen vizsgáltuk a konzervált DRY motívum szerepét a CB1R β-arresztin 

kötésében és G-fehérje aktivációjában. Megállapítottuk, hogy a konzervált R3.50 aminosav 

nem játszik kizárólagos szerepet a receptor G-fehérje kapcsolódásában, valamint az R3.50 

oldallánc hiánya bazális β-arr2 kötés kialakulásához vezet. Kimutattuk továbbá, hogy a 

CB1R-AAY egy β-arresztin-szelektív mutáns, amennyiben β-arr1 és β-arr2 kötése 

jelentősen fokozott, míg G-fehérje aktivációja csökkent. Ezzel szemben a CB1R-DAA 

mutáns jelátvitele a G-fehérjék irányába elfogult, hiszen agonista-indukált β-arresztin 

kötése gyakorlatilag megszűnt, míg G-fehérje aktivációja csökkent mértékben ugyan, de 

továbbra is jelen volt. Fenti eredményeink arra utalnak, hogy a CB1R konzervált DRY 

motívuma nem csak a G-fehérje aktiválásában, hanem a receptor és a β-arresztinek közötti 

kapcsolódásban is fontos szerepet játszik. 
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8. Összefoglalás 
 

A CB1 kannabinoid receptor (CB1R) a 7-transzmembrán receptorok (7TMR-ok) 

családjába tartozik, és fontos szerepet tölt be számos idegi, metabolikus és keringési 

szabályozó folyamatban. A CB1R működését szabályozó molekuláris folyamatok 

megértése ezért nagy jelentőséggel bír. Ismert, hogy a CB1R agonista serkentés hatására 

deszenzitizálódik, majd internalizálódik. Ezen kívül a receptor alapállapotú (konstitutív) 

internalizációt is mutat. A β-arresztin fehérjék (két izoformájuk a β-arr1 és a β-arr2) 

alapvető jelentőségűek a 7TMR-ok fenti – deszenzitizációs és internalizációs – 

folyamataiban. A CB1R esetén azonban nem pontosan ismert, hogy a receptor milyen 

affinitással kötődik az egyes β-arresztin izoformákhoz, illetve, hogy ez a kötődés szerepet 

játszik-e a CB1R agonista-indukált, illetve konstitutív internalizációjában. Továbbá nem áll 

rendelkezésre adat arról, hogy a 7TMR-ok egyik legkonzerváltabb régiója, a „DRY” 

motívum milyen szerepet játszik a CB1R G-fehérje aktiválásában, illetve β-arresztin 

kötésében. Munkánk során a fenti kérdésekre kerestük a választ. 

Kísérleteinkben biolumineszcencia rezonancia energiatranszfer (BRET) mérések és 

konfokális mikroszkópia segítségével kimutattuk, hogy a CB1R a 7TMR-ok „A” osztályába 

sorolható, amennyiben a β-arr2 izoformát jelentősen nagyobb affinitással köti, mint a β-

arr1-et. A kötés pedig csak a plazmamembránnál figyelhető meg, azaz átmeneti jellegű. 

Domináns-negatív konstrukciók, valamint siRNS technika segítségével kimutattuk, hogy a 

β-arr2 szerepet játszik a CB1R agonista-indukált internalizációjában, ugyanakkor a receptor 

konstitutív internalizációja β-arr2-től független mechanizmussal zajlik. Eredményeink 

alapján mindkét internalizációs forma a klatrin részvételével zajlik. A konzervált DRY 

motívum szerepét a CB1R működésében mutáns receptorok segítségével elemeztük, és 

megállapítottuk, hogy a régió különböző mutációival funkcionálisan szelektív – azaz a G-

fehérje aktiválás vagy a β-arresztin kötés irányába elfogult – mutánsok hozhatók létre. Ez 

pedig arra utal, hogy a DRY motívum eltérő módon vesz részt a CB1R G-fehérjéhez történő 

kapcsolódásában és β-arresztin kötésében.  
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9. Summary 
 

The CB1 cannabinoid receptor (CB1R) belongs to the 7-transmembrane receptor 

(7TMR) superfamily, and it plays important roles in several neuronal, metabolic and 

circulatory regulatory processes. Therefore, understanding the molecular processes which 

regulate CB1R function is of great importance. CB1R is known to be desensitized and 

internalized upon agonist stimulus. Besides, CB1R displays basal (constitutive) 

internalization. The β-arrestin proteins (their two isoforms are β-arr1 and β-arr2) are key 

players in the above processes, i.e. in the desensitization and internalization of 7TMRs. 

However, in the case of CB1R, the relative affinities of the receptor towards the two β-

arrestin isoforms, as well as the role of β-arrestins in the agonist-induced and/or 

constitutive internalization of CB1R are not clearly understood. Furthermore, there is no 

current data available on how the ‘DRY’ motif, which is one of the most conserved regions 

in 7TMRs, is implicated in the G protein-activation and β-arrestin binding of CB1R. Our 

goal was therefore to answer these questions. 

In our experiments we demonstrated, using bioluminescence resonance energy 

transfer (BRET) measurements and confocal microscopy, that CB1R can be classified as a 

‘Class A’ 7TMR, i.e. it binds β-arr2 with substantially higher affinity than β-arr1, and the 

binding is transient, i.e. it can be detected only at the plasma membrane. Using dominant-

negative constructs and siRNA technique we showed that β-arr2 is involved in the agonist-

induced internalization of CB1R, whereas the constitutive internalization of the receptor 

occurs via a β-arr2-independent mechanism. Based on our results, clathrin is involved in 

both processes. The role of the conserved DRY motif in CB1R function was analysed using 

mutant receptor variants. We found that distinct mutations of this region can result in 

functionally selective receptor variants, i.e. in mutants that are biased towards G protein 

activation or β-arrestin binding. These data suggest that the DRY motif plays different roles 

in the G protein coupling and β-arrestin binding of CB1R. 
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