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1. Roviditések jegyzéke

2-AG
5-HTyc
7TMR
AMP

AP-2

ARF6
ASK1
ATR
AtT20
AR

B-arrl
B-arr2
BRET

BSA

cAMP
CB|R
CB|R-AAA
CB|R-AAY
CB|R-ARA
CBR-ARY
CB|R-DAA
CB|R-DAY
CB|R-DRA
cGMP
CHO

DAG
DMEM

2-arachidonil-glicerin

2C tipusu szerotonin receptor
7-transzmembran receptor
adenozin-monofoszfat

adapter protein-2

ADP-ribozilacios faktor 6

apoptozis szignal altal regulalt kinaz 1
1-es tipust angiotenzin Il receptor
egér hipofizis sejt

[> adrenerg receptor

B-arresztinl

B-arresztin2

biolumineszcencia rezonancia energiatranszfer
szarvasmarha szérum albumin
3'-5'-ciklikus adenozin-monofoszfat
1-es tipust kannabinoid receptor, CB, receptor
CBR-D3.49A/R3.50A/Y3.51A
CBR-D3.49A/R3.50A
CBiR-D3.49A/Y3.51A
CBiR-D3.49A
CB|R-R3.50A/Y3.51A
CBR-R3.50A

CBiR-Y3.51A

3'-5'-ciklikus guanozin-monofoszfat
kinai horcsog ovarium sejt
diacilglicerin

Dulbecco altal mddositott 6sszetételti Eagle médium
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(Dulbecco's Modified Eagle Medium)

DMSO dimetil-szulfoxid (vivéanyag)
DRY aszparaginsav-arginin-tirozin
DSE depolarizacido-indukalt serkentés-csokkenés (depolarization-

induced suppression of excitation)
DSI depolarizacio-indukalt gatlascsokkenés (depolarization-

induced suppression of inhibition)

ECs félmaximalis effektiv koncentracid

ECLI1-3 1-3. extracelluléris hurokrégio

EPAC cAMP-aktivalt kicserél6 fehérje (exchange protein activated
by ¢cAMP)

epsls epidermalis novekedési faktor receptor szubsztrat 15

ERK extracellularis jel altal regulalt kinaz

F11 patkany embrionalis hatsé gyoki ganglionsejt

FAAH zsirsavamid-hidrolaz (fatty acid amide hydrolase)

FBS magzati borji szérum (fetal bovine serum)

GABA y-amino-vajsav

GASP-1 G-fehérjéhez kapcsolt receptor-asszocialt szortirozé protein-1

GDP guanozin-difoszfat

GEF guanin nukleotid kicseréld faktor (guanine nucleotide

exchange factor)

GFP z01d fluoreszcens fehérje (green fluorescent protein)
GIRK G-fehérjéhez kapcsolt, befelé rektifikald kalium-csatorna
GRK G-fehérjéhez kapcsolt receptor kinaz

GTP guanozin-trifoszfat

Halo-CB;R N-terminalisan HaloTag®-gel jelolt CB;R

HEK?293 human embriondlis vesesejt

HRP tormaperoxidaz (horseradish-peroxidase)

IC intracellularis

ICAM-1 intercelluléris adhézios molekula-1
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ICL1-3 1-3. intracellularis hurokrégio

IxBa NF«B gatlo fehérje a

IL2RPB interleukin-2 receptor 3

JNK c-Jun N-terminalis kindz

LDL kis stirtiségii lipoprotein (low-density lipoprotein)
M; muszkarinos acetil-kolin receptor 3
MAG monoacilglicerin

MAPK mitogén-aktivalt protein kinaz

MEK1 mitogén-aktivalt protein kinaz kinaz 1
MKK4 mitogén-aktivalt protein kindz kinaz 4
MKP7 mitogén-aktivalt protein kindz foszfataz 7
MP-mVenus plazmamembranhoz iranyitott mVenus
MP-Sluc plazmamembranhoz iranyitott Sluc
mVenus monomer Venus

N18TG2 egér neuroblasztoma sejt

NAPE N-arachidonil-foszfatidiletanolamin
NAPE-PLD NAPE-specifikus foszfolipaz D

NAT N-aciltranszferaz

NF«B nuklearis faktor kB

NMR nukledris magneses rezonancia

PARI1 protedz aktivalt receptor-1

PBS foszfat-pufferelt séoldat

PBST 0,05% Tween-20 tartalmt PBS

PCR polimerdz lancreakcid

PI3K foszfatidil-inozitol-3-kinaz

PKA protein kinaz A

PKC protein kinaz C

PLC foszfolipaz C

PM plazmamembran

PVDF polivinilidén fluorid



RET
RFP
Rluc
SDS
SEM
Ser/Thr
Sluc
THC
T™1-7
TPB
TRP
TRPV
WINSS
YFP
YXX®
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rezonancia energiatranszfer

voOros fluoreszcens fehérje

Renilla luciferaz

natrium-dodecil-szulfat

az atlag szorasa (standard error of mean)
szerin/treonin

szuper Renilla luciferaz
A’-tetrahidrokannabinol

1-7. transzmembran hélix

tromboxan A2 receptor 3

tranziens receptor potencial

tranziens receptor potencial vanilloid
WINS55,212-2 (szintetikus CBR agonista)
sarga fluoreszcens fehérje (yellow fluorescent protein)

tirozin-X-X-hidrofoéb aminosavak
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2. Bevezetés

A dolgozatom alapjaul szolgalo kisérletes munka soran a CB,; kannabinoid receptor
(CBJR) ¢és a B-arresztin fehérjék kapcsolatat vizsgaltuk részletesen. Ennek megfeleléen a
bevezetd fejezet legnagyobb részét is e fehérjék mitkodésének, illetve élettani szerepének
bemutatasa alkotja. Mivel a CBjR a 7-transzmembran receptorok (7TMR-ok) csaladjaba
tartozik, igy részletesebb megismeréséhez elengedhetetlen e receptorcsalad alapvetd
szerkezeti és miikddési jellemzdinek bemutatasa. A P-arresztinek pedig alapvetden a
7TMR-ok valaszkészségének szabalyozasi folyamataiban szerepet jatszé fehérjék. Igy e
folyamatok altalanos ismertetése is sziikséges ahhoz, hogy a B-arresztinek mukodését
részletesebben targyalhassuk. Ezért az érintett fehérjék részletes jellemzése eldtt kiilon
fejezetet szentelek a 7-transzmembran receptorok altalanos ismertetésének, érintve e
receptorcsalad alapvetdé szerkezeti ¢és miikodési jellemzdit, valamint bemutatva
valaszkészségiik szabalyozasanak elemeit. Az igy vazolt rendszerbe reményeim szerint
konnyebben illeszthetdk bele a CB R-ral, illetve a B-arresztinekkel kapcsolatos részletesebb
ismeretek, valamint a célkitiizéseink, és a munkank sordn feltart Uj eredmények is

konnyebben értelmezhetdvé valnak.

2.1. A 7-transzmembran receptorok (7TMR-ok) miikodésének
dltalanos jellemzése

A sejtekben elhelyezkedd receptorok feladata, hogy a kiilvilagb6l a sejt
kornyezetébe érkezd jeleket nagy érzékenységgel felfogjak, és ennek hatisara a sejtben
megfeleld bioldgiai valaszreakciot inditsanak el. A 7TMR-ok a plazmamembran receptorok
legnépesebb csaladjat alkotjak, az emberi genomban kb. 950 gén kodol ebbe a csaladba
tartozo fehérjét [1]. Természetesen nemcsak szdmossaguk, hanem az élettani rendszerekben
betdltott szerepiik is fontossa teszi Oket. Valojaban igen nehéz olyan élettani szabalyozo
folyamatot emliteni, amelyben a szovetek, illetve sejtek szintjén a 7TMR-ok ne jutndnak

kiemelt szerephez. A fény-, szag- és izérzékelés, a szivmiikddés és a vérnyomas rovid tava
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szabalyozasa, az idegsejtek kozotti szinaptikus hirkozlés modositasa, vagy példaul a
gyomor-bélrendszeri elvalasztdé miikodések iranyitdsa mind 7TMR-ok kozremiikodésével
zajlik. Ennek tudatadban nem is meglepd az az adat, mely szerint a jelenleg forgalomban
1évo gyogyszereknek kb. fele ilyen receptorok miikddésének modositasaval fejti ki hatasat
[2]. Mindez indokolja a 7TMR-ok szerkezetének ¢és milkddésének egyre jobb

megismerését.

2.1.1. A T7TMR-ok szerkezetének és miikodésének alapjai

A 7TTMR-ok neviiket kémiai szerkezetlikrél kaptak, mivel a csalad minden tagja hét
transzmembran helikalis doménnel rendelkezik (TM1-7), melyeket a sejt belsd és kiilsé
oldalan harom-harom intra-, ill. extracellularis hurokrégi6 (ICL1-3 és ECLI1-3) kapcsol
Ossze egymassal. A receptorfehérje N-terminalis vége az extracellularis tér felé, C-
terminalis vége a citoplazma felé mutat (1. abra).

A 7TMR-ok miikédését leird legegyszeriibb modell szerint ezek a receptorok a
sejtek felszinén alapvetden nyugalmi (inaktiv) éallapotban ,,varakoznak”, majd agonista
ligand érkezése esetén azt nagy érzékenységgel megkdtik, ezaltal aktiv konformécioba
valtanak at, és igy képessé¢ valnak a rajuk jellemzd jelatviteli utak elinditdsara, ami
elsésorban heterotrimer G-fehérjék aktivaciojat jelenti. (Innen szarmazik a csaldd masik

leggyakoribb elnevezése: G-fehérjéhez kapcsolt receptorok).

2.1.1.1. A DRY motivum szerepe a 7TMR-ok miikodésében

A T7TMR-ok mikddésének molekularis szinti megértéséhez fontos, hogy
megismerjik azokat a szerkezeti elemeket, melyek a G-fehérjéhez vald kapcsolodast
meghatarozzak. Ami a receptort illeti, mivel a majdnem ezer 7TMR alig t6bb, mint egy
tucat G-fehérjén keresztiil fejti ki hatdsat (ld. késobb), ezért kell lennie olyan, a
torzsfejlédés soran megorzott, konzervalt strukturaknak, amelyek a G-fehérje-koto és -
aktivald képességet minden ilyen receptor esetében biztositjdk. A rodopszin-szerli (a

7TMR-ok ,,A” csalddjaba tartozo) receptorok esetében a harmadik transzmembran hélix

10
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(TM3) és a masodik intracellularis hurok (ICL2) hataran elhelyezkedd aszparaginsav-
arginin-tirozin aminosav-harmas, az in. DRY motivum a legkonzervaltabb szekvencidk

kozé tartozik (1. dbra).

N-terminus
ECL2 ECL3
ECL1
Extracellularis tér
™1
™2 ™4 (] TMS i
Plazmamembran TM3 TM7

Citoplazma

D D3.49
ICL2

R3.50

ICL1

ICL3

C-terminus

Con \ Y

1. abra A TTMR-ok vazlatos szerkezete

Az abran a 7TMR-ok altalanos szerkezetét, valamint a konzervalt DRY motivum elhelyezkedését tiintettiik
fel. A roviditések magyarazata: TM1-7: 1-7. transzmembran hélix; ECL1-3: 1-3. extracellularis hurokrégio;
ICL1-3: 1-3. intracellularis hurokrégié; D3.49, R3.50, Y3.51: a DRY motivumot alkotd6 harom aminosav
Ballesteros-Weinstein szamozas szerinti eclnevezése. (A Ballesteros-Weinstein szamozas a 7TMR-ok
aminosavait ugy nevezi el, hogy az aminosav egybetiis kodjat kdvetden egy ,,X.YZ” formatumti szamot ad
meg, ahol X a TM hélixet jelenti, YZ pedig a legkonzervaltabb aminosav esetén 50, az ett6l N-terminalisan
elhelyezked$ aminosavak pedig csokkend, a C-terminalisan kovetkezék novekvé szamozast kapnak [3]. Igy
pl. a 3-as hélix legkonzervaltabb aminosava épp az R3.50, ezért az eggyel eldtte talalhaté aszparaginsav a

D3.49-es, az eggyel utana talalhato tirozin az Y3.51-es elnevezést kapta.)

11



DOI:10.14753/SE.2015.1787

Ennek szerepe tehat a receptor aktivalodasdban és G-fehérje kotésében igen hamar
felvetodott, és ezt a feltevést a DRY motivumra irdnyuld szamos biokémiai vizsgalat [4-
10], valamint a kozelmultban leirt, nagyfelbontast rontgen diffrakcios kristalystrukturak
elemzése is nagyrészt alatdmasztja [11]. A jelenlegi elképzelés szerint a 3.50-es arginin
(R3.50), amely a motivumon beliil is a legkonzervaltabb aminosav, nyugalmi allapotban a
receptor inaktiv allapotat stabilizalja, részben ¢éppen a szomszédos aszparaginsavval
(D3.49), részben pedig a hatodik transzmembran hélixben taladlhato aszpartattal (D6.30)
1étesitett sohid-kotések révén. Masrészt az R3.50-t kulcsfontossdginak gondoljak a G-
fehérje a alegységével létrejové kozvetlen kapcsolatban, és ezen keresztil a G-fehérje
aktivalasdban is. A 3.49-es aszparaginsav (D3.49, amely helyett szamos esetben
glutaminsavat taldlunk, azaz E3.49-r6l beszélhetiink) az eldbb emlitett sohid-kotésen
keresztiil valdsziniileg inaktiv konformacioban stabilizélja a receptort. A tirozin (Y3.51)
szerepérOl igen kevés ismerettel rendelkeziink. Rdaddsul ez mutatja a hdrom aminosav
koziil a legkisebb foku megdrzottséget [11, 12].

A fent leirt klasszikus elképzelést alatdmasztdo adatok ellenére a DRY motivum
szerepe tovabbra sem teljesen egyértelmii, ugyanis szamos 7TMR esetében ezen
aminosavak mutacidja csak részlegesen vagy egyaltalan nem hozta 1étre a vart hatasokat —
amely a D3.49 mutacidja esetén a receptor konstitutiv aktivalodasa, R3.50 esetén a G-
fehérje kotési képesség elvesztése lenne [6, 8, 13]. Ez arra utal, hogy bar a motivum
rendkiviili konzervaltsdgot mutat, az egyes receptorokban betoltott szerepe mégsem mindig
teljesen megegyez0, és azt a molekularis mikrokdrnyezet, illetve a receptor masodlagos €s
harmadlagos szerkezete jelentdsen befolydsolhatja [8]. Ezért is érdemes minden vizsgalt

7TMR esetében kiilon-kiilon elemezni ezen aminosavak szabalyozo szerepét.

2.1.1.2. A 7TMR-ok bazalis aktivitasa

Amint azt fentebb emlitettiik, a 7TMR-ok miikddésérdl alkotott hagyomanyos
elképzelés szerint ezek a fehérjék ugy milkddnek, mint egy egyszerii kétallasu biologiai

kapcsold, melynek egy ki- és egy bekapcsolt allapota van, a kettd kozotti atmenetet pedig
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az agonista kotése hozza 1étre. Ez a farmakologiai modell a receptorok ligandjai kozott is
két tipust kiilonbdztetett meg: a receptort aktiv konformacioba allitd agonistakat, valamint a

receptorhoz szintén k6tddo, de azt aktivalni nem képes (kompetitiv) antagonistikat (2. abra,

A) [14].

A Kétallapotu receptormodell

AGONISTA

INAKTIV ALLAPOT ® R* AKTIV ALLAPOT

ANTAGONISTA

B A bazalis aktivitasra épulé receptormodell

NEUTRALIS
ANTAGONISTA

INVERZ l
TELJESEN AGONISTA AGONISTA * TELJESEN

INAKTIV ALLAPOT ® R R™ AkTiv ALLAPOT
BAZALISAN
AKTIV ALLAPOT

2. dbra A T-transzmembran receptorok aktivaltsagi allapotai

A, Az eredeti, kétallapot receptormodell: a receptorok nyugalomban inaktivak, az inaktiv és aktiv
allapotokat pedig az antagonista és agonista ligandok stabilizaljak (rendre). B, A receptorok bazalis aktivitasat
magaban foglalé modell: a receptorok nyugalomban rendelkezhetnek valamekkora bazalis aktivitassal, a
teljesen inaktiv, bazalisan aktiv és teljesen aktiv allapotokat pedig az inverz agonistak, neutralis antagonistak
¢s agonistak stabilizaljak (rendre). Az abran az attekinthetdség kedvéért nem tiintettiik fel a lehetséges tovabbi
részlegesen (parcialisan) aktiv konformaciokat, melyeket parcialis agonistak, illetve parcialis inverz agonistak

képesek stabilizalni.

Az 1980-as évek végén azonban megjelentek az elsd olyan megfigyelések, melyek
szerint bizonyos receptorok agonista jelenléte nélkiil is képesek aktiv allapotba kertilni [15].
Ezt a jelenséget, amelyet mara szamos receptorral kapcsolatban kimutattak, a 7TMR-ok
bazalis aktivitasdnak (mas elnevezéssel: konstitutiv, spontan vagy tonusos aktivitasanak)

nevezziik. A jelenség felfedezése a receptor-allapotokrdl alkotott modellt is megvaltoztatta,
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s ez a kibdvitett modell mar magaban foglalja a 7TMR-ok azon allapotat, amikor agonista
kotése nélkiil is aktivak [16]. E modell szerint a receptorok lehetséges aktivaltsagi szintjei
két végpont (a teljesen aktiv és a teljesen inaktiv allapot) kozott egy spektrumot rajzolnak
ki (2. abra, B). Ezen a skalan a bazalis aktivitast mutatd receptorok alapallapotban is a két
végpont kozott helyezkednek el. A modellvaltas kapcsan a receptorok lehetséges ligandjait
1s ujracsoportositottak [17]. Az agonista vegyiiletek a receptorokat az aktiv konformacioban
stabilizaljak, és igy a teljes aktiv allapot felé mozditjak el az egyensulyi helyzetet (a
maximalis aktivacid6 mértékétdl fliggden ezen belill is megkiilonboztetnek még teljes,
illetve parcialis agonista vegyiileteket). Neutralis (semleges) antagonistdk dnmagukban a
receptorhoz kétédve nem valtoztatjadk meg annak nyugalmi aktivaltsagi allapotat, viszont
megakadalyozzédk mas ligandok kotddését. Az 0 fogalomként bevezetett inverz agonista
molekuldk a receptort az inaktiv konformacioban stabilizaljak, igy az egyensulyi helyzetet
az alapallapotban meglévé aktivitas feldl a teljes inaktiv allapot felé mozditjak el. Erdekes
modon a fenti modellvaltast kovetd részletes farmakodinamikai vizsgalatok soran a
kordbban egyszerlien antagonistaként leirt ligandok legnagyobb része valdjaban inverz
agonistanak bizonyult [18].

Szamtalan tanulmany foglalkozott mar a 7TMR-ok bazalis aktivitasaval. Bar a
jelenség gyakran receptor-mutéacid kovetkeztében alakul ki, illetve tobbnyire mesterséges,
rekombinans rendszerekben vizsgaltak, ¢élettani jelentOségére is utalnak adatok, példaul a
kozponti idegrendszeri 5-HT,c szerotonin receptor, p opioid receptor vagy a CB;

kannabinoid receptor esetében [19].

2.1.2. A TTMR-ok jelatvitele

A 7TMR-ok bioldgiai hatasaikat dontéen a heterotrimer G-fehérjék aktivalasan
keresztiil hozzak létre. A G-fehérjék neve az eredeti ,,guanin nukleotid-kot6 fehérje”
elnevezésbdl szarmazik, hiszen legfontosabb jellemzdjiik, hogy képesek GTP-t, illetve
annak hidrolizisét kdvetden GDP-t kotni, és ez alapvetden hatarozza meg miikodésiiket. A

7TMR-ok altal aktivalt heterotrimer G-fehérjék (a tovabbiakban egyszerlien G-fehérjék)
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harom alegységbdl allnak (a, B, y). Utobbi kettd azonban a G-fehérje mitkodése soran végig
szoros kapcsolatban marad, ezért a miitkodés kapcsan a, illetve Py alegységekrdl beszéliink.
A receptor — G-fehérje kapcsolat miikodését egy jellegzetes ciklussal irhatjuk le, melyben
az inaktiv allapotot az o alegység GDP kotése és a harom alegység Osszekapcsolodasa
jellemzi, mig a receptor aktivalodasakor a G-fehérje konformaciovaltozasa €s az a alegység
GTP kotése kovetkezik be, ami az alegységek szétvalasaval €s kiilonbozo effektor fehérjék
aktivalasaval jar egyiitt. Amennyiben a receptor Ujra inaktiv allapotba kertil, vagy egyéb, a
valaszkészségét szabalyoz6 mechanizmusok (1d. késébb) kdvetkeztében nem képes tovabb
aktivalni a G-fehérjét, a ciklus megreked, és a G-fehérje az inaktiv, GDP-kotott
heterotrimer allapotban stabilizalodik, és ezzel jelatvitele leall.

A G-fehérjéket az o alegység alapjan nevezziik el, és klasszikusan négy csaladba
soroljuk. A csoportositast és az egyes G-fehérjékre jellemzd legfontosabb hatasokat az 1.

tablazatban [20] foglaltam Ossze.

1. tablazat A heterotrimer G-fehérjék fobb csaladjai és a rajuk jellemzo elsédleges effektorok

G-fehérje csalad Fobb altipusok Elsddleges effektor-mechanizmusok
Gs Gas, Gor Adenilat-ciklaz 1
Giso Goai1, Gai, Gojs Adenilat-ciklaz |, K'-csatornak 1,
Gooa, Gogp Ca’"-csatornak |, cGMP foszfodiészteraz 1,
Goyy, Gogy cAMP foszfodiészteraz 1
Go,
Gogust
Gg11 Gayg, Gayi, Gagg Foszfolipaz CB 1
Gays, Goys
Giois Gayz, Goys RhoGEF-ek 1

A legtobb 7TMR esetében meg lehet nevezni azt a G-fehérje csaladot, amelyhez a
receptor elsédlegesen kapcsolodik, igy beszélhetiink Gs-, Gin- Ggi1-, €és Gioiz-kapesolt
receptorokrdl. Ez azonban a valds helyzet leegyszeriisitése. Igen sok receptorrol ismert

ugyanis, hogy az elsddlegesen aktivalt csaladon tal tovabbi G-fehérjékhez is képes
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kapcsolodni, és bioldgiai hatdsainak egy részét ezeken keresztiil hozza létre. Az AT,
angiotenzin II receptort (AT;R-t) vagy a B, bradikinin receptort példaul klasszikusan G-
kapcsolt receptoroknak tekintik, azonban mindketté képes aktivalni a Gjy/i3-fehérjéket,
valamint — egyes fajokban, illetve szdvetekben — a Gj-alcsalad tagjait is [21, 22]. Még a
Gs-kapcsolt receptorok prototipusanak tartott B,-adrenerg receptorrdl (BoAR-rol) is leirtak,
hogy képes Gjo-fehérjéket aktivalni, ennek pedig szivizomsejtekben Iehet ¢lettani
jelentSsége [23]. Osszességében tehat nem ritka jelenség a 7TMR-ok kozott, hogy egynél
tobb  G-fehérje csaladhoz kapcsolddhatnak, amit valdsziniileg a sejt-, illetve
szovetkornyezet is befolyasol.

Fontos megjegyezni tovabba, hogy bar a G-fehérjét az a alegység alapjan nevezziik
el, és a fobb hatasokat is ennek megfelelden jellemeziik, a By alegység is képes jelatviteli
hatasokat 1étrehozni — ez azonban jelenlegi tudasunk szerint csak a Gj, tipustt G-fehérjékre
igaz [24] (az 1. tablazatban latott K -csatorna aktivalas és Ca®"-csatorna gatlas példaul By-
fliggd folyamatok). A Py alegység egyébként szintén valtozatos dsszetételli lehet, miutan
Osszesen 5 B és 12 vy alegység létezik (ami elvileg 60-féle kiilonb6zd Py-kombinéciot
jelent). Egyeldre azonban nem pontosan ismert, hogy ez az alegység-Osszetétel milyen
szintll sejt-, illetve szOvetspecificitdst mutat, tovabba az sem, hogy mi a szerepe a G-
fehérjék mikodésének szabalyozasadban [24].

Az utobbi évtizedekben az is vilagossa valt, hogy a 7TMR-ok a klasszikus, G-
fehérje-fiiggd hatasok mellett G-fehérjétdl fiiggetlen jelatvitelre is képesek, és ennek
élettani jelentSségét egyre tobb adat timasztja ala [25]. (Eppen ezért, bar a ,,G-fehérjéhez
kapcsolt receptor” elnevezés tovabbra is altalanosan elterjedt, szdmos szerzd szivesebben
hasznalja a semlegesebb ,,7-transzmembran receptor” elnevezést.) Erdekes modon e
mechanizmusokban egy eredetileg csupan a valaszkészség szabdlyozasaban fontosnak
gondolt fehérjecsalad, a B-arresztinek csaladja tolt be kozponti szerepet [25, 26]. A 7TMR-
ok P-arresztin-fliggd jelatvitele mara a molekularis farmakologiai kutatasok egyik vezetd
témajava valt. A jelenséggel a dolgozat B-arresztinekrdl szolo fejezetében részletesen

foglalkozom.
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2.1.2.1. A 7TMR-ok funkcionalis szelektivitasa — ,, elfogult” jelatvitel

A receptorok miikodésérdl alkotott, fentebb emlitett hagyomanyos elképzelés,
vagyis a kétallapotl receptormodell nem csupan a bazalis aktivitas felfedezése miatt szorult
valtoztatasra. Ez a modell ugyanis feltételezte azt is, hogy a receptoroknak minddssze
egyféle aktiv konformacioja l1étezik, amely minden, a receptor altal elérhetd jelatviteli utat
ugyanolyan erdsséggel indit el [14]. Ennek megfeleléen, amennyiben egy receptor esetleg
tobb kiilonbozd liganddal is aktivalhato, illetve a sejt belseje felé is tobb parhuzamos
jelatviteli utat képes elinditani, akkor is mindig egyféle mintdzat szerint serkenti ezeket az

utakat, fiiggetlentiil attol, hogy épp melyik ligand kotédott hozza (3. abra, A).

A B

Kétallapotl receptormodell Funkcionélis szelektivitas
- kiegyensulyozott jelatvitel - - elfogult jelatvitel -

3. dbra A T7-transzmembran receptorok funkcionalis szelektivitasa

A, Az eredeti, kétallapotii receptormodell, mely a receptorok kiegyenstlyozott jelatvitelét feltételezi: a
receptorok kiilonb6z6 agonistai eltérd farmakodinamikai tulajdonsadgokkal rendelkezhetnek, de mind
ugyanazt az aktiv konformaciot stabilizaljak, és ezaltal egyféle mintazat szerint aktivaljak a receptorrdl induld
jelatviteli utvonalakat. B, A funkcionalis szelektivitast (elfogult jelatvitelt) magaban foglaldé modell: a
kiilonbdz6 agonistak kiilonbozé aktiv konformaciokban stabilizalhatjak a receptort, melyek eltérd mintazat

szerint aktivaljak a lehetséges jelatviteli utvonalakat. A példaban szerepld roviditések magyarazata: Ag4: a
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receptor négy kiilonb6zd agonistdja (a nyilak eltérd vastagsaga az eltéré farmakodinamikai tulajdonsadgokra
utal); S;3: a receptor altal inditott harom kiilonb6z6 jelatviteli Gtvonal (a nyilak vastagsaga €s a betlik mérete

az adott Gtvonal aktivalasanak mértékét tiikrozi).

Ez az elképzelés mara alapvetden atalakult. Az elmult egy-két évtizedben kideriilt,
hogy a 7TMR-oknak nemcsak egy, hanem tobbféle aktiv konformdacidja is Iétezik,
melyeket a receptor kiillonbozd ligandjai eltéré mértékben stabilizdlhatnak. Ezek a
kiilonboz6 aktiv konforméciok azutdn eltérd mértékben, eltérd mintazat szerint képesek a
receptorrol induld egyes jelatviteli utakat aktivalni (3. ébra, B) [27, 28]. A jelenséget
elfogult jelatvitelnek nevezték el (az angol szaknyelvben biased signaling), utalva arra,
hogy egyes ligandok a receptor bizonyos jelpalyait eldnyben részesitik, mig masokat kisebb
hatékonyséaggal aktivalnak, érintetleniil hagynak vagy akar gatolhatnak is. A jelenség masik
gyakori elnevezése a funkcionalis szelektivitas, amely pedig azt tiikkrozi, hogy a receptorok,
illetve a hozzajuk ko6tddo ligandok ,,valogatnak™ a rendelkezésre allo (azaz a receptor altal
egyaltalan létrehozhat6) biologiai hatasok koziil.

Ezek a felismerések hatalmas lendiiletet adtak a molekularis gyodgyszertani
kutatasoknak, és jelenleg is az egyik legmozgalmasabb teriiletet jelentik ebben a
tudomanyagban. Az elfogult jelatvitel jelenségét kihasznalva ugyanis lehetséges olyan
hatoanyagok kifejlesztése, amelyek a receptorhoz kétddve csak a kivant terapids hatast
hozzak létre, a mellékhatasokért felelds jelatviteli utakat azonban nem aktivaljak [29]. Jo
példa erre egy jelenleg mar klinikai kiprébalas alatt allo, 0j tipusi AT;R-blokkold
(TRVO027), amely B-arresztinekre szelektiv miikddésének kdszonhetden pozitiv szivhatasok
mellett képes a vérnyomas-cs6kkentd hatast kifejteni [30]. Szintén korai klinikai fazisba
keriilt az a p-opioid receptorokon haté vegyiilet (TRV130), mely G-fehérje-szelektiv
jelatvitele miatt a morfiumhoz képest kisebb mértékben okoz hanyingert, illetve
1égzésdepressziot, megtartott fajdalomesillapité hatas mellett [31]. Mindkét esetben az
elfogult jelatvitel jelensége irdnyitotta a hatdanyagok kifejlesztését, és ez eredményezi a —
korabbi hasonl6 hatéanyagokéhoz képest — varhatoan kedvezdbb hatds-mellékhatas profilt.

Az elfogult jelatvitelnek azonban nem csak a gyogyszerfejlesztések teriiletén,

hanem élettani rendszereken beliil is lehet jelentésége, hiszen gyakran eléfordul, hogy egy
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adott 7TMR tobbféle endogén liganddal is aktivalhato. Jo példa erre a B,AR, mellyel
kapcsolatban kimutattak, hogy két természetes agonistdja, az adrenalin és a noradrenalin
hasonld, gyakorlatilag maximalis mértékli Gs-fehérje aktivaciot hozott létre a receptoron
keresztiil, azonban internalizacid (receptormediélt endocitozis, 1d. késébb) tekintetében a
noradrenalin jelentdsen kisebb hatékonysagu volt az adrenalinhoz képest [32]. Még
Osszetettebb rendszerrel allunk szemben az immunrendszerben kulcsfontossagi kemokinek
¢s az Oket érzékeld kemokin receptorok esetében, ahol a mintegy 45 kemokin ligand
Osszesen kb. 20 kemokin receptoron keresztiil hozza 1étre hatasait [33]. Ez elsO latasra a
rendszer redundancidjara utal, egy nemrégiben megjelent tanulmany azonban a receptorok
részletes elemzésével kimutatta, hogy szdmos esetben a kiilonb6z6 kemokinek ugyanazon a
receptoron keresztiil eltérd erdsséggel serkentik a kiilonféle jelatviteli eseményeket, ami a
fehérvérsejtek vandorlasara is hatassal lehet [34]. Mindez jol mutatja, hogy a funkcionalis

szelektivitas élettani, korélettani és gyogyszertani szempontbdl is fontos bioldgiai jelenség.

2.1.3. A TTMR-ok valaszkészségének szabalyozasa

Amint azt a 7TMR-okkal kapcsolatos bevezetOben emlitettiik, a sejtek receptoraik
segitségével specifikusan érzékelik a kornyezetiikbol érkezo jeleket, és azokra megfeleld
biologiai valasszal reagdlnak. Emellett azonban a sejtekre az is jellemzd, hogy az egyes
ingerek iranti valaszkészségliket a receptorok befolydsoldsdn keresztiil aktivan
szabalyozzak. Ennek komoly jelentdsége van, mert igy a sejt egyrészt tartds ingerhatds
esetétn megvédheti magat a talingerlést6l, masfelél pedig akar csokkend
hormonkoncentraciok mellett is ugyanolyan vagy akar nagyobb valaszt hozhat 1étre —
mindkét esetre szamos példat talalunk az é€lettani rendszerekben.

A 7TTMR-ok véalaszkészségének befolydsoldsa tomoren Osszefoglalva a sejtfelszini,
aktivalhato receptorok mennyiségének valtoztatasat jelenti. Ez a meghatarozas harom
fontos szabalyozasi szintet foglal magéba (4. abra).

1. A receptorok (Ossz)mennyiségének szabalyozasa a receptorok mint fehérjék

crer
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downregulacionak (receptorszam-csokkentés), ill. upregulacionak (receptorszam-ndvelés)
nevezziik [35].

2. Tovabbi lehetdséget jelenthet ezen belill a sejtfelszini receptorszam valtoztatasa.
A szabalyozas logikaja abbol indul ki, hogy alapvetéen csak a plazmamembranban helyet
foglald receptor képes az inger érzékelésére, a sejten beliili receptorpopulacié nem. A
szabalyozasnak ez a szintje a receptorok internalizaciojan (a plazmamembranrol valo
eltdvolitasan), illetve reciklizacidjan (a plazmamembranba valdé (Ujra)kihelyezésén)

keresztiil valésul meg [36-38].
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Sejtvalasz Sejtvalasz Sejtvalasz Sejtvalasz Sejtvalasz Sejtvalasz

@ 3. Deszenzitizacié
‘ ’ 2. Internalizacio

1. Downregulacié

4. abra A T7-transzmembran receptorok valaszkészségének szabalyozasi lehetoségei

1. Downregulacio — a receptorok sejten beliili lebontasa (degradacidja)/termelésiik gatlasa. 2. Internalizacio —
a receptorok plazmamembranrdl torténd eltavolitasa (sejten beliili vezikulumokba). 3. Deszenzitizacié — a
receptorok jelatvitelének gatlasa, elsésorban sejten belilli régiok foszforilacidjan keresztiil. A zold
haromszogek a receptorhoz kotédd (vagy ahhoz kotddni nem képes) ligandokat szimbolizaljak (a modell
feltételezi, hogy a ligand nem képes atjutni a plazmamembranon). Az abran a konnyebb attekinthetdség

kedvéért csak a valaszkészséget csokkentd folyamatokat tiintettiik fel; az ellentétes iranyu, a valaszkészséget
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novelé folyamatokat — az éabra logikajat kovetve: 1. upregulacid, 2. reciklizacid (externalizécid), 3.

reszenzitizacio — a dolgozat sz6vegében emlitjiik.

3. A harmadik szint a receptorok érzékenységének, aktivalhatosaganak valtoztatasat
jelenti. Még ha a sejt meg is termelte az adott receptort, és az kint is van a
plazmamembranban, akkor is elérheti a sejt — els@sorban a receptor sejten beliili elemeinek
foszforilacidjan keresztiil — hogy az a ligandkotés ellenére ne legyen képes tovabbitani a
jelet [39]. Ez az ,érzéketlenités”, azaz deszenzitizacio, amely természetesen
visszafordithatd jelenség, azaz lehetds€ég van az ¢érzékenység visszanyerésére, a
reszenzitizdciora is, amely szintén §sszetett, pontosan szabalyozott folyamat [37].

Mivel a munkank soran vizsgélt B-arresztin fehérjék a fent leirt szabalyozasi
folyamatok koziil alapvetd szerepet jatszanak a 7TMR-ok deszenzitizacidjaban és
internalizaciojaban [38], ezért az alabbiakban ezen két folyamat részletesebb ismertetésére
keriil sor. A P-arresztinek szerepét itt csak roviden érintem, bdvebben majd az azzal

foglalkozo kiilon fejezetben mutatom be.

2.1.3.1. A 7TMR-ok homolog és heterolog deszenzitizdcioja

A jelenlegi elképzelés szerint a 7TMR-ok deszenzitizacidjanak két alapvetd
formdjat kiilonitjiik el (5. dbra). Homoldg deszenzitizacionak nevezziik azt a szabalyozasi
folyamatot, melynek sordn a receptor azt kovetden vesziti el érzékenyégét, hogy 6 maga
ligandot kotott, és aktiv allapotba keriilt. Ezzel szemben a heterolog deszenzitizaciod
esetében egy madsik receptor aktivalodasa vezet kozvetett mdédon — altaldban az altala
inditott jelpalyan keresztiil — az érzékenység elvesztéséhez, azaz ebben az esetben maga a
deszenzitizalddd receptor nem kotott eldtte ligandot és nem is aktivalodott [39]. Mindkét
folyamatban specifikus kindzok jatszanak fOszerepet, melyek a receptort megfeleld
szerin/treonin  (Ser/Thr)  aminosav-oldallancokon  foszforildljdk  [39]. Homolog
deszenzitizacio esetén a G-fehérjéhez kapcsolt receptor kindazok (GRK-k) végzik ezt a

foszforilaciot [40]. A GRK-k a G-fehérjéhez hasonloan képesek felismerni a receptorok

crer
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foszforildljak a megfeleld helyeken (altalaban a receptor C-termindlis végén, illetve az
ICL3 hurkon) taldlhatdo Ser/Thr oldallancokat (5. abra, A) [41]. A GRK-knak hét
izoforméja ismert (GRK1-7) melyeknek eltérd a szoveti eloszlasuk és a sejten beliili
elhelyezkedésiik, tovabba az is valtozd, hogy egy adott 7TMR-t mely GRK izoformak
foszforilalnak elsésorban [41]. A receptor-foszforilacidé masik lehetséges formaja a
heteroldg deszenzitizacid soran jon létre, ezt a jelpalya altal aktivalt protein kinaz C (PKC)
vagy protein kindz A (PKA) enzimek végzik, fliggetleniil a foszforilalt receptor ligand
kotésétol [42].

A Homoldg deszenzitizacid B Heterolog deszenzitizacio
1. 1.
G-fehérje-fliggd jelatvitel
G-fehérje-figg6 jelatvitel
2.
2.
G-fehérje-fliggd jelatvitel
3.

5. abra A 7-transzmembran receptorok homolég és heterolog deszenzitizacidja
A, Homolog deszenzitizacio, melynek soran a receptor sajat ligandkotése €s aktivacioja kovetkeztében vesziti
el érzékenységét. B, Heterolog deszenzitizacio, melynek soran a receptor egy masik receptor aktivacioja (és

jelatvitele) kovetkeztében vesziti el érzékenységét. A roviditések magyardzata: a, B, y: a heterotrimer G-
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fehérje alegységei; GRK: G-fehérjéhez kapcsolt receptor kindz; P: foszfatcsoport; [B-arr: B-arresztin;
PKA/PKC: protein kinaz A/protein kinaz C. A z6ld/kék haromszdgek a receptorokhoz kotddd ligandokat

szimbolizaljak. A piros szaggatott vonalak a receptor és a G-fehérje kozotti kapcsolodas gatoltsagat jelzik.

A legtobb receptor esetében a GRK-foszforilacids és a PKA/PKC-foszforilacios helyek
legfeljebb részleges atfedést mutatnak [39]. Az érintett oldallancok foszforilacidja mindkét
esetben megakadalyozza a receptor és a G-fehérje kozti tovabbi kapcsolodast, ezéltal a G-
fehérje-fiiggo jelatvitel leallitasat/gatlasat eredményezi. A homolog deszenzitizacié soran
ezen tilmenden B-arresztin kapcsolodik az aktivalt és foszforilalt receptorhoz, ami egyrészt
hozzajarul annak tovabbi deszenzitizacidjdhoz, masrészt pedig fontos szerepe van a

receptor-medialt endocitozis, azaz az internalizaci6 elinditasaban [40].

2.1.3.2. A 7TMR-ok internalizacioja

Az internalizacid sejtbiologiai értelemben a sejtekben zajlé receptor-medialt
endocitdzist jelenti. Amint azt fent emlitettiik, ez egy kdzponti folyamat a plazmamembran
receptorok valaszkészségének szabdlyozdsiban [43]. Szédmos kiillonb6z6 mechanizmus
1étezik, amelyek egy receptor sejtbe vald bekeriilését elindithatjak, illetve vezérelhetik. A
7TMR-ok esetében az internalizacid legaltalanosabb mechanizmusa a klatrin-medialt
endocitozis, melynek 1épéseit a kdvetkezokben részletesen bemutatom (6. abra, 1-3. pont
[37]).

Az internalizaciot kozvetleniil megelozo lépések: az aktivalodott receptor elinditja a
G-fehérje-fiiggd jelatvitelt, az aktiv konformaciot felismeri a GRK, kotddik a receptorhoz
¢s foszforilalja-deszenzitizalja azt ([41], 1d. feljebb). Az aktivalddott és foszforilalt
receptort felismeri a B-arresztin, és kotddik hozza [44]. A tulajdonképpeni internalizacid
ettdl a ponttol kezdddik.

1. A B-arresztin allvanyfehérjeként miikodve a klatrin-burkos godrocskéhez
irdnyitja a receptort. Ennek sordn a B-arresztin a receptoron kiviil a klatrinhoz ¢s az adapter
protein-2 (AP-2) fehérjekomplexhez is kozvetleniil kotddik [45-47]. A klatrin-burok
alegységei a harom nehéz (190 kDa) és harom konnyii (23 kDa) lancbdl felépiild jellegzetes
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haromagu strukturak, a triszkelionok [48]. Ezek az alegységek egymassal 6sszekapcsolodva
hozzak létre a membran belsé felszinén (amely leflizddést kovetden a vezikulum kiilsé
felszinének felel meg) a klatrin halézatot. Az AP-2 egy négy alegységbdl (a. B2, Lo, 62) alld
fehérjekomplex, mely az internalizalodo receptor, a klatrin halozat, a plazmamembran és az
endocitézis egyéb fehérjéi (pl. dinamin, 1d. lent) kozott teremt kapcsolatot [49]. Ezaltal az
AP-2-nek kozponti szerepe van a klatrin-burok membrannal valé stabil kapcsolodasaban, a

receptor vezikulumba torténd iranyitasaban, illetve a lefiiz0dés folyamataban [47, 50].

1. Iranyitas
Jelatvitel a klatrin-burkos
és deszenzitizacid gbdrocskebe

Klatrin-burkos 2. Lefliz6dés
godrocske

3. A vezikulum
lehasitasa

Reciklizald
vezikulum

N Endoszomalis
4. ,Sorting vezikulum

5b. Gyors/lassu a receptor sorsanak
reciklizacio \ eldéntése

Kés6i endoszoma, lizoszéma - J QRGSZGnZiﬁZéCié
[ ]
. &

5a. Degradacio

6. dabra A T-transzmembran receptorok Kklatrin-medidlt internalizici6janak lépései és az
internalizalodott receptor sorsa

Az internalizaciét megelézéen a receptorokrol induld jelatvitelt a deszenzitizacio allitja le, ezutan a
receptorok a klatrin-burkos godrocskékhez iranyitddnak (1.), majd a lefiiz6dést (2.) és a vezikulum lehasitasat
(3.) kovetéen endoszomalis vezikulumokba jutnak. A receptorok a sejten beliili szortirozas (sorting)
eredményeképp degradaciora (5a.) vagy reciklizaciora (5b.) keriilnek. A sejten beliil zajlik az érzékenység

helyreallitasa, a reszenzitizacio is (4a.) A roviditések magyarazata: H: hormon; o, B, y: a heterotrimer G-
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fehérje alegységei; E: a G-fehérje altal aktivalt effektor fehérje; GRK2: G-fehérjéhez kapcsolt receptor kinaz
2; P: foszfatcsoport; B-arr: B-arresztin; AP-2: adaptor protein-2; Dyn: dinamin; PP2A: protein foszfataz 2A.
Az éabra [37] alapjan késziilt.

2. Miutéan a receptor bekeriilt a klatrin-burkos gddrocskébe, a lefiiz6dés tovabb
folytatodik, mig végiil a vezikulum megkozelitéleg gomb alakot vesz fel, és ekkor mar csak
egy vékony szakaszon kapcsolédik a plazmamembranhoz. A membrangorbiilet
megvaltoztatasaért ¢és a  gombalak kialakitasaért  kiilonboz6  citoplazmatikus
struktarfehérjék, illetve a membran lipidosszetételének helyi valtozésai is feleldsek [S1].

3. A lefiiz6dés utolsd, kulcsfontossagu 1épéseként a dinamin GTP-4z fehérje
molekuléris olloként viselkedve, a GTP hidrolizis€bdl nyert energiaval Ilehasitja a

vezikulumot a membranroél, ezzel teljessé téve az internalizaci6 folyamatat [52].

A fenti altalanos mechanizmus mellett tobb 7TMR (pl. a PAR1 proteaz-aktivalt
receptor [53], TPB tromboxan A; receptor [54], a;g-adrenerg receptor [55]) esetében leirtak
olyan internalizacios folyamatot is, mely klatrin-burkos godrocskék segitségével, de B-
arresztintdl fiiggetleniil zajlik le. Ebben az esetben az endocitézis elinduldsat az teszi
lehetdvé, hogy a receptor kdzvetleniil képes kotddni az AP-2 komplexhez, egy sajat AP-2-
kot motivum segitségével. Ilyen motivum az YXX® szekvencia, amely egy tirozinbdl, és
az azt kovetd harmadik helyen egy nagyméretii hidrofob oldallancti aminosavbdl all [38].

A klatrin-fiiggd internalizaciotol teljesen fliggetlen Utvonalon zajlik a kaveolin-
medialt endocitézis. A kaveoldk kesztyliujj-szerien bemélyedd, belsd burok nélkiili,
koleszterinben és szfingolipidekben gazdag strukturak a plazmamembranon, melyeknek az
endocitozis mellett a sejtek jelatvitelében, a koleszterin-anyagcserében, illetve a
tumorképzddésben is bizonyitottdk a szerepét [56, 57]. Legjellemzdbb fehérjéjik a
kaveolin, mely a membranban oligomerizaldédva létrehozza a kaveolak jellegzetes formajat.
A kaveola-fliggd internalizacid soran a receptor — egy jelenleg nem pontosan tisztazott
mechanizmussal — bekertil a kaveolaba, vagy akar mar nyugalomban is ott foglalhat helyet.
A kaveolat — a klatrin-burkos vezikulumhoz hasonléan — a dinamin hasitja le a

plazmamembranrdl, igy létrehozva az endocitotikus vezikulumot [58].
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Léteznek tovabba klatrin- és kaveolin-fliggetlen (de dinamin-fiiggd), valamint
dinamin-fiiggetlen endocitotikus ttvonalak is, ezeket altalaban egy-egy specialis szallitott
fehérje vagy szabdlyozd molekula alapjan irtak le (pl. IL2RpB-utvonal, flotillin-fiiggd
endocitézis) [59]. A pontos mechanizmusukrdl, illetve a 7TMR-ok internalizacidjaban
betoltott szerepiikrdl nagyon kevés adatot ismeriink.

Fontos megjegyezni, hogy egy sejten beliil a kiilonb6z6 endocitotikus utvonalak
alapvetden parhuzamosan miikodnek; sét, szdmos példat taladlunk arra is, hogy ugyanaz a
receptor az internalizacié tobb formajat is igénybe veszi, akar parhuzamosan, akar
kiilonbozé kortilmények hatdsara valtoztatva az endocitézis utjat. Az AT R-rol irtdk le
példaul, hogy kisebb, a fizioldgidshoz kozeli agonista-koncentraciok esetén az altalanos, -
arresztin-fiiggd utvonalon internalizalodik, mig jelentdsen magasabb koncentraciok esetén
az internalizacidja nagyrészt B-arresztintdl fliggetleniil megy végbe [60]. A Bi-adrenerg
receptorrol pedig kimutattak, hogy internalizacidjanak utvonala attdl fiigg, melyik kinaz
végzi a foszforilaciojat: PKA hatasara a kaveoldkba, mig GRK 4ltali foszforilacio esetén a

klatrin-burkos gédrocskékbe keriil a receptor [61].

2.1.3.2.1. Az internalizalodott receptor sorsa, az internalizacio jelentosége

A receptor az internalizaciot kovetéen a korai endoszoémakba keriil, majd
kiilonb6z6, viszonylag jol elkiilonithetd sejten beliili kompartmentek kozott mozog, és ez
az ,,utazas” meghatarozza a receptor tovabbi sorsat is (6. dbra, 4-5. pont) [37, 38]. Az egyik
ut a késdi endoszémakba, majd onnan a lizoszomalis kompartmentek felé vezet, ahol a
receptor lebomlik — ez az 0t tehat a downregulacids szabalyozas része. A masik Gt soran a
receptor a reciklizdldo endoszoma érintésével (lassu reciklizacid), vagy akar anélkiil (gyors
reciklizacid) visszakeriil a plazmamembranba [37, 38]. Fontos eleme a sejten beliili
folyamatoknak, hogy az endoszémakban — a kompartmentek alacsonyabb pH-janak
koszonhetden — a receptor elengedi az addig megkdtott ligand;jat, levalik rola a B-arresztin,
végill pedig protein foszfatizok (pl. a protein foszfataz 2A) defoszforilaljak a

deszenzitizacio soran foszforilalédott oldallancokat, azaz megvalosul a reszenzitizacio. 1gy

26



DOI:10.14753/SE.2015.1787

a reciklizacio soran a receptor a plazmamembranba Ujra érzékeny allapotban keriil vissza
[37].

Ezen a ponton fontos kiegészitést kell tenniink az internalizacié szerepével
kapcsolatban. Eddig ugyanis ugy irtam le az internalizaciét, mint a receptorok
valaszkészségét csokkentd folyamatot. Az itt bemutatottak értelmében azonban ez a
megallapitds nem pontos. Bar altalanossagban igaz, hogy a sejt belsejébe keriilt receptor
tobbé ,,nem latja” a ligandjat, és igy érzékenysége elvész. Raaddsul ezt kovetden akar
véglegesen degradalddhat is, ami nyilvanvaldéan a valaszkészség hosszatava csdkkenését
jelenti. A masik, reciklizacids lehetdéség miatt azonban — mivel ez szorosan kapcsolt az
érzékenység visszanyerésével — az internalizacid tulajdonképpen a reszenzitizacid
feltételének is tekinthetd, és hosszl tdvon éppen a vélaszkészség fenntartisaban jatszhat
szerepet. Ezt azok az eredmények is igazoljak, melyek szerint szamos receptor esetében az
internalizaci6 gatlasa a receptor reszenzitizaciojanak elmaradasat eredményezte [62].

Tovabbi fontos szempontot jelenthet az internalizaciordl alkotott képiinkhoz, hogy
szamos 7TMR (koztik a dolgozatom kozéppontjadban allo6 CBjR is) alapvetden
lipidtermészetti ligandokat érzékel, s mivel ezen anyagok szadmara a plazmamembran nem
jelent fizikai akadalyt, elvileg a sejtbe bekeriilt receptorpopulacio is elérhetd szamukra. E
receptorok internalizacidja igy folosleges Iépés lenne a sejt részérdl, ha ezzel akarna
»eltlintetni” a receptort a ligand el6l. (Erre a kérdésre a CB R-ral kapcsolatban még kitérek
a dolgozat késdbbi részében.)

Osszességében tehat az internalizaciot Gigy irhatjuk le, mint egy bevezetd, de egyben
meghatarozo jelentdségli 1épését annak a folyamatnak, amely soran a rovidtava,
plazmamembranon torténd érzéketlenitést kovetden, a receptor sorsa kozép- és
hosszutavon, a sejt 4ltal ,,jol atgondolt” — azaz pontosan szabalyozott médon — elddl: ez

jelentheti a receptor Gjrahasznositasat, vagy akar végleges eltiintetését, lebontésat is.

2.1.3.2.2. A 7TMR-ok konstitutiv internalizacidja

Az eddigiekben az internalizacié folyamatat mindig a receptor agonista kotésének

¢s aktivalodasanak kovetkezményeként irtam le. Szamos olyan receptor van azonban,
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amely agonista kotésétol fiiggetleniil, alapallapotban is folyamatosan internalizalodik — a
jelenségnek tobb elnevezése is elterjedt: konstitutiv, ténusos, illetve spontan
internalizacionak is nevezik. Bizonyos (els6sorban nem a 7TMR-ok koz¢é tartozo)
receptorok esetében ennek a jelenségnek jol meghatarozott élettani feladata van, mint
példaul a transzferrin receptor esetében, ahol a sejtek ezzel a mechanizmussal veszik fel
folyamatosan a kornyezetiikbol a vastartalm transzferrint [63, 64]. Ugyanez a
mechanizmus érvényes tovabba a sejtek LDL-receptoron keresztiili koleszterin-felvételére
is [65]. A 7TMR-ok esetében azonban kevésbé tisztazott a konstitutiv internalizacid
jelentdsége, holott szamos ilyen receptorrdl irtdk mar le, hogy serkentés nélkiil is bekeriil a
sejt belsejébe (pl. PARI receptor [66], AT R [67, 68], tromboxan A2 receptor [54], mGlu,;
receptor [69], CBR [70]). A legegyszerilibb magyarazat szerint az adott 7TMR-ok spontan
internalizdcidja a kordbban emlitett bazalis aktivalodas egyenes kovetkezménye. Annyi
kiilonbséggel csupan, hogy ilyenkor az egész folyamat (a G-fehérje aktivalastol kezdve a
klatrin-burkos vezikulum lefiiz6déséig) agonista hidnyaban zajlik le. Ezt erdsitik azok az
adatok is, melyek szerint a bazalis aktivitas gatldsa (inverz agonista kezeléssel) a receptor
plazmamembranon valé felhalmozodasahoz vezet [71]. Ugyanakkor sok 7TMR-r6l leirtak,
hogy az agonista hatasara 1étrejové (agonista-indukalt) és a spontan internalizacio eltérd
mechanizmussal zajlik, pl. eldbbi B-arresztin kozvetitésével, mig utdbbi attdl fiiggetleniil
[54, 69, 72]. Ez arra utal, hogy a két folyamat nem mindig feleltethetd meg egyszeriien
egymasnak, esetleg mas-mas receptor-konformacio iranyitja dket, illetve valdsziniisithetd,
hogy a konstitutiv és az agonista-indukalt internalizacid élettani jelentdsége is kiilonbdzo.
Azonban akédr a spontan aktivalodas egyenes kovetkezménye, akar attdl elkiiloniild
jelenség, tovabbra is fenndll a kérdés a konstitutiv internalizdcidoval kapcsolatban, hogy
miért éri meg egy sejt szdmdra — nyilvanvaldan jelentds energiardforditdssal —
alapallapotban is korforgasban tartani egy receptort a plazmamembran és a citoplazma
kozott. Bar erre a kérdésre sok esetben nincs egyértelmi valasz, a jelenséggel kapcsolatos

lehetséges magyarazatokra a CB;R-ro6l sz616 fejezet kapcsan még visszatériink.
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2.2. A B-arresztin fehérjék

2.2.1. Az arresztin fehérjecsalad

Az els6 arresztin fehérjét az 1980-as években a retindban azonositottdk, mint a
fényérzékelésért felelds rodopszinhoz kozvetleniil kapcsolodd, annak jelatvitelét leallitd
(deszenzitizalo) molekulat. (A fehérje angol eredetii elnevezése — arrest: elfog, megallit,
letartoztat — is erre a funkciora utal) [73]. Nem sokkal késdbb Robert Lefkowitz és
munkatéarsai a f,AR milkdodésének vizsgalata soran irtdk le a fehérjecsaldd tovabbi két
tagjat, melyeket B-arresztineknek neveztek el (B-arresztinl (B-arrl) és B-arresztin2 (B-arr2),
mas elnevezés szerint arresztin2 és arresztin3) [74-76]. Mint utobb kideriilt, a B-arresztinek
a retina vizualis arresztinjénél sokkal elterjedtebben, gyakorlatilag a szervezet valamennyi
szovetében kifejez6dnek, és alapvetd jelentOséglinek bizonyultak a receptorok
deszenzitizacidjaban. A felfedezésiik ota eltelt bd két évtizedben emellett tobb Uj
funkcidjukra is fény deriilt, igy ma mar a deszenzitizdcidé mellett a receptorok
endocitozisaban, illetve a jelatvitelben is kozponti szerepet jatszé fehérjecsaladként
tekintiink rajuk [77]. Robert Lefkowitzot a B-arresztinekkel és a G-fehérjéhez kapcsolt
receptorokkal kapcsolatos felfedezéseiért 2012-ben Nobel-dijjal jutalmaztak. 1dékozben
ismertté valt a csaldd negyedik tagja is, az X arresztin, ennek kifejezddése a vizudlis

arresztinhez hasonloan a retinara korlatozodik [78].

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

A PB-arresztinek szerkezete a 7. dbran lathatd [79-82]. A fehérje alapvetden két,
foleg B-redodket tartalmazo, kissé ivelt (,,kagylohéj-alakt’”) doménbdl (N- és C- domén), és
az azokat 0sszekotd kapocs-régiobol all. A két f6 domén egymashoz képest vald helyzetét

nyugalmi allapotban a koztiik elhelyezkedd polaros mag (polar core) stabilizalja.
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Flexibilis hurok,
finger loop”

7. abra Az arresztinek szerkezete
Az abran a szarvasmarha B-arresztinl szerkezete lathatd, a valamennyi arresztin tipusban megtalalhato
fontosabb régiok feltiintetésével. A B-redék kék szinben, az 6sszekotd-, ill. hurokrégiok lila szinben, a

helikalis struktarak narancssarga szinben lathatok. Az abra forrasa: Protein DataBase (PDB).

A kétféle B-arresztin, a B-arrl és B-arr2 kozott kb. 80%-os a hasonlosag, de szoveti
kifejezddésiik sejttipustol fliggden eltér [74, 83]. Az aldbbiakban az arresztinek ¢és a
receptorok kozotti kotddés altalanos mechanizmusat ismertetjiik.

A B-arresztinek inaktiv, nyugalmi allapotban a citoplazmaban helyezkednek el,
stimuldciot kovetden azonban kotddnek a receptorhoz, €s igy a plazmamembranhoz
helyezddnek at. Meghataroz¢ tulajdonsdguk, hogy alapvetden az aktivalt és foszforilalt
receptort ismerik fel, ennek megfeleléen rendelkeznek egy aktivicios szenzorral (melynek
szerepe a receptor aktiv konformacidjanak felismerése), illetve egy foszfat szenzorral

(amely pedig a receptor foszforilalt oldallancait ismeri fel) [44]. Ezek gyakorlatilag tgy
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miikddnek, mint két gomb, melyeket a receptornak egyszerre kell benyomnia ahhoz, hogy
az arresztin igazédn hatékonyan miikddésbe jojjon. A részletes biokémiai vizsgalatok a
foszfat szenzort mara gyakorlatilag pontosan azonositottdk, mig az aktivacids szenzor
mibenlétérdl inkabb csak feltételezések 1éteznek.

A foszfat szenzorban kdzponti jelentdségli a fent leirt polaros magban elhelyezkedo,
nyugalomban egy negativ t6ltésii oldallanccal, a 296-o0s aszpartattal (D296) alakit ki s6hid
kotést [84]. Amennyiben a receptorhoz kapcsolt foszfatcsoportok kozel kertilnek a polaros
maghoz, ez a s6hid kotés felbomlik, és az R175 a D296 helyett a tovabbiakban a negativ
toltésti foszfat-csoporthoz kapcsolodik. Bar més pozitiv toltésii aminosavak (pl. K14, K15,
K166, R171, K176) is részt vesznek a foszfatcsoportok érzékelésében [85, 86], 1ényegében
a fenti sohid kotés jelenti az arresztinben a foszfat szenzort [44]. Az emlitett két aminosav
mind a négy arresztin izoformdban megtalalhatd a homoldg pozicidkban, illetve kisérletes
mutaciojuk jelentdsen befolyasolja a receptor-foszforilacio arresztin altali felismerését [84].

Az aktivacios szenzort az eddigi vizsgalatok alapjan sokkal kevésbé sikeriilt egy
specifikus teriiletre korlatozni az arresztinen beliil. Ha 0Osszegezziik mindazon
oldallancokat, melyek a kiillonboz6 vizsgalatok szerint befolyasoljak a receptorhoz vald
kotodést, azok szinte a teljes konkav (a kotddés sordn a receptor felé mutatd) felszint
lefedik [44]. Ez vagy azt jelenti, hogy a receptor aktiv allapotdnak felismerése sok
kapcsolodasi ponton keresztiil valosul meg, vagy azt, hogy az aktivacids szenzor érzékeny
azokra a masodlagos szerkezeti valtozasokra, melyeket az egyéb régidkba bevitt
mutaciokkal hoztak 1étre. Mindazonaltal tobb vizsgalat felvetette egy az N-doménben
elhelyezkedd flexibilis hurok (finger loop régid) kozponti szerepét az aktiv receptor-

konformacio felismerésében [44, 87, 88].

Ha a 7TMR-arresztin kapcsolatot a receptor oldalarol nézziik, a kotés feltétele
logikus médon az aktivacios és foszforilacids motivumok egyiittes bemutatasa az arresztin
felé.

A foszforilacios helyek azonositasa a receptorokon elvileg nem {itkozik kiilonosebb

nehézségbe, hiszen ez a deszenzitizacid6 mechanizmusat ismerve a receptor intracellularis
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felszinén talalhat6 szerin €s treonin aminosavakat jelenti. A helyzet persze valojaban ennél
bonyolultabb, hiszen nem torvényszerli, hogy minden Ilehetséges Ser/Thr valoban
foszforilalodik is. Illetve, még ha ez meg is torténne, nem kell feltétleniil mindnek szerepet
jatszania a P-arresztin  kotésben. Rdaddsul kimutattdk, hogy a foszforildlhatd
aminosavaknak ,.érdemes” csoportokban jelen lenniiik — legalabb két Ser/Thr egymas
mellett — a megfeleléen erds P-arresztin kotés kialakitasahoz [89]. Végsd soron azonban
szamos esetben igazoltdk ezen Ser/Thr oldallancok szerepét a kiilonb6z6 7TMR-ok
arresztin kotésében, ezek leggyakrabban a receptor C-terminadlisan, ill. az ICL3 vagy az
ICL2 hurkokban talalhatok [44].

Az aktivaciés motivum azonositasa mar nehezebb kérdés, ahhoz ugyanis eldszor is
ismerniink kell azokat a valtozasokat, amelyek a receptor szerkezetében aktivalodas soran
végbemennek. A rendelkezésre allo6 7TMR kristalystruktirak elemzése megerdsitette, hogy
ezen valtozasok koziil az egyik legjellegzetesebb a TM6-0s hélix kifelé torténd mozgasa és
forgasa, amely egy a hélixek kozotti lireget nyit meg a receptor intracellularis oldalan [90-
92]. Ebbe a kis iiregbe illeszkedhet a G-fehérje a alegysége is [11, 93]. Tobb vizsgalat is
arra utal, hogy az arresztin is ezt az iireget ismeri fel az aktiv receptorhoz vald kotddés
soran, valosziniileg a fent emlitett flexibilis hurok részvételével [87, 88]. Tobb adat mutat
ezen kivill az ICL2-es hurok, illetve az annak kezdetén elhelyezkedé DRY motivum

szerepére az aktivacio arresztin felé torténd kozvetitésében [88, 94-96].

Mindezen informaciok birtokaban az arresztin receptorhoz vald kétddésére, €s ezzel
parhuzamos aktivaldédasara egy tobblépéses modellt alkottak meg [44]. Els6 1épésben az
arresztin (az aktivacidés szenzor segitségével) felismeri a receptor aktivalodaskor
atrendezddott elemeit vagy (a foszfat szenzorral) a foszforilalt oldallancokat. Ha mindkét
feltétel adott (azaz a receptor aktiv és foszforilalt allapotban van), akkor az stabilabba teszi
a kapcsolatot, és az arresztint un. eldaktivalt konformacidba hozza. Ezt kovetden a két
fehérje kozott tovabbi kotdhelyek is létesiilnek, és ennek eredményeként kialakul az
arresztin valodi aktiv konformdcioja, illetve a receptor-arresztin komplex. Ez az arresztin

esetében az N- és C-domének egymashoz képesti elmozdulasaval (elsdsorban mintegy 20°-
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os rotacidval) jar, illetve bizonyos kotohelyek felszinre keriiléséhez is vezet, amelyek

viszont tovabbi sejten beliili fehérjék aktivalasat teszik lehetéveé [97, 98].

A fenti, altalanosan elfogadott modell azt is magaban foglalja, hogy az arresztinnek
a receptorhoz vald kotédése nem egy ,,minden vagy semmi”-tipusi kapcsolat. Szamos
biokémiai vizsgalat igazolta, hogy az aktiv, de nem foszforilalt, illetve a foszforilalt, de
nem aktiv receptor is kivalthat bizonyos mértékii (altalaban a teljes kotésnél joval
alacsonyabb affinitasu) kapcsolddast [99-101]. Tovabba sok adat és elvi megfontolas utal
arra, hogy nincs egy jol meghatdrozott arresztin-receptor komplex, hanem az arresztin
tobbféle aktiv konformaciot vehet fel, illetve a komplexen beliili helyzete is eltérd lehet
[44]. Erre utal mar maga az a tény is, hogy nagyon kevés (szam szerint kétféle) B-arresztin
képes kotddni igen sokféle 7TMR-hoz, melyeknek az intracelluléris régidi is bizonyitottan
nagy valtozatossagot mutatnak. Tovabba egy receptor altaldban nem egy, hanem tobb
(gyakran térben is tavolabb 1évd) helyen képes foszforilaldodni az arresztin kotést
megeldzden, ami szintén folveti tobbféle arresztin-receptor komplex 1étrejottének
lehetdségét. Ebbe az iranyba mutat még az a becslés is, mely szerint az arresztin aktiv
konformacidja kevésbé stabil, mint az inaktiv, azaz nagyobb mozgas megengedett az N- és
C-domének kozott, mint nyugalomban [102]. Mara szamos vizsgalat meg is erdsitette a
fenti feltételezést: az arresztinek tehat tobbféle konformacidban képesek kdtddni a 7TMR-
okhoz, akdr még egy adott receptor esetén is [103, 104]. Ezt valosziniileg a receptornak a
kiilonb6z6 ligandok altali eltérd aktiv konformacioi, illetve a kiilonb6zé6 GRK izoformak
altali eltéré foszforildcidos mintazat szabalyozza. Mindennek a receptorok funkcionélis
szelektivitasaban lehet jelentdsége, amint azt a B-arresztineknek a jelatvitelben betdltott

szerepével kapcsolatban késébb még bemutatom [25].

A fentiekbdl is latszik, hogy az arresztinek és a 7TMR-ok kozotti kapcsolat jelenleg
is intenziven vizsgalt és dinamikusan fejl6dé teriilet. Ugyanakkor, bar mostanra valamennyi
arresztin, illetve tobb mint 10 7TMR kristalyszerkezete ismertté valt, a teljes receptor-

arresztin komplexet leird kristalystrukturdk sajnos még nem allnak rendelkezésre. Csak
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ezek ismeretével nyerhetiink majd valoban pontos informaciokat a két fehérje kozotti

kapcsolatrol, illetve az abban szerepet jatsz6 régiokrol.

2.2.3. A B-arresztinek szerepe a 7TMR-ok szabalyozasaban

A B-arresztineknek jelenleg harom f6 funkcidjat kiilonitik el a 7TMR-ok
szabalyozasaban. Ezek — a felfedezésiik sorrendjében — a deszenzitizacioban, az

internalizacioban €s a receptorok (G-fehérje fiiggetlen) jelatvitelében valo részvétel.

2.2.3.1. A B-arresztinek és a deszenzitizacio

Amint azt a fejezet bevezetd részében targyaltuk, a P-arresztinek eldszor leirt
szerepe a receptor jelatvitelének ledllitasa, azaz deszenzitizacidja volt [75]. Mivel ebben az
esetben magahoz az aktivalt receptorhoz kotddik a B-arresztin, igy ezen az iton a korabban
leirt homolog deszenzitizacio valosul meg (1d. 2.1.3.1. alfejezet) [39]. A P-arresztin kotését
megeldzd 1épés (és egyben a kotés feltétele is) a receptor GRK-k altali foszforilacidja,
amely mar dnmagaban is csokkenti a G-fehérje kotését. A deszenzitizacid azonban a -
arresztin jelenlétében sokkal nagyobb mértékii, mint ha csupan GRK van jelen a
rendszerben [75]. A G-fehérje-fiiggd jelatvitel leallitdsa direkt fiziko-kémiai gatlason
alapul, azaz a PB-arresztin kotddését kovetden a G-fehérje egyszeriien nem fér hozzd a
receptorhoz, ami részben a B-arresztin méretébdl kovetkezik, részben pedig valdsziniileg
abbodl, hogy a G-fehérje és a B-arresztin receptoron talalhatdé kotShelyei nagymértékii

atfedést mutatnak [103, 105].

2.2.3.2. A f-arresztinek és az internalizdcio

A B-arresztinek felfedezését kovetden hamar kideriilt, hogy nem csak a receptorok
deszenzitizaciojaban, hanem azok endocitdzisaban, illetve ezzel kapcsoltan a sejten beliili

transzportjukban is szerepet jatszanak [106]. Ez nem is meglepd tudvan, hogy a -
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arresztinek kézvetleniil képesek kotni tobb endocitotikus fehérjét, igy a klatrint, az adaptint
vagy az ARF6-ot [105]. E direkt kotések segitségével a receptort a klatrin-burkos
gbdrocskéhez iranyitjak, elinditva azt az internalizacio utjan.

A receptorinternalizacid ¢és a B-arresztinek kozti kapcsolat elmélyiiltebb vizsgalata
soran tovabbi érdekes részletekre deriilt fény. Bizonyos 7TMR-ok, igy pl. a B,AR, a V;
vazopresszin receptor vagy a p-opioid receptor, a B-arresztint csak a plazmamembrannal,
illetve annak kozvetlen kozelében kotik, azaz a B-arresztin mar az endocitozis korai
fazisaban levalik a receptorrdl, és nem tart vele annak sejten beliili utjan [107]. Ezen
receptorok abban is hasonlitanak, hogy a két B-arresztin izoforma koziil jelentésen nagyobb
affinitassal kotik a B-arr2-t, mint a B-arrl-t. Mas receptorok (pl. az AT R, a V, vazopresszin
receptor vagy az oxitocin receptor) esetében viszont a fB-arresztin az endocitdzis folyamatat
kdvetden is a receptorhoz kapcsolva marad, és megjelenik a sejten beliili vezikulumokban
is [107]. Tovabba ezek a 7TMR-ok a B-arrl-et és -2-t nagyjabol hasonloan magas
affinitassal kotik. Elobbi receptorokat ,,A osztalyt”, mig utdbbiakat, melyek tehat
alapvetden nagyobb [B-arresztin affinitdssal rendelkeznek, ,,B” osztdlyt 7TMR-ok néven
csoportositottak [107]. A tovabbiakban az is kideriilt, hogy 0sszefiiggés van a B-arresztinek
iranti affinitas, azaz az ,,A” osztalyq, illetve ,,B” osztalyu viselkedés, valamint a receptor C-
terminalisan taldlhaté Ser/Thr csoportok (clusterek) szama kozott. Mig az ,,A” osztalya
7TMR-ok C-termindlis szerin és treonin oldallancai egyaltalin nem rendezddnek
csoportokba, vagy legfeljebb egy ilyen Ser/Thr clustert tartalmaznak, addig a ,,B” osztalyba
sorolhato, mindkét B-arresztint tartosan kotni képes 7TMR-ok minden esetben tobb, akar 3-

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

2.2.3.3. A f-arresztinek és a jelatvitel

Mivel a B-arresztineket felfedezésiiktdl fogva a receptorok ,,kikapcsolasdban”, azaz
a jelatvitel leallitasdban kozremiikodo fehérjékként tartottdk szdmon (s6t még elnevezésiik
is ebbdl ered), meglepd és igen jelentds hatassal birtak azok a kezdeti eredmények, melyek

szerint B-arresztin hianyaban bizonyos jelatviteli események nem hogy tartésabban, hanem
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éppenséggel csokkent mértékben jonnek létre a sejtben. Az egyik elsé ilyen megfigyelés
szerint példaul a B,AR P-arresztin segitségével képez komplexet az Src kinazzal, a
receptorhoz kotddni képtelen B-arresztin mutansok pedig (domindns negativ modon)
gatoljak a receptorrol indulé ERK1/2 aktivaciot [108]. Tovabbi fontos megfigyelés volt,
hogy a PB-arresztin kotés G-fehérje aktivaciotol fiiggetleniil indit jelatvitelt, amire az els6
bizonyitékot egy G-fehérje aktivaciéra képtelen AT R mutans (AT;R-DRY/AAY)
szolgéltatta, amely tovabbra is képes volt ERK1/2 aktivaciora, mégpedig P-arresztinek
kozvetitésével [109]. Mara kideriilt, hogy a B-arresztinek allvanyfehérjeként mikddve (a
jelatviteli ut kiilonb6z6 fehérjéit megkotve, azokat egymassal térbeli kozelségbe hozva)
szamos kiilonb6zé 1t elinditasara képesek, ¢és igy a 7TMR-ok G-fehérje-fiiggetlen
hatasainak kozponti kozvetitdi [26]. A legfontosabb B-arresztin-fliggd jelatviteli utakat a 2.
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tablazat foglalja Ossze.

2. tablazat A legfontosabb B-arresztin-fiiggo jelatviteli utak 6sszefoglalasa

Jelatviteli Megjegyzés Erintett sejtfunkciok
molekulak
c-Src tovabbi kinaz kaszkadok aktivalasa;
ERK1/2 a komplex részei még a Raf-1 és a
MEK1 fehérjék a sejtciklus elérehaladasa
p38 MAPK az apoptozis gatlasa
JNK3 a komplex részei még az MKP7, az sejtndvekedés, sejtosztodas
ASK1 és a MKK4 fehérjék génatirasi hatasok
PI3K aktin-citoszkeleton atrendezddés
Akt a mikrotubulusok stabilizacioja
RhoA Gq fehérjével egyiittmiikodve a kemotaxis serkentése
NFkB IxBa-val egy komplexben, az NFkB
jelatvitel gatlasa
c-fos, p27 | a sejtmagban

36




DOI:10.14753/SE.2015.1787

Ezeknek a B-arresztin-fiiggd folyamatoknak a felfedezése nagy lendiiletet adott a
7TMR-okkal kapcsolatos kutatdsoknak, nem csak azért, mert ezéltal egy egészen Uj
fejezettel boviiltek a receptorok jelatvitelével kapcsolatos ismereteink, hanem azért is, mert
a 7TMR-ok fentebb bemutatott funkciondlis szelektivitasa is 11j értelmezési keretet nyert. A
G-fehérje-fliggd ¢és a P-arresztin-fliggd 7TMR funkciok elkiiloniilt serkentésének
lehetdségét bizonyos esetekben a szervezet is kihasznalja [32, 34], a gyogyszeres
terapidban pedig a jelenség a hatds-mellékhatas profil optimalizaldsanak ) megkozelitésére
ad lehetdséget [29] — amint azt a 2.1.2.1. alfejezetben részletesebben is bemutattuk.
Léteznek tovabba olyan mutans 7TMR-ok is, melyek jelatvitele nem egy adott ligand,
hanem a mutacio kovetkeztében valik B-arresztin-szelektivvé. Ennek prototipusa a fent
emlitett AT;R-DRY/AAY mutéans [110], de ilyen tulajdonsagu egy harmas mutans 3,AR, a
B2AR-TYY [111], illetve az M3-R3.50L mutdns acetilkolin receptor is [112]. Ezen
receptorok elfogult jelatviteliknél fogva jO eszkozként szolgalhatnak a molekularis
farmakologiai kutatdsokban, a -arresztin-, ill. G-fehérje-fiiggd hatasok elkiilontlt

vizsgalatara.

2.2.3.4. A p-arresztin-7TMR kapcsolat tovabbi részletei

Fentebb emlitettiik, hogy a 7TMR-ok B-arresztin kotése jelentds kiilonbségeket
mutathat, mind a kotés tartossagat, mind a B-arrl, illetve B-arr2 irdnti affinitést tekintve,
mely alapjan ezen receptorokat ,,A” és ,,B” osztalyba sorolhatjuk [107]. A receptorok B-
arresztin-fiiggo jelatvitelének megismerése érdekes megvilagitasba helyezi ezt a jelenséget
is, hiszen konnyen elképzelhetd, hogy az ,,A”, illetve ,,B” osztalya viselkedés a B-arresztin-
fiiggd jelatvitelt is alapvetden meghatdrozza. Mindezt kisérletesen is bizonyitottak, amikor
a V, vazopresszin receptort és a PAR-t példdnak véve kimutattdk, hogy az atmeneti -
arresztin  kotéssel jard (,,A” osztalya) viselkedés kisebb p-arresztin-fliggé ERKI1/2
aktivaciot eredményez, ugyanakkor a G-fehérje-fliggd, ¢és igy foleg a sejtmagba
lokalizalodo ERK1/2 aktivacid6 nagyobb mértékii volt, mint a tartds B-arresztin kotést

jelentd ,,B” osztalyl receptorok esetében [113]. Mindez arra utal, hogy az ,,A”, illetve ,,.B”
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osztalyu B-arresztin kotés, illetve a B-arresztinek iranti affinitds meghatarozéasa fontos, mind

a receptor sejten beliili sorsa, mind pedig a rola indulo jelatvitel szempontjabol.

2.3. Az endokannabinoid rendszer és a CB; kannabinoid receptor

2.3.1. Az endokannabinoid rendszer felépitése és miikodése

2.3.1.1. Az endokannabinoid rendszer megismerésének rovid torténete

A kannabiszt (mas néven marihudnat) kiilonb6z6 formakban évezredek ota
hasznélja az emberiség, részben kabitoszerként, részben pedig orvosi célokra, elsdsorban
fajdalomcsillapito, nyugtato, illetve étvagyfokozd hatdsai miatt [114]. Mindazonaltal a
pontos hatasmechanizmusairdl sokaig csak talalgatdsok léteztek. Gaoni és Mechoulam
1964-ben azonositottdk a A’-tetrahidrokannabinolt (THC-t) mint a kannabisz legfébb
pszichoaktiv hatéanyagat [115]. Mintegy 25 évvel késébb, 1990-ben Matsuda ¢s
munkatarsai irtak le azt a 7TMR-t, amely — féként a kdzponti idegrendszerben kifejezddve
— képes specifikusan kotni a kannabinoid vegylileteket, és ezaltal kozvetiteni szervezeti
hatasaikat [116]. Ezt nevezték el kés6bb CB; kannabinoid receptornak. Hamarosan leirtak a
masik kannabinoid receptort, az elsOsorban a periférian megtaldlhatd6 — szintén G-
fehérjéhez kapcsolt — CB,-t [117]. Mivel addig csak ndvényi eredetli kannabinoidokat
ismertek, a specifikus receptorok létezésének ténye hamar a belsé termelddésii
kannabinoidok (endokannabinoidok) keresésére iranyitotta a figyelmet. Ennek
eredményeképp par éven beliil sikeriilt azonositani a két legfontosabb ilyen vegyiiletet, az
anandamidot [118], illetve a 2-arachidonil-glicerint [119, 120]. Ezzel voltaképpen kialakult
az endokannabinoid rendszer fogalma, amely tehat alapvetéen az endokannabinoid
vegylileteket, az e vegyiileteket érzékeld receptorokat, illetve a termelésiikért ¢&s

lebontasukért felelds enzimeket foglalja magaba.
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2.3.1.2. Az endokannabinoidok keletkezése és lebomlasa

A két legfontosabb endokannabinoid vegylilet az N-arachidonil-etanolamid, vagy
anandamid (a kifejezés a szanszkrit ananda = boldogsdg, gyonyor szobol szarmazik),
illetve a 2-arachidonil-glicerin (2-AG). Mindkét vegyiilet membranlipidek hasitasaval jon
létre, lipidoldékonysaguknal fogva pedig konnyen képesek atjutni a kiilonbozo
membranokon.

Az anandamid forrasa elsdsorban az N-arachidonil-foszfatidiletanolamin (NAPE)
molekula. A NAPE 4ltaldban egy enzimatikus transzfer-reakcid soran képzddik a
membranban, amit a Ca®>"-fliggd N-aciltranszferaz (NAT) enzim hajt végre [121]. A NAPE
ezutan kozvetleniil anandamidda alakul a NAPE-specifikus foszfolipdz D (NAPE-PLD)
enzim segitségével [122]. Bar a kozvetlen anandamid képzésért a NAPE-PLD felelds, a
folyamat sebesség-meghatarozo, egyben (foként Ca®* altal) szabalyozott 1épése a NAT
enzim altali NAPE keletkezés [123]. Sokaig az itt vazolt folyamatot tartottdk az egyetlen
igazan fontos anandamid képzddési lehetdségnek, azonban ujabb eredmények alternativ
utvonalakat is feltartak [124-126], és enzim-génhianyos egerekkel végzett vizsgéalatok azt
mutatjak, hogy fentiek képesek egymast helyettesiteni, in vivo koriilmények kozott [127,
128].

Az anandamid lebomlasat egy zsirsavamid-hidroldz (fatty acid amide hydrolase,
FAAH) enzim katalizalja, melynek eredményeképp arachidonsav és etanolamin szabadul
fel [121]. A FAAH enzim szervezeti eloszlasa viszonylag jo egyezést mutat a CBR-¢val,
és a gatloszerekkel, illetve génhianyos egerekkel végzett részletes vizsgalatok szerint
alapvet6 szerepe van abban, hogy bar az anandamid hatékonyan képes kotdédni a CBR-hoz,
in vivo létrehozott hatdsai mégis gyengének ¢és atmenetinek tekinthetdk mas
kannabinoidokhoz képest [129].

A 2-AG alapvetden a plazmamembran diacilglicerinjébdl (DAG-bol) keletkezik, a
glicerin 1-es szénatomjdhoz kapcsolddo zsirsavlanc lehasitasaval — a reakciot a DAG-lipaz
enzim katalizalja [121]. Fontos megjegyezni, hogy a DAG, mely tehat a 2-AG legfontosabb
eldanyagat jelenti, alapvetden a plazmamembran foszfoinozitidjeibdl keletkezik, a

foszfolipaz C (PLC) enzimek hatasara [121]. A PLC serkentése pedig szamos jelatviteli ut
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kezdeti allomasat jelenti, igy ezen tutvonalak elinduldsa egyben az endokannabinoid-
felszabadulas lehetdségét is megteremti. Ez a funkciondlis kapcsolat jelenti annak a
folyamatnak az alapjat is, melynek soran a Gg/1i-fehérjéhez kapcsolt 7TMR-ok aktivacioja
— PLCP aktivacion keresztiil (a DAG-lipaz kdzremiikddésével) — 2-AG felszabadulashoz,
és igy a CB R-ok parakrin transzaktivaciojahoz vezet (8. dbra). A jelenséget szamos Gg/11-
kapcsolt receptor esetében kimutattak, ¢s jelentdsége is sok élettani rendszerben

megmutatkozott [130].

Bels6é Ca?*-raktarak

8. dbra A CB4R transzaktivacioja Gy, -fehérjéhez kapesolt receptorokon keresztiil

A Gy -fehérjéhez kapcsolt receptorok jelatvitele soran egyrészt DAG keletkezik a plazmamembranban,
masrészt Ca>" szabadul fel a belsé raktarakbol. Mindkét hatas hozzajarul, hogy a plazmamembranban a DAG-
lipaz enzim kozremikodésével 2-AG képzddik. A felszabaduld 2-AG aktivalja a kozelben elhelyezkedd

CBR-okat. A roviditések magyarazata: og1, P, y: a heterotrimer G -fehérje alegységei; PIP.:
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foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfat; PLCP: foszfolipaz CP enzim; DAG: diacil-glicerin; DAGL: DAG-lipaz

enzim; 2-AG: 2-arachidonil-glicerin; IP;: inozitol-1,4,5-triszfoszfat; IP;R: IP; receptor

A 2-AG lebomlasat a monoacilglicerin-lipaz (MAG-lipaz) enzim iranyitja, amely az
arachidonsav-oldallanc lehasitasaval glicerinre és arachidonsavra bontja a 2-AG-t. igy
végsd soron az egyes sejtekben a 2-AG keletkezését, illetve lebomlasat iranyité f6 enzimek,
azaz a DAG-lipaz és a MAG-lipaz aktivitasanak egyenstlya hatarozza meg a 2-AG
szinteket és igy a CB R aktivitasat, akar nyugalmi, akar serkentett koriilmények kozott
[131]. Igen valdszinli példaul, hogy a DAG-lipaz tonusos aktivitdsa, azaz a folyamatos,
kismértékli 2-AG felszabadulas hozzédjarul a CB;R kiilonb6z6 rendszerekben észlelhetd
bazalis aktivitdsdhoz. A két enzim kémiai vagy genetikai alapu befolydsolasan keresztiil
pedig a sejtek, illetve szovetek 2-AG szintjét, ezaltal a kannabinoid rendszer aktivacidjat
igen hatékonyan lehet befolyasolni [132].

Az endokannabinoidok bioszintetikus utvonalainak altaldnos jelentségét az a tény
is mutatja, hogy valamennyi érintett enzim €s szubsztrat jelen van a szervezet szinte minden

szovetében [129].

2.3.1.3. A kannabinoid receptorcsalad rovid bemutatdasa

Jelenleg két kannabinoid receptort ismeriink: a CBj-et és a CB,-t. Mindkét receptor
a 7TMR-ok csalddjaba tartozik. Amellett, hogy kb. 43 %-0s szekvencia-homologiat
mutatnak egymadssal, jelentds eltérések figyelhetok meg szdveti eloszlasukban, valamint a
kannabinoid ligandok iranti érzékenységiik és az altaluk aktivalt jelatviteli utvonalak is
szamos ponton kiilonboznek [133]. Emellett egyre tobb irodalmi adat utal tovabbi
kannabinoid receptorok létezésére. Ilyen példaul az eredetileg ,,arva” receptorokhoz sorolt
GPRSS5, melynek kiilonb6zd kannabinoidok iranti affinitasat tobb tanulmany is igazolta
[134-136]. A hatasok létrejotte azonban erdsen sejttipus-fliggének és szovetfiiggének
bizonyult, igy tovabbra is vitatott, hogy a GPRS55 valoban kannabinoid receptornak
tekinthet6-e [137]. Még Osszetettebbé teszi a képet, hogy bizonyos endokannabinoid
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ligandok (igy féleg az anandamid) nem csak a klasszikus kannabinoid receptorokon, hanem
mas célfehérjéken (pl. TRP csatornakon vagy szerotonin receptorokon) keresztiil is
kifejthetnek szervezeti hatdsokat [138]. Mivel munkank soran a CB, kannabinoid receptor
milkodésének szabalyozasaval foglalkoztunk, a tovabbiakban ezt a receptort mutatom be

részletesen.

2.3.2. A CB; kannabinoid receptor (CB{R)

Az eredetileg ,,arva” (orphan) G-fehérjéhez kapcsolt receptorokhoz sorolt fehérjét
Matsuda és munkatarsai 1990-ben azonositottdk mint kannabinoid receptort, miutan képes
volt specifikusan kotni a vizsgalt kannabinoid ligandokat, tovabba szdveti eloszlasa
valamint az altala létrehozott hatasok is megfeleltek annak a képnek, amely az addigi,

kannabinoidokkal kapcsolatos megfigyelésekbdl kialakult [116].

2.3.2.1. A CB/R élettani szerepe

2.3.2.1.1. A CB\R szerepe az idegrendszerben

A CBjR a kozponti idegrendszerben a legnagyobb mértékben kifejez6dé 7TMR,
legnagyobb stirliséggel az agykéregben, a hippokampuszban, a bazalis ganglionokban és a
kisagyban mutathatd ki, de jelentés mennyiségben van jelen a hipotalamuszban és a
gerincveldben is [133, 139]. A kozponti idegrendszerrel kapcsolatos funkciondlis anatomiai
ismeretekkel Osszevetve, a fenti elhelyezkedési mintazat jol magyardzza a CB;R szerepét
olyan miikodésekben, mint a tanulas és emlékezés folyamatai, a mozgas tervezése ¢&s
végrehajtasa, a fajdalomérzet modulalasa vagy az étvagy- és éhségérzet szabalyozasa [140].

Ezen kdzponti idegrendszeri hatasok rovid 0sszefoglaldsat a 3. tdblazat tartalmazza.
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3. tablazat A CB4R legfontosabb kozponti idegrendszeri hatasainak dsszefoglalasa

Idegrendszeri miitkodés

Idegrendszeri strukturak

A CB|R szerepe

CB|R kifejezodessel
Tanulés és emlékezés Hippokampusz Emlékképek rogzitése és
Nagyagykéreg el6hivasa, érzelmi
Kisagykéreg kondicionalas,
mozgéstanulés (exogén
kannabinoidok a rendszer
zavarat okozzak) [140, 141]
Fé4jdalomérzet Periaquaeduktalis Féjdalomcsillapités
sziirkedllomany periférids, gerincveldi és
Rostroventromedialis centralis szinteken [140, 141]
nyultveld
Gerincveld hatso6 szarv
Hatso6 gyoki ganglionok
C-tipusu fajdalomérzo rostok
Etvagy és Hypothalamus Az étvagy és a
taplalékfelvétel Nucl. accumbens taplalékfelvétel fokozasa

[140, 141]

Hanyinger €s hanyas

Area postrema
Nucl. tractus solitarii

Nucl. dorsalis nervi vagi

Héanyinger- €s

hanyéscsillapitas [140]

Szorongés

Bazolateralis amygdala
Prefrontalis kéreg

Eliils6 cingularis kéreg

Szorongascsokkentés (de
nagy dozisu kannabinoidok
esetén a szorongas

eldidézése) [141]

Ordmérzet, jutalmazis

Ventralis tegmentalis area
Nucl. accumbens

Prefrontalis kéreg

Az 0romérzet fokozodasa,

jutalomkeresés [140]

43




DOI:10.14753/SE.2015.1787

Amygdala
Mozgésszabalyozés Bazalis ganglionok Mozgéstervezés €s
Kisagy mozgaskoordinaciod
szabalyozéasa (exogén
kannabinoidok a rendszer
gatlasat okozzak)[140]
Az idegsejtek védelme Gyakorlatilag valamennyi Védelem a talingerlés
emlitett struktira (epilepszia), a

neurodegeneracio és az
idegsejtek (traumat vagy
ischaemiat kdvetd)
masodlagos karosodasa ellen

[140, 141]

Megjegyzendd, hogy a fenti, élettani kortiilmények kozott is igazolt CB;R hatasok jo
részét (fajdalomesillapitas, dromérzet, szorongascsokkentés stb.) az emberiség évezredek
ota kihasznalja, a marihudnab6l nyert kiilonb6z6 készitmények alkalmazasaval [114].
Ujabban pedig egyre nagyobb teret nyer a CB;R-on hat6 gyégyszerek (pl. szintetikus THC)
kontrollalt, orvosi koriilmények kozotti alkalmazasa; az Egyesiilt Allamokban és Eurdpa
szamos allamaban is tobb ilyen készitmény van forgalomban, melyeket degenerativ
idegrendszeri korképekben, fajdalomszindromakban, kemoterapia soran fellépd hanyinger
¢és hanyas csillapitasaban, vagy AIDS-es betegeknél étvagyfokozas céljabol alkalmaznak
[142].

Mindezen funkciokat a CB|R jellegzetes elhelyezkedésén és mikddésén keresztiil
valositia meg. A CB;R-ok wugyanis az emlitett strukturakban foként az idegi
szinapszisokban, azon beliil is a preszinaptikus axonvégzddéseken vannak jelen, fiziologias
aktivacidjuk pedig ugynevezett retrograd transzmisszid segitségével zajlik (9. dbra) [143].
Ennek soran a posztszinaptikus sejtbdl serkentés hatdsara endokannabinoid (elsGsorban 2-
AG) szabadul fel, mely a szinapszisban visszafelé (retrogrdd moddon) hat, azaz a

preszinaptikus CB;R-okhoz kotddik. Mivel a CB;R-ok alapvetden gatlo jelatvitellel
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rendelkeznek (1d. késébb), igy a retrograd hatas eredménye (K -csatornak nyitasan és Ca”'-
csatornak gatlasan keresztiil) a preszinaptikus gatlo (altalaban GABAerg) neuron
transzmissziojanak csokkenése [144, 145]. Ezzel a visszacsatoldssal a posztszinaptikus sejt
ingerelhetdsége megnd, hiszen a gatld sejt gatlasa valosul meg. Ennek a jelenségnek ezért a
DSI (depolarizacio-indukalt gatlascsokkenés, depolarization-induced suppression of

inhibition) nevet adtak [146].

Preszinaptikus

Posztszinaptikus
axon

sejt

DAG felszabadulas
Caz*-jel

9. abra Endokannabinoid-medialt retrograd transzmisszié a szinapszisokban

A posztszinaptikus membranban Gy, aktivaci6é vagy Ca*'-csatorna nyitas hatasara Ca*'-jel alakul ki (1.). A
Gy aktivacié ezen kiviil serkenti a DAG képzédését a plazmamembranban. E folyamatok eredményeképp
DAG-lipaz kozremiikodésével 2-AG szabadul fel a posztszinaptikus membranbdl (2.). A 2-AG a
szinapszisban visszafelé (retrograd) diffundalva serkenti a preszinaptikus CB;R-okat (3.). A preszinaptikus
CBiR aktivacié K'-csatorndk aktivalasin és Ca*'-csatornak gatlasan keresztiil csokkenti a preszinaptikus

idegvégz6désbdl a neurotranszmitter-felszabadulast (4.). A roviditések magyardzata: ogir, . Gi, P, ¥ @
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heterotrimer Gg1-, ill. Gjo-fehérje alegységei; DAG: diacil-glicerin, DAGL: DAG-lipaz; 2-AG: 2-

arachidonil-glicerin.

Ezen a mechanizmuson keresztiil a CBR alapvetden befolyasolja a fent emlitett
teriileteken az idegrendszeri halézatok rovid ¢€s hossza tava alakithatosagat ¢s
alkalmazkoddképességét, a szinaptikus plaszticitast [147]. Ritkabban fordul ugyan eld, de a
fentihez hasonl6 retrograd gatlas létrejohet olyan szinapszisokban is, ahol a preszinaptikus
sejt nem gatld (1d. GABAerg), hanem serkentd (pl. kolinerg, szerotoninerg, glutamaterg)
jellegli. Ebben az esetben nem DSI-r6l, hanem DSE-rdl (depolarizacio-indukalt serkentés-
csokkenés, depolarization-induced suppression of excitation) beszéliink [143].

A kozponti idegrendszeren kiviil a CB;R jelen van a periférids idegrendszerben is,
pl. a szenzoros idegrostokon és az autondém idegrendszer neuronjain. Hatédsai itt is jorészt

preszinaptikus gatlason keresztiil valésulnak meg [147].

2.3.2.1.2. A CB,R szerepe a keringési rendszerben

A CBjR-ok jelen vannak a szivizomban, ahol serkentésiik kontraktilitast és
frekvenciat csokkentd (negativ inotrop és kronotrop) hatast hoz 1étre, illetve megtalalhatdak
az erek szdveteiben is, ahol pedig aktivacidjuk értdgulatot idéz eld [148, 149]. Az értagulat
hatterében feltételezik Ca®’-csatornak gatlasat [150], endothel-medialt nitrogén-monoxid
felszabadulast [151], Ca®"-aktivalt K'-csatornak aktivalasat [152], illetve az ERK1/2-
kaszkad szerepét [153]. A pontos mechanizmus valészintileg fiigg a vizsgalt €161ény fajatol
¢s az ¢ér elhelyezkedésétdl is. Az erek faldhoz és a szivhez futdé szimpatikus
posztganglionaris idegek axontermindlisai is tartalmaznak CB;R-okat, melyek
stimulacidjakor gatlast szenved a végkésziilékbdl a noradrenalin felszabadulasa, s ezaltal
csokken a szimpatikus tonus a sziven ¢és az érrendszerben [148]. Mindezen
mechanizmusokon keresztiil a CB R aktivacigjakor csokken a sziv perctérfogata és a
periférias ellenallas, ezaltal pedig a vérnyomas is.

Meg kell azonban jegyezniink, hogy bar a CB;R jelenlétét és szabalyozo szerepét
tobbszordsen igazoltdk izolalt erekben [148], egészséges patkdnyokban CB;R gatloszer
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adasa nem volt jelentds hatassal a vérnyomasra ¢€s a lokalis keringésre, ¢s CB;R-génhianyos
egerekben sem valtozott jelentdsen a vérnyomas egészséges tarsaikhoz képest [154, 155].
Kiilonbozd keringési betegségmodellekben azonban a CBjR gatlasa, illetve hidnya mar
kifejezettebb hatasu volt [149, 154]. Mindez arra utal, hogy a CB;R-nak koéros allapotok
esetén megno a szerepe a keringési rendszer szabalyozasaban. Tovabbi érdekessége ennek a
teriiletnek, hogy a kannabinoidok altal kivaltott keringési hatdsok egy részéért valdsziniileg
a CB R-on kiviil mas receptorok (pl. az anandamidot kotni képes TRPV receptor, illetve
ujabb kannabinoid receptorok) is felelések [138, 148]. Az endokannabinoidok sziv-
érrendszeri hatasainak megértését az is bonyolitja, hogy a lebomldsuk soran igen gyakran
vazoaktiv hatasti metabolitok (pl. arachidonsav-szarmazék prosztanoidok) keletkeznek,
melyek az elsddleges hatdsokat modosithatjak [156]. Megemlitendd tovabbé az is, hogy a
CBiR a kozponti idegrendszerben kifejezddve, centralis mechanizmussal is befolyasolja a
keringési rendszer vegetativ tonusat [157]. Igy Osszességében a keringési rendszer
endokannabinoidokon, illetve CB;R-on keresztiili szabdlyozasa egy igen 0sszetett €s a mai

napig nem teljesen feltérképezett teriilet.

2.3.2.1.3. A CB\R szerepe a zsirszovetben €s a majban

A CBjR jelen van a zsirszovet sejtjeiben [158], ahol serkentése megnoveli a
lipoprotein lipaz enzim aktivitasat, és csokkenti az adiponektin termelését. Ezaltal fokozza
a sejtek zsirsavfelvételét és a trigliceridképzést, azaz a zsirsejtek zsirtartalma és mérete
megnd [159]. A majban is kimutattak a receptort, itt — a zsirsav-szintaz serkentésének és az
AMP-aktivalt protein-kinaz gatlasanak koszonhetéen — fokozodik a zsirsavszintézis €s
csokken a B-oxidacid, ami szintén a lipidanyagcsere anabolikus irdnyba val6 eltolodasat
jelenti [160].

A fenti hatasok, kombinalva a kozponti idegrendszeri, étvagyra és taplalékfelvételre
gyakorolt pozitiv hatdsokkal azt jelentik, hogy a CB;R alapvetden a szervezeti tapanyag-
raktarozasban és a zsirszovet gyarapitdsdban vesz részt [159]. Mindez a kezdeti kutatdsok

alapjdn annyira igéretes gyogyszercélpontnak tiint, hogy a 2000-es évek kozepén a
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szelektiv CB R-gatloszer rimonabant fogyasztoszerként forgalomba is keriilt, mig aztan —
sulyos pszichés mellékhatidsaira hivatkozva — néhany évvel késébb visszavontdk a
gyogyszerpiacrol [161]. A centralis mellékhatdsok probléméjat egyébként megoldhatja a
vér-agy gaton atjutni képtelen — igy pszichés mellékhatdsoktol mentes — CB R gatloszerek

fejlesztése. E vegytiletek kiprobalasa jelenleg is folyamatban van [162].

2.3.2.1.4. A CB\R szerepe egyéb szovetekben

A kannabinoidokkal kapcsolatos intenziv kutatasok eredményeképp ma mar nem
igazén lehet olyan szovetet emliteni, ahol ne mutattdk volna ki a CB;R, illetve az
endokannabinoid rendszer egyéb elemeinek a jelenlétét. Igy a receptor megtalalhato példaul
a szem szoOveteiben, ahol serkentése a szemnyomas csokkenéséhez vezet [163], vagy a
spermiumokban, amelyek mozgasat és anyagcseréjét gatolja [164], de jelen van a gyomor-

bélrendszerben, a borben , a tiidében, a vesében és a csontban is [140].

A fentiekbdl lathato, hogy a CBR szamos élettani folyamatban fontos szabalyozo
szereppel bir. Réadéasul, bar tovabbra is kiemelten fontosnak tartjdk a receptor kdzponti
idegrendszeri jelenlétét és szabalyozo szerepét, mara kideriilt, hogy messze nem csak ezek
a kezdetben igazolt hatasok 4allnak ¢lettani jelent6ségének hatterében. A CBR
gyakorlatilag az 0sszes periférias szovetben jelen van, és ha nem is alapvetden szabalyozza,
de mindenképpen befolyasolja a legkiilonb6zébb szervezeti funkciokat. Mindez pedig

kiilondsen indokoltta teszi miikodésének és szabalyozasanak részletesebb megismerését.

2.3.2.2. A CBJR jelatvitele

A CB;R — 7TMR lévén — hatasainak legnagyobb részét G-fehérjéken keresztiil
hozza 1étre. A receptor aktiv allapotban elsdsorban Gy,-fehérjéket aktival, s ezzel szamos, e

fehérjékre jellemzd jelatviteli itvonalat indit el. Ezek koziil a legfontosabbak [165]:
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A cAMP kepzés gatlasa. A CB|R serkentése a Goj,-n keresztiil az adenil-ciklaz
enzim gatldsdhoz vezet. Ennek kovetkeztében a sejtben a cAMP szint csokken, €s igy a
protein-kinaz A (PKA) enzim is gatlodik. Ezt a hatdst szdmos sejtvonalban, primer
sejtkultirakban valamint szoveti preparatumokban is kimutattak, és gyakorlatilag — valtozo
hataserésséggel — valamennyi kannabinoid agonista létrehozza, igy a CB R legfébb G-
fehérje-fliggd hatasanak tekinthetd [165]. Ismert, hogy a Gay, csaladba tartozdé G-fehérje
altipusok koziil mind a Go,, mind pedig a Gaij, Gaix és Gaiz képes kotddni a CBR-hoz
[166]. Kimutattdk tovabba, hogy a kiilonbozd (természetes és szintetikus) kannabinoid
agonistak kiilonbozd erdsséggel képesek a kiillonbozé Gayy, altipusokat serkenteni, ami a
CB;R-on keresztiili funkcionalis szelektivitas 1étezését bizonyitja [167-169]. Ennek pontos
¢lettani jelentdsége egyelére nem tisztazott, azonban a CB;R-Gj, kapcsolat sejt-, illetve
szovetspecifikussadgara szamos adat utal [165, 166, 170].

A cAMP képzés serkentése és Ca’*-jel. A CB R bizonyos kériilmények kozott képes
G; fehérjét is aktivalni, és ezzel az adenil-ciklaz enzim serkentésén keresztiil a cAMP
szintet megndvelni [165]. Mindez elsésorban az endogén Gjj,-fehérjék pertusszisz toxinnal
torténd gatlasa mellett tehetd lathatova, és valdszintlileg — csakugy, mint a kiilonb6z6 Gy,
altipusok aktivacidja — erésen fligg a vizsgalt sejttipustdl, a receptor kifejezddésének
mértékétol, illetve az alkalmazott kannabinoid agonista tipusatol [171]. Szintén nem
tekintheté 4ltaldnos hatasnak a CB;R-on keresztiil 1étrejové Ca’'-jel, amely — a
rendelkezésre 4llo adatok alapjan — csak egyes sejtvonalakban vagy csak bizonyos
agonistak hatdsara jon 1étre. A folyamat pontos mechanizmusa még nem tisztdzott. Vannak
adatok Ggi-fehérjék aktivaciojara, Py-alegységen keresztiili foszfolipdz C serkentésre,
illetve felmertil lehetséges magyarazatként a receptor-dimerizaci6 jelensége is [165, 172,
173].

loncsatornak modositasa. A CB R — a Gj,-fehérje Py-alegységén keresztiil — gatolja
a kiilonboz6 (L-, N-, P/Q-tipusu) fesziiltség-fiiggd Ca*"-csatornakat. Szintén a By-alegység
hatasa a GIRK befelé rektifikald K'-csatornak CB;R-on keresztiili aktivalasa [150, 174-
176]. Ezen hatasoknak els6sorban a fentebb bemutatott méddon, az idegrendszeri

szinapszisokban, illetve az érfal simaizomsejtjeiben van jelentosége [141].
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Mitogén-aktivalt protein-kinaz (MAPK) jelpalydik serkentése. A CBjR képes
aktivalni mindharom f6 MAPK jelatviteli utvonalat, azaz az ERK1/2, a p38 MAPK ¢s a
JNK kaszkadokat [177-179]. A CB;R-fiiggé ERK1/2 aktivaciot a cAMP képzés gatlasdhoz
hasonldan alapvetd jelentdségilinek tekintik a CB;R jelatviteli hatasai kdzott, amit az ezzel
foglalkozd szamos tanulmany igazolt. A lehetséges mechanizmusokkal kapcsolatban
azonban a kép korantsem ilyen egyértelmi. Kiilonb6zo rendszerekben igazoltdk mar a Gy,
fehérjék szerepét [133], a foszfatidilinozitol-3-kinaz (PI3K) Py-fiiggd serkentését [180],
novekedési faktor receptorok transzaktivacidjat [181], Ujabb tanulmanyok pedig a B-

arresztinek szerepét is felvetették a CB;R-fiiggd ERK1/2 valasz kialakuldsédban [182-184].

Fontos jellemzdje a CB R-nak, hogy a fent leirt G-fehérje fliggd hatasok nagy részét
nyugalmi, nem stimulalt koriilmények kozott is részlegesen létrehozza, vagyis bazalis
aktivitast mutat [70, 185]. Az irodalomban maig sincs konszenzus arra vonatkozdan, hogy
ez a bazalis aktivitdis mennyiben valdéban konstitutiv (azaz a receptor sajat, intrinszik
tulajdonsagabol szarmazik), illetve mennyiben okozo6ja annak a sejtekbdl tonusosan, kis
mértékben felszabaduldé endokannabinoidok (részleges) aktivalo hatdsa [165, 186-189].
Mindkét lehetoség mellett szamos adat és érvelés latott mar napvilagot, illetve nem szabad
elfelejteniink, hogy a két folyamat egyiitt is érvényes lehet. gy az egyes rendszerekben
¢észlelt bazéalis CB R aktivitdshoz a receptor konstitutiv, intrinszik aktivalédasa mellett

sejttipustol, illetve szovettipustol fliggden jarulhat hozza a bazalis endokannabinoid tonus.

2.3.2.3. A CB|R deszenzitizacidja és internalizdcioja, a f-arr2 szerepe

2.3.2.3.1. A CB,R deszenzitizacidja

A legtobb 7TMR-hoz hasonléan a CB R-nak is csokken a valaszkészsége aktivaciot
kovetéen. A CB R deszenzitizacidjat eldszor Xenopus oocitdkban, illetve AtT20 sejtekben
irtdk le [190], a receptorvalasz csokkenését a GIRK kaliumcsatornékra kifejtett aktivalo

hatés csillapodédsan keresztiil mutattdk be. Azt is igazoltak, hogy mind GRK3, mind B-arr2
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ko-expresszidjara sziikség van a folyamat megfeleld lezajlasdhoz, tovabba tobb feltételezett
foszforilacids helyet (S426 és S430 aminosavak) is azonositottak a receptor C-terminalis
régidjaban [190]. Késébb a CB;R altal létrehozott ERK1/2-vélasz lecsengésében is
igazoltak a 426-os és 430-as szerin aminosavak szerepét [191]. Egy masik tanulmany
hippokampalis neuronokban mutatta ki, hogy fenntartott agonista serkentés vagy agonista
el6kezelés hatasara csokken a CBjR-ok valaszkészsége (ebben az esetben a Ca®'-
csatorndkra kifejtett gatld hatasa), illetve dominans negativ konstrukcidk alkalmazéasaval
bizonyitottdk a GRK2 ¢és a -arr2 szerepét a folyamatban [192]. A csokkent
valaszkészséghez hozzajarul a kronikus adagolds esetén fellépd receptorszam-csokkenés,
azaz downregulacio is, melyben a receptorhoz endocitézist kovetden kotddé GASP-1
fehérje szerepét igazoltak [193].

A CBjR deszenzitizacidjanak jelentds élettani és korélettani kovetkezményei
vannak. Ismert, hogy kronikus kannabinoid adagolas esetén tolerancia fejlédik ki kisérleti
allatokban, aminek hatterében elsésorban a CB|R valaszkészségének csokkenése all [194,
195]. Ezt igazoljdk azok az eredmények is, melyek szerint egy genetikailag modositott
egértorzsben, amely a vad tipusu CB|R helyett egy nem deszenzitizald6dé mutdns receptort
(CB1R-S426A/S430A) fejez ki, jelentdsen csokken a hosszl tavi kannabinoid adagolaskor
kifejlodo tolerancia [196]. B-arr2-génhianyos egerekben szintén leirtadk a CB;R csokkent
Ami az emberi kannabisz-fogyasztast illeti, alkalomszerli hasznalatndl ugyan nem, de
rendszeres marihuana-élvezok esetén szintén kialakul a hozzaszokas [198]. Raadasul a
kannabinoidok gyogyszerként torténd alkalmazasakor is problémat jelent a tolerancia [199],
ami jelentdsen befolyasolhatja a terapids hatast. Mindez ramutat annak jelentdségére, hogy
a hattérben 4all6 mechanizmusokat, azaz a CB;R valaszkészségének molekularis szintii

szabalyozasat célszerii még pontosabban megismerniink.

2.3.2.3.2. A CB\R agonista-indukalt és konstitutiv internalizacioja

A CB/R agonista hatdsara kialakuld internalizaciojat szamos sejttipusban kimutattak

(kdztik CHO [200], AtT20 [190, 201, 202], F11 [203], neuroblasztoma N18TG2 [204] és
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HEK?293 [70, 204] sejtekben), valamint igazoltak hippokampalis idegsejttenyészetekben is,
amelyek természetes modon fejeznek ki CBR-t [186, 203]. A rendelkezésre all6 kiilonbozo
adatok szerint ez az agonista-indukalt CBR endocitozis klatrin- és/vagy kaveolin-fliggd
modon zajlik az egyes sejttipusokban [201, 204-206]. A B-arr2 szerepe is folmeriil az
internalizaci6 folyamataban, hiszen a CB;R-hoz val6 kotodését, illetve a deszenzitizacidban
betoltott szerepét tobbszordsen igazoltak [190-192, 197], azonban direkt bizonyitékot a -
arr2 kotés és a CB)R internalizacio 0sszefliggésére az ezzel foglalkozé tanulmanyok egyike
sem mutatott.

A CBjR konstitutiv internalizacidjat, azaz agonista hianyaban is 1étrejévo, spontan
endocitozisat is szamos sejttipusban megfigyelték, koztiik hippokampalis neuronokban,
CHO ¢és HEK293 sejtekben [70, 186, 187, 189]. A jelenség élettani szerepére (mint
altaldban a 7TMR-ok konstitutiv internalizacidja esetén) egyeldre nincs széles korben
elfogadott magyarazat. Kozponti idegrendszeri sejteken végzett vizsgalatok azt a
lehetOséget vetették fel, hogy az idegsejtek kiilonbozd részein a CBjR eltéré mértéki
spontdn internalizdcidja a receptor megfeleld (azaz elsdsorban axonterminalisokra
jellemzd) sejten beliili elhelyezkedésének a feltétele [186]. A CB;R eloszldsdnak
szabalyozasaval kapcsolatos bizonytalansagot azonban jol érzékelteti, hogy van olyan
tanulmany, mely még azt is kétségbe vonja, hogy a CBjR ¢élettani koriilmények kozott
egyaltalan kijut-e a sejtmembranra, vagy inkdbb termelése utdn intracelluléris
kompartmentekben elhelyezkedve miikddik, illetve ezt kdvetden a lizoszoméakban lebomlik
[207, 208]. (Ne feledjik, hogy a CB;R ligandjai hidroféb természetiick, igy a
plazmamembréanon atjutva elvileg a sejt belsejében elhelyezkedd receptorok is koénnyen
elérhetoek szamukra.)

Erdekes tovabbé, hogy egyes kutatasok szerint a jelenség a receptor fentebb emlitett
bazalis aktivitasanak egyenes kovetkezménye, mivel az inverz agonista kezelés, illetve a
bazalis aktivitds DAG-lipaz-gatloval 1étrehozott csokkentése gatolta a folyamatot [70, 186,
189, 200]. Ugyanakkor mas tanulmanyok arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy a konstitutiv
internalizaci6 fiiggetlen a receptor aktivitasatol, mivel e kisérletekben az inverz agonista
hatasdra nem valtozott a sejtfelszini receptorszam [187, 209]. Ha a CB;R konstitutiv

internalizacioja valdban az aktivitastol fiiggetleniil zajlik, az felveti annak lehetdségét, hogy
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a receptor agonista-indukalt, illetve konstitutiv internalizacidjanak mechanizmusa kozott is
kiilonbség van [187]. Mindazonaltal egyeldre nincs rd bizonyiték, hogy ez a két folyamat
valoban eltér egymastol, azaz, hogy létrejottiik kiillonbozd endocitotikus mechanizmusokat
igényel. Kozvetlen vizsgéalatokkal kimutattdk ugyan, hogy a konstitutiv internalizacioban
szerepel a dinamin, valamint egy az AP-2 komplexhez kozvetleniil kotédo fehérje, az eps15
[186], mindez azonban a kordbbi adatok alapjan valdésziniileg az agonista-indukalt
internalizaciéra is igaz. Ennél részletesebb vizsgalatok pedig nem torténtek a
mechanizmusok pontos tisztazasara.

Osszességében tehat a CB;R konstitutiv internalizicioja, bar alapvetéen jol
dokumentalt jelenség, szamos megvalaszolando kérdést vet fel, mind ¢€lettani jelentOségét,

mind pedig pontos mechanizmusat illetéen.

2.3.2.3.3. A B-arresztinek és a CB R kozotti kapcsolat eddig ismert részletei

Amint az a fent leirtakbdl is latszik, szamos adat utal arra, hogy a B-arr2 szerepet
jatszik a CB|R szabalyozasdban. Ami a két fehérje kozotti konkrét kapcsolatot illeti, a -
arr2 kihelyezddését az aktivalt CB;R-hoz szintén igazoltdk [191]. Ezért a kotodésért
valosziniileg — mas 7TMR-okhoz hasonléan — a receptor aktivacidja és azt kdvetd
foszforilacioja felelds. Erdekes azonban, hogy a lehetséges foszforilacios helyek koziil a C-
terminalis S426 és S430 aminosavak mutacidja (amely a fentebb bemutatott eredmények
alapjan gatolja a receptor deszenzitizaciojat) nem volt hatissal sem a receptor [-arr2
kotésére, sem pedig az internalizaciora [210]. Egy még disztalisabban elhelyezkedd Ser/Thr
csoport (T461-S469) viszont valoszinlileg szerepet jatszik az utobbi két folyamatban, mert
e hat aminosav egyiittes kicserélése alaninra gyakorlatilag megsziintette a B-arr2 kotést és
az agonista-indukalt CB R endocitozist [210]. A fenti eredmények ellenére nem pontosan
tisztazott, hogy a CB R B-arr2 kotését a receptor mely régidi szabalyozzak. A lehetséges
foszforilacids helyek szerepét ugyan mar meglehetds részletességgel vizsgaltdk, azonban
fontos tanulsdgokkal szolgalhatna tovabbi, elsdsorban a receptor aktivacios allapotat

kozvetit6 CB;R régiok azonositisa, hiszen, mint azt a [-arresztinek mitkddésével
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foglalkoz6 fejezetben bemutattuk, mindkét (foszforilacios ¢és aktivacios) szenzor
aktivalodéasara sziikség van a megfeleld B-arresztin kotés kialakuldsahoz [44]. Ezért
indokolt a CBR-ban tovabbi szabalyozé aminosavak és régiok keresése, melyek hatassal
lehetnek a receptor B-arresztin kotésére.

Tovabbi kérdést vet fel, hogy mig a CBR és a B-arr2 kozotti kotést egyértelmiien
igazoltak, kordbban nem allt rendelkezésre kozvetlen adat a CB|R ¢és a B-arrl izoforma
kapcsolatara vonatkozdéan. Egyes régebbi tanulmanyok a B-arrl és egy szintetizalt CB;R-C-
terminus kozti kapcsolodast mutattak ki [211, 212], ezeket az eredményeket azonban —
munkank kezdetéig — nem erdsitették meg teljes fehérjékkel, illetve sejtes rendszerekben
vizsgalva.

Erdekes és viszonylag uj fejezete a CBR és a B-arresztinek kozotti kapesolatnak a
CBIR esetleges B-arresztin-fliggd jelatvitele. Annak ismeretében, hogy a B-arresztineknek
altalaban véve mennyire alapvetd funkcidja a 7TMR-ok jelatvitelében valdo kozvetlen
kozremiikddés, nem is meglepd, ha a CBR is ,,hasznélja” a B-arresztint bizonyos jelatviteli
hatasok kozvetitésére. Eddig minddssze néhany tanulmany ko6zolt ilyen irdnyban adatokat,
ezen eredmények egyértelmiien a B-arresztinek szerepére utalnak a CB|R altal 1étrehozott

ERK1/2-valaszban [182-184].
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3. Célkitiuzések

Munkénk sordn a CB;R és a f-arresztinek kozotti kapcsolat eddig feltaratlan
részleteit vizsgaltuk, kdzéppontba helyezve a receptor B-arresztinek iranti affinitasat, a -
arresztineknek a CBR internalizacidjaban betoltott szerepét, illetve a receptor B-arresztin
kotésért felelds ujabb szabalyozé régidinak azonositasat. Igy a kovetkezd kérdésekre

kerestik a valaszt:

1. Hogyan jellemezhet6 a CB|R és a B-arrl kozotti kotés? Van-e kiilonbség a CB;R

¢és a két B-arresztin izoforma (B-arrl és B-arr2) kozotti kapcesolat affinitdsaban?

2. Milyen szerepet jatszik a B-arr2 a CB;R agonista-indukalt, illetve konstitutiv

internalizaciojaban? Kiilonbdzik-e valdjaban ez a két folyamat egymastol?

3. Mi a szerepe a konzervalt DRY motivumnak a CB|R B-arresztin kotésében és G-

fehérje aktivalasaban?
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4. Modszerek

4.1. A kisérletekben hasznalt anyagok

A patkdny CB|R és CB;R-eYFP cDNS-eket Lenkei Zsolttol (Centre National de la
Recherche Scientificue, Parizs) kaptuk. A human ; és y;; G-fehérje alegységek cDNS-eit a
Missouri S&T cDNA Resource Center-t6l vasaroltuk (Rolla, MO). A B-arrl, B-arr2 és a -
arr2-eGFP c¢DNS-eit Dr. Marc G. Caront6l (Duke University, Durham, NC) kaptuk. A
molekuléris bioldgiai enzimeket a Fermentastol (Vilniusz, Litvania) és a Stratagene-tdl (La
Jolla, CA) szereztiik be. A pcDNA3.1 vektort, magzati borji szérumot (FBS-t), OptiMEM-
et, Lipofectamine 2000-t és a PBS-EDTA-t az Invitrogentdl (Carlsbad, CA) vasaroltuk. A
coelenterazin h-t a Regis Technologies-t6l (Morton Grove, IL) szereztiikk be. A WINS55,212-
2-t, a 2-AG-t és az AM251-et a Tocris-tol (Bristol, UK) rendeltiik. A sejtkultarak
fenntartasdhoz és a mérésekhez hasznélt edények és talcak a Greiner-t6l (Kremsmunster,
Ausztria) szarmaztak. A HaloTag® Alexa Fluor® 488 ligandot a Promegatol (Madison,
WI) véséroltuk. A kontroll siRNS-t, huméan p-arr2-specifikus siRNS-t, egér p-arr2-
specifikus siRNS-t ¢és a klatrin nehézlanc-specifikus siRNS-t (melyek szekvenciai a
kovetkezok voltak, sorrendben: 5’-UUCUCCGAACGUGUCACGU-3’, 5’-
GGACCGCAAAGUGUUUGUG-3’, 5-ACGUCCAUGUCACCAACAA-3* ¢és 5°-
GAAAGAAUCUGUAGAGAAA-3’) az Eurofins MWG Operontol (Ebersberg, Germany)
rendeltiik. A CHO-K1, HeLa és Neuro-2a sejteket az ATCC-tdl (American Type Culture
Collection, Manassas, VA) vettiikk. Az anti-B-arr2, anti-pERK1/2, antiERK1/2 és a HRP-
konjugélt nyul- és egér-elleni antitesteket a Cell Signaling Technology Inc-t6l (Beverly,
MA) szereztiik be. A klatrin nehézlanc elleni antitestet a Transduction Laboratories-t6l
(Lexington, KY) vasaroltuk. Amennyiben masként nem jeleztiik, minden mas vegyszert ¢és

reagenst a Sigmatol (St. Louis, MO) rendeltiink.
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4.2. Plazmid konstrukciok és iranyitott mutagenezis

Az alabbi konstrukciok készitését munkacsoportunk korabbi kdzleményeiben mar
ismertette: a,-Rluc és YFP-B; [189], B-arr2-Rluc [213], eYFP-vel jelolt ICAM-1 (ICAM-
YFP) [214], plazmamembranhoz iranyitott mVenus (MP-mVenus) [214], EPAC-alapi
BRET-szenzor [215]. Az mVenus-szal jelolt patkdny AT;, receptor (AT;R-mVenus),
humén B,AR (B,AR-mVenus) és patkdny CB;R (CBjR-mVenus) ugy késziilt, hogy
kicseréltiik a fluoreszcens fehérjéket kodolo szekvencidkat az AT R-YFP-ben [213], B,AR-
Sluc-ban [216], illetve a CB;R-eYFP-ben, az mVenus szekvenciajara, Agel és Notl
restrikcios enzimek hasznalataval. Az mCherry-vel jeldlt AT;R (AT;R-mCherry) ¢és a
Cerulean-nal jelolt B,AR (B,AR-Cerulean) hasonld6 mddon késziilt. A B-arrl-Rluc-t és a -
arrl-eGFP-t a B-arr2-Rluc-bol, illetve a B-arr2-eGFP-bodl hoztuk 1étre, a B-arr2 cDNS-ének
B-arrl-re torténd cseréjével. A CB;R-mCherry ¢és a B-arr2-RFP gy késziilt, hogy a CB|R,
illetve a B-arr2 cDNS-ét klonoztuk az mCherry-t, illetve az RFP-t tartalmaz6 vektorokba
(melyeket Dr. Roger Tsien-t6l (University of California, San Diego, CA) kaptunk). A Halo-
CB)R konstrukcio létrehozasahoz eldszor PCR segitségével felsokszoroztuk a HaloTag®
cDNS-¢t a HaloTag-pHT2 vektorb6l (Promega, Madison,WI), ahol az 5’ primer
tartalmazott még egy az influenza hemagglutininb6l szarmazo6, hasithat6 szignalszekvenciat
(MKTIIALSYIFCLVFA) kodol6 szakaszt is — ezzel értiik el a végsd konstrukcié megfeleld
plazmamembran elhelyezkedését [217]. Ezt a terméket beillesztettiik a pEGFP-C1 vektorba
(Clontech, Palo Alto, CA), az eGFP szekvencidjanak helyére (pHalo-C1 vektor). Ezt
kovetden a CBjR cDNS-ét illesztettiik be a pHalo-C1-be a HaloTag® szekvencia utan, igy
kaptuk a Halo-CB;R konstrukciét. A CB;R-Sluc-ot a CB;R-eYFP-bol hoztuk 1étre gy,
hogy az eYFP-t kodold szekvenciat a szuper Renilla luciferdz (Sluc) [218] cDNS-ére
cser¢ltik ki. A V54D pontmutaciot a kiilonb6z6 B-arr2 konstrukciokba, valamint a
kiilonb6zé mutaciokat a CB;R és a CB;R-mVenus DRY motivumaba a QuikChange®
irdnyitott mutagenezis kit (Stratagene, La Jolla, CA) segitségével illesztettiik be, a gyartd
utasitasainak megfeleléen. Valamennyi konstrukcié szekvenciajat automatizalt DNS

szekvenalas segitségével ellendriztiik.
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4.3. Sejtkulturak és transzfekcio

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 pg/ml
sztreptomicinnel és 100 IU/ml penicillinnel egészitettiink ki. A sejtek fenntartasa 5% CO,-
ban, 37 °C-on tortént. A konfokalis mikroszképos kisérletekhez a sejteket iiveg
fedolemezeken novesztettiik (melyeket a Neuro-2a sejtek esetében poli-L-lizinnel fedtiink
be), 6-lyuku talcdkban. Valamennyi egyéb kisérletben a sejteket 6-lyukl talcdkon
novesztettilk. A sejteket a megadott plazmidokkal, illetve siRNS-sel (jelzés szerint)
transzfektaltuk 2 pl/pont Lipofectamine 2000-rel, OptiMEM médiumban, a gyartd
utasitasait kovetve. A transzfekcidohoz hasznalt plazmidok és siRNS-ek pontos mennyiségét

minden esetben a kisérletek leirasanal ismertetjiik.

4.4. Biolumineszcencia rezonancia energiatranszfer (BRET) mérések

4.4.1. A BRET modszer rovid ismertetése

A BRET moddszer alapvetden egy fehérjék kozotti interakciok vizsgalatara, illetve
ezen kolcsonhatasok kialakulasadnak (és felbomlasanak) valos idejli, érzékeny kovetésére
kifejlesztett technika. A mddszer egy biofizikai jelenségen, a rezonancia energiatranszferen
(RET) alapul. Ennek sordn egy fluoreszcens vagy biolumineszcens donor molekula,
megfeleld fizikai kozelség esetén (ennek mértéke igen kicsi, mintegy 1-10 nm),
energiagjanak egy részét fénykibocsatas helyett rezonancia utjan atadja az akceptor
molekuldnak, igy gerjesztve azt. Az eredmény az akceptor molekula (sajat emisszios
spektrumanak  megfeleld) fénykisugarzasanak megjelenése. Az  energiatranszfer
1étrejottének feltétele, hogy a donor emisszios spektruma megfeleld atfedést mutasson az
akceptor molekula gerjesztési spektrumaval. Az energiatranszfer mértéke igen erdsen fiigg

a két molekula kozotti tavolsagtdl (annak hatodik hatvanyaval forditottan aranyos), de
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befolyésolja azt a donor €s akceptor egymashoz képest torténd elhelyezkedése, orientacidja
is [219].

A BRET soran a donor egy biolumineszcens enzim, a Renilla luciferdz (Rluc, illetve
annak kiilonb6z6 modositott, tovabbfejlesztett formai, pl. szuper Rluc (Sluc)), mely
megfeleld szubsztrat (colenterazin) jelenlétében, annak bontdsan keresztil 485 nm-es
maximummal bocsat ki fényt. Az akceptor molekula altalaban az YFP sarga fluoreszcens
fehérje, illetve annak tovabbfejlesztett valtozatai (pl. Venus, monomer Venus (mVenus)
fehérjék), amelyek emisszios maximuma 530 nm. Amennyiben a BRET-et fehérjék kozotti
specifikus interakciok kovetésére akarjuk haszndlni, Ggy a vizsgalni kivant fehérjéket meg

kell jeldlnlink a BRET donor ¢és akceptor partnerekkel (10. abra).

|53I2Inrn
BRET= ——— |

485 nm l1g5mm

|530nm

|435nrn

BRET =

485 nm <3k Aim

10. abra A biolumineszcencia rezonancia energiatranszfer (BRET) mdédszer miikodési elve
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A BRET soran a két vizsgalni kivant struktirat (példankban A és B fehérjék) biolumineszcens donor
(kisérleteinkben Renilla luciferaz (Rluc) fehérje vagy annak modositott formaja, a szuper Rluc (Sluc) fehérje)
és fluoreszcens akceptor fehérjékkel (kisérleteinkben Venus vagy YFP sarga fluoreszcens fehérjék) jeloljiik
meg. A, Ha a két struktira kozott nagy a tavolsag, csak a donor (Rluc) bocsat ki fényt, sajat emisszios
spektrumanak megfeleléen (kb. 485 nm maximummal). A mért BRET jel (azaz az 530 nm-en és 485 nm-en
mért fényintenzitdsok hanyadosa (Is3onm/lagsnm)) alacsony lesz. B, Amennyiben a két vizsgalt fehérje
molekularis kdzelségbe (1-10 nm) keriil egymassal, az Rluc fehérje energidjanak egy részét rezonancia
energiatranszfer Utjan atadja az akceptornak, gerjesztve azt, igy a Venus (ill. YFP) sajat emisszios
spektruménak megfeleléen (kb. 530 nm maximummal) fényt bocsat ki. Ezt a BRET jel (Iszonm/lsgsnm)

novekedése jelzi.

A kapcsolat kovetésére hasznalt BRET jel az 530 nm-en és 485 nm-en mért
fényintenzitdsok hanyadosa (Is3onm/lsgsnm). Ha a két fehérje kozott nincs kolcsdnhatas, a
BRET jel alacsony lesz. A két fehérje kozti interakcid kialakuldsa esetén megtorténik az
energiatranszfer, a BRET jel novekedését tapasztaljuk.

A modszer tovabbi alkalmazasi lehetdsége a sejtélettani kutatdsokban, hogy az
egyik BRET partnert valamilyen sejtszervecskéhez vagy meghatarozott sejtstrukturahoz
(pl. plazmamembran, endoplazmas retikulum, endoszéma stb.) irdnyitjuk, specifikus
szekvenciak segitségével. Ebben az esetben egy masik fehérje kdlcsonhatasat vizsgalhatjuk
az adott strukturaval (kozeledés-tavolodas, sejten beliili mozgésok stb.). A kialakul6 BRET
jelet itt nem a fehérjék kozti specifikus interakcid eredményezi, csupan a BRET partnerek
kozott fellépd taldlkozésok valdszinlisége ndvekszik meg, amennyiben ugyanabban a
sejtkompartmentben foglalnak helyet (in. nem-specifikus BRET).

Tovabbi felhasznalasi modot jelent a BRET-alapti bioszenzor molekuldk
kifejlesztése. Ennek soran a BRET donor és akceptor egy fehérjelancon beliil helyezkedik
el. Amennyiben a szenzorfehérje az adott sejtfunkcid, masodlagos hirvivd, kémiai valtozas,
stb. megjelenésére konformaciovaltozassal reagal, azt a donor és akceptor tavolsaganak,
illetve orientacidjanak megvaltozasa is koveti, amelyet a BRET jel valtozasaként
detektalhatunk.

A kovetkezOkben ismertetem a munkink sordn alkalmazott BRET kisérleti

felallasokat, a jelolt fehérjéket, illetve a pontos kisérleti koriilményeket.
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4.4.2. G,-fehérje BRET

A CB|R G,-fehérje aktivalasat méréo BRET beallitas esetén a sejteket Rluc-cal jelolt
o, alegységgel (00-Rluc, 0,5 pg/pont), YFP-vel jelolt B, alegységgel (YFP-B;, 2 pug/pont),
valamint vy;; alegységgel (2 pg/pont), illetve a (jeldletlen) receptorral (2 pg/pont)
transzfektaltuk (11. abra). 22-26 o6raval késobb a sejtek letapadasat PBS-EDTA-val
megsziintettiik, a sejteket Osszegyljtottiikk, lecentrifugaltuk majd reszuszpendaltuk egy
modositott Krebs-Ringer oldatban (120 mM NacCl, 4,7 mM KCI, 1,2 mM CaCl,, 0,7 mM
MgSO4, 10 mM gliikéz, 0,1% BSA és 10 mM Na-HEPES, pH 7,4), ezt kovetden pedig
szétosztottuk dket egy 96-lyukt talca pontjaira.

11. abra A Kisérleteinkben alkalmazott G,-fehérje BRET miikodési elve
A kisérletek soran a heterotrimer G, fehérje alegységeinek szétvalasat kovettilk: BRET-et mértiink az Rluc-
cal jeldlt a,, ill. a YFP-vel jelolt By alegységek kozott. Ilyen kisérleti felallas esetén a receptorok inaktiv

allapotaban magas BRET jelet mériink, mig a BRET jel csokkenése a G,-fehérje alegységeinek szétvalasat,

rrrrrr

A méréseket 37°C-on végeztiikk, a sejt-permedbilis szubsztrat coelenterazin h
hozzdadasat kovetden, melynek végsd koncentracidja 5 uM volt. A fluoreszcencia ¢és
biolumineszcencia intenzitasokat Mithras LB 940 (Berthold Technologies, Bad Wildbad,
Németorszag) tipusu leolvasoval rogzitettiik, 485 nm-es (Rluc), illetve 530 nm-es (YFP)
hullamhosszi sziir6ket hasznalva. A BRET jelet az YFP/Rluc emisszidés hanyadossal
fejeztiik ki. A méréseket triplikdtumokban végeztiik. A dozis-hatds gorbék egyes pontjait

ugy hataroztuk meg, hogy el6szor kiszdmoltuk a stimulalas eldtti BRET jel atlaganak,
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illetve a stimulalast kovetd 1-3 perc BRET jel atlaganak kiilonbségét. Ezeket az adatokat
azutan egy %-os skalava alakitottuk at, ahol a 0%-ot (teljes inaktivitast) az inverz agonista
AM251 kezelés hatasara kialakuld6 BRET jelként definialtuk, a 100%-ot (maximalis
aktivitast) pedig a vad tipust CB R maximalis WINS55-re adott valaszaként hatdroztuk meg.

4.4.3. B-arresztin BRET

A vad tipustt CB|R B-arrl és B-arr2 kotését vizsgalo kisérletekben az mVenus-szal

jelolt receptor és a Rluc-cal jelolt B-arresztinek kozott mértiink BRET-et (12. abra).

12. abra A Kkisérleteinkben alkalmazott B-arresztin-receptor BRET miikodési elve
A kisérletek soran a B-arresztin és a receptor kozotti kapcsolodast kovettiik: BRET-et mértiink az Rluc-cal
jelolt B-arrl vagy B-arr2, ill. az mVenus-szal jeldlt receptor kozott. Aktivalodast kovetéen a B-arresztin

kotddik a receptorhoz, amit a BRET jel emelkedése jelez.

Ennek soran a sejteket a jelzett B-arresztin konstrukcidval (0,5 pg/pont) és a
receptor konstrukcidval (1 pg/pont) transzfektaltuk, a mérést pedig a transzfekciot kdvetd
napon végeztiik, a G-fehérje BRET-nél leirt koriilmények kozott. A gorbéken a BRET jel
valtozasait a stimulalast megel6z6 BRET jelhez képesti kiilonbségként abrazoltuk. Minden

gbrbét a csupan vivoanyagot kapott sejtek eredményeire normalizaltunk.
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A receptorok €s a B-arresztinek kozotti kapcesolat affinitasat vizsgalo BRET titracios
mérések soran a fenti konstrukciokkal transzfektaltuk a sejteket, valtoztatva a donor (B-
arrl-Rluc vagy pB-arr2-Rluc), illetve az akceptor (CB;R-mVenus, B.AR-mVenus vagy
AT;R-mVenus) transzfekcios aranyat. A teljes transzfektdlt DNS mennyiséget valtozo
mennyiségli lires pcDNA3.1 vektor hozzdadasaval allando szinten (2,5 pg/pont) tartottuk.
Ebben az esetben az mVenus/Rluc emisszids héanyadost gy hataroztuk meg a
kisérletekben, hogy elosztottuk az atlagos mVenus fluoreszcencia-intenzitast (melyet a
coelenterazin h hozzaadasa el6tt mértiink, 485 nm-es excitacios és 530 nm-es emisszios
hulldmhosszal) az atlagos Rluc lumineszcencia-intenzitassal (melyet a coelenterazin h
hozzaadéasa utdn mértiink, a sejtek serkentése elott). Ennek a hanyadosnak a fiiggvényében
abrazoltuk az atlagos BRET jel valtozast 3-5 perccel az agonista stimulust kdvetéen. A G-
fehérje BRET-hez hasonléan minden mérést triplikdtumban végeztiink, és az abrazolt
pontok legalabb harom fiiggetlen kisérletbdl szarmaznak.

A kiilonb6z6 DRY mutans CBjR-ok B-arrl és B-arr2 kotésének vizsgalatakor a
BRET-et a plazmamembrdnhoz iranyitott mVenus (MP-mVenus), valamint a -arr2-Rluc

kozott mértiik, a jeldletlen receptor egyiittes transzfekcidja mellett (13. abra).

13. abra A Kisérleteinkben alkalmazott B-arresztin-MP BRET miikodési elve
A kisérletek soran a B-arresztin és a receptor kozotti kapcsolodast kozvetett modon kovettiik: a BRET-et az

Rluc-cal jelolt B-arrl vagy B-arr2, illetve a plazmamembranhoz irdnyitott mVenus (MP-mVenus) kozott
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mértiik. Aktivalodast kovetden a B-arresztin kotddik a receptorhoz, ezaltal a plazmamembranhoz helyezédik

ki, ami a BRET jel emelkedését eredményezi.

Ennek soran a sejteket a jelzett B-arresztin konstrukcioval (0,5 pg/pont), az MP-
mVenus konstrukciéval (0,25 pg/pont) €s a jeldletlen receptor konstrukcioval (2 pg/pont)
transzfektaltuk, a mérést pedig a transzfekciot kovetd napon végeztiik, a G-fehérje BRET-
nél leirt korilmények kozott. A dozis-hatas gdrbék egyes pontjait gy hatiroztuk meg,
hogy eldszor kiszdmoltuk a stimuldlas eldtti BRET jel atlaganak, illetve a stimulalast
koveté 5-20 perc BRET jel atlaganak kiilonbségét. Ezeket az adatokat azutdn egy
szazalékos skalava alakitottuk at, a fent leirtakhoz hasonl6 médon. A B-arrl BRET
esetében a 100%-ot a vad tipusi CB;R helyett a CB;R-AAY mutdns maximalis WINSS5, ill.
2-AG altal kivaltott valaszaként hataroztuk meg.

4.4.4. Receptor-plazmamembran BRET

A CBjR variansok plazmamembranon valo elhelyezkedésének vizsgalatakor a
BRET-et a plazmamembranhoz irdnyitott Sluc, valamint az mVenus-szal jeldlt receptor
kozott mértiik, a sejtek nem-stimulélt allapotaban (14. &bra). Ennek soran a sejteket MP-
Sluc  konstrukcioval (0,25 pg/pont) és CB;R-mVenus variansokkal (2 pg/pont)
transzfektaltuk, a mérést pedig a transzfekciot kovetd napon végeztiik, a G-fehérje BRET-
nél leirt koriilmények kozott.

A PM/osszes receptor BRET értékét a kovetkezd képlettel szamoltuk ki:

BRET — BRET, , g.. _ .
BRET ;) sosses ree = , ahol a BRET a nyers BRET hanyadost jelenti az
]Venus
]Sluc

MP-Sluc-ot és CB;R-mVenust kifejezd sejtekben (ami a nyers plazmamembran-receptor
BRET koélcsonhatast tiikrozi); a BRET gk sie @ nyers BRET hanyadost jelenti az MP-Sluc-
ot és jeloletlen CBR-t kifejezd sejtekben (ami a hattér BRET jelet mutatja). Az Ivens az
atlagos mVenus fluoreszcencia-intenzitas, a coelenterazin hozziadasa el6tt mérve, 485 nm-

es excitacioval és 530 nm-es emisszidval (ami a teljes receptorexpressziot mutatja); az Iy
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pedig az atlagos Sluc biolumineszcencia-intenzitds, a coelenterazin hozzaadéasa utan mérve,
530 nm-es emisszioval (ami a receptorexpresszidhoz tartozod belsé kontrollt jelenti). Az

adatokat a vad tipust receptor %-aban fejeztiik ki.

14. abra A Kisérleteinkben alkalmazott receptor-MP BRET miikddési elve

A kisérletek soran a receptorok plazmamembranon vald elhelyezkedését kovettik: BRET-et mértiink a
plazmamembranhoz iranyitott Sluc és a mVenus-szal jelolt receptor kozott. Megfeleld normalizalasokat
kovetéen (Id. a modszer leirdsanal) a kapott BRET érték aranyos a plazmamembranon elhelyezkedd

receptorok mennyiségével.

4.4.5. Internalizacios BRET

A CBjR internalizacidjanak kovetésére az Sluc-cal jelolt CB|R és az eYFP-vel
jelolt ICAM-1 plazmamembran-fehérje kozott mértiink BRET-et (15. dbra). Ennek sordn a
sejteket a CBR-Sluc-cal (1 pg/pont), az ICAM-YFP-vel (3 ng/pont), illetve a jelzett B-arr2
konstrukcioval (0,5 pg/pont) vagy siRNS-sel (25 pmol/pont) transzfektaltuk, a mérést pedig
a transzfekciot kovetd elso vagy (siRNS kotranszfekcid esetén) masodik napon végeztiik, a
G-fehérje BRET-nél leirt koriilmények kozott. A goérbéken a BRET jel valtozasait a
stimulalast megel6z6 BRET jelhez képest kapott kiilonbségként abrazoltuk. Minden gorbét

a csupan vivéanyagot kapott sejtek eredményeire normalizaltunk.

65



DOI:10.14753/SE.2015.1787

15. abra A Kisérleteinkben alkalmazott receptor-ICAM BRET miikodési elve
A kisérletek soran a receptorok plazmamembranrdl valo eltavolitasat, azaz internalizaciojat kovettiik: BRET-
et mértiink az Sluc-cal jeldlt receptor és a YFP-vel jelolt ICAM-1 plazmamembranfehérje kdzott. A receptor

plazmamembrantol valo eltavolodéasat a BRET jel csokkenése mutatja.

4.4.6. cAMP (EPAC) BRET

A kiilonb6zé CBR variansok hatasat a forskolin-indukalt cAMP emelkedésre egy
intramolekularis BRET szenzor, az EPAC-BRET segitségével kovettiik (16. dbra). Ennek
soran a sejteket az EPAC-BRET szenzorral (1 pg/pont) és a (jeldletlen) receptorral (10
ng/pont) transzfektaltuk, a mérést pedig a transzfekciot kovetd napon végeztiik, a G-fehérje
BRET-nél leirt koriilmények kozott. A méréseket triplikdtumokban végeztiik. A sejteket a
CBiR liganddal (vagy vivéanyaggal) és 5 uM forskolinnal egyszerre kezeltiik. A relativ
cAMP szinteket a 30 perccel a serkentés utani atlagos BRET jelként hataroztuk meg.

Ezeket az adatokat ugyancsak szazalékos skalava alakitottuk at, a fent leirt moédon.
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Forskolin
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16. abra A Kisérleteinkben alkalmazott cAMP (EPAC) BRET miikodési elve

A Kkisérletek soran a sejten beliili cAMP szint valtozasait kovettik az EPAC BRET szenzor segitségével,
amely egy intramolekularis BRET szenzor, azaz egy molekulan beliil tartalmazza az Sluc és Venus
jeloléseket. A sejtek nyugalmi allapotaban (alacsony cAMP szint mellett) a szenzor magas BRET jelet mutat.
Az adenilat-ciklaz (AC) enzim forskolinnal torténd aktivacidja megemeli a cAMP szintet, ami a BRET jel
csokkenéséhez vezet. A receptor Gj,-fehérje aktivacidja gatolja az adenilat-ciklazt, azaz ellensulyozza a
forskolin hatasat, a cCAMP szint csokken, a BRET jel novekszik. Osszességében tehat ebben a rendszerben a

receptorok Gy, aktivacidjat a BRET jel emelkedése jelzi.

4.5. Konfokalis lézermikroszkopia

A konfokalis mikroszkdépos mérésekhez a sejteket iiveg feddlemezen ndvesztettiik
¢s a receptorok (1 pg/pont), illetve a B-arrl vagy -2 (0,5 pg/pont) megfelelden jelzett
konstrukcioival, illetve siRNS-sel (25 pmol/pont, ahol jelezziik) transzfektaltuk, egy vagy
(siRNS kotranszfekcio esetén) két nappal a méréseket megelézden. A méréseket Zeiss LSM
510 és Zeiss LSM 710 lézer konfokalis mikroszkoppal végeztiik. Az eGFP-t (ill. a Halo-
Alexa488-at) 488 nm-es, az mVenus-t 514 nm-es, az mCherry-t (ill. az RFP-t) pedig 543
nm-es  hullamhosszti  1ézerrel gerjesztettik. A Halo-CB;R  internalizacidjanak
szamszerlsitésekor mintanként 20-20 felvételt készitettiink kiilonalld sejtekrél, majd a
képeken meghataroztuk az intracellularis és a teljes sejt fluoreszcenciat, az ImagelJ program
segitségével. (W.S. Rasband, ImagelJ, United States National Institutes of Health, Bethesda,
MD (rsb.info.nih.gov/ij/)) A két érték hanyadosat képezve kaptuk az IC/teljes sejt
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fluoreszcencia aranyt. A mintdk fényképezését és elemzését vakon végeztilk, hogy

elkeriiljiink barmiféle elfogultsagot az internalizacids adatok kiértékelése soran.

4.6. Halo-jelolés, jelolési protokollok

A Halo-jelolési technika azon alapul, hogy a vizsgalni kivant fehérjéhez egy
modositott bakterialis dehalogenaz enzimet, a HaloTag® fehérjét fizionalunk. Ha a fehérjét
kifejezo sejtekhez hozzaadjuk az enzim fluoreszcensen jelolt szubsztratjat (Halo-Alexa488
ligand), az részleges atalakulast kovetden kovalensen kotddik a HaloTag®-hez. Ezen
keresztiil a fluoreszcens ligand vizsgalt fehérjét is megjeloli, igy annak mozgasa
(esetlinkben internalizacioja) megfeleld képalkotd technikaval kovethetové valik.

A receptorok agonista-indukalt internalizaci6janak méréséhez a Halo-CB;R-ral
transzfektalt sejteket elészor 15 percig festettiik a Halo-Alexa488 liganddal (amelyet
DMEM médiumban, 1:20000 higitasban adtunk a sejtekhez, és 37°C-on 5% CO, mellett
inkubdltuk Oket). A festést kovetden a sejteket DMEM-mel kétszer lemostuk, hogy
eltavolitsuk a nem kotddott Halo-Alexa488-at, majd a sejteket DMSO-val, WIN55-tel (10
uM) vagy WINSS + AM251-gyel (10 uM + 30 uM, rendre) kezeltiikk 37°C-on, 5% CO,
mellett 30 percig. A stimulédcios peridodus végén a sejteket kétszer lemostuk PBS-sel, és
4%-0s formaldehiddel fixaltuk Oket 4°C-on 15 percig. A fixalt sejteket konfokalis
mikroszkoppal elemeztiik a fent leirt modon.

A receptorok konstitutiv internalizaci6janak méréséhez a Halo-CB;R-ral
transzfektalt sejteket eldszor 15 percig festettikk a Halo-Alexa488 liganddal (amelyet
DMEM médiumban, 1:20000 higitasban adtunk a sejtekhez, és 37°C-on 5% CO, mellett
inkubaltuk Oket). A festést kovetden a sejteket kétszer DMEM-mel lemostuk, hogy
eltavolitsuk a nem kotddott Halo-Alexa488-at, majd a sejteket 37°C-on, 5% CO, mellett 5
ora 45 percig inkubaltuk, tovabbi kezelés nélkiil, illetve DMSO, WINSS (10 pM) vagy
AM251 (30 uM) jelenlétében. Azért, hogy az siRNS transzfekcid hatékonysagat a 6 Oras
inkubéciods periddus soran is kontrollalhassuk, parhuzamos mintékat is inditottunk, és

hasonl6é mosasi Iépéseknek tettiik ki 6ket. E mintdkat azonban a mérés kezdetén még nem
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festettiik meg Halo-Alexa488-cal. Ehelyett ezeket a sejteket egy ,,agonista-indukalt”
protokollnak vetettiik ala (15 perc festés + 30 perc WINSS stimulus, lasd fent), 45 perccel a
kisérlet vége el6tt. A 6 oras peridodus végén egyiitt, valamennyi mintat kétszer lemostuk
PBS-sel, és 4%-os formaldehiddel fixaltuk oket 4°C-on 15 percig. A fixalt sejteket

konfokalis mikroszkoppal elemeztiik, a fent leirt médon.

4.7. Western blot méresek

4.7.1. p-arr2 és klatrin nehézlanc Western blot

A B-arr2 Western blot analiziséhez a sejteket 6-lyuku talcakon transzfektaltuk,
parhuzamosan a konfokalis mérésekhez hasznalt sejtekkel (a hasznélt plazmidok
mennyiségét lasd ott). A kisérlet napjan a sejteket jégre helyeztiik, jéghideg PBS-sel
lemostuk, SDS mintapufferben felkapartuk, roviden szonikaltuk, 95°C-on 5 percig foztiik,
majd 4°C-on 10 percig centrifugaltuk, és SDS poliakrilamid gélen megfuttattuk. A
fehérjéket PVDF membranokra blottoltuk at, majd a membranokat blokkoltuk (30 percig
szobahdmérsékleten, 5%-os zsirszegény tejport €s 0,05%-o0s Tween 20-at tartalmazo PBS-
ben (PBST-ben). Tovabba inkubaltuk az elsddleges antitesttel (1 6raig, 1:1000 higitasu
nyulbdl szarmaz6 anti-f-arr2 antitesttel vagy 1:4000 higitasu egérbdl szdrmazo6 anti-klatrin
nehézlanc antitesttel, 5%-os zsirszegény tejport tartalmazé PBST-ben), majd a masodlagos
antitesttel (30 percig, 1:2000 higitasi HRP-konjugalt anti-nytl vagy anti-egér antitesttel,
5%-0s zsirszegény tejport tartalmazé PBST-ben). Azért, hogy a mintdkban a teljes
fehérjemennyiséget kontrolldlni tudjuk, az antitesteket egy standard stripping puffer
segitségével eltavolitottuk, és egy masodik immunfestési eljarast alkalmaztunk, egérbdl
szarmazo6 anti-fB-aktin elsédleges antitesttel (1 6raig, 1:10000 higitasban), illetve HRP-
konjugalt anti-egér masodlagos antitesttel (30 percig, 1:10000 higitasban). Az antitesteket
SuperSignal West Pico reagens (Pierce Biotechnology Inc., Rockford, IL) segitségével
tettiik lathatova, a gyartd utasitasait kovetve. A Western blot felvételeket beszkenneltiik, és

az ImagelJ program segitségével kvantifikaltuk. A B-aktin szintekben kialakult valtozasokat
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hasznaltuk a f-arr2, illetve a klatrin nehézlanc szintekben Iétrejott valtozasok

normalizalasara.

4.7.2. pERK1/2 Western blot

A pERK1/2 Western blot mérésekhez a sejteket 6-lyukt talcakon transzfektaltuk a
kiilonb6zé CB;R mutansokkal (2 pg/pont). 22-26 oraval késdbb a sejteket 2 Oras
szérummegvonasnak vetettiik ald, majd WINS55,212-2-vel kezeltik a jelzett ideig, ezt
kovetden pedig jégre helyeztiik és jéghideg PBS-sel kétszer lemostuk. A tovabbiakban a
Western blot mérést a fent leirtakhoz hasonloan végeztiik el, a kovetkez6 antitestekkel: egér
anti-pERK1/2 vagy nyul anti-ERK1/2 elsédleges antitest (1 6ra, 1:500-as vagy 1:1000-es
higitas, rendre), illetve HRP-konjugdlt anti-nyul vagy anti-egér masodlagos antitest (30
perc, 1:5000-es higitds mindkét esetben). Az antitesteket az Immobilon Western
Chemiluminescent HRP Substrate (Millipore, MA) segitségével tettiik lathatova, ismét a
gyartd utasitasait kovetve. A Western blot felvételeket beszkenneltiik, és az Imagel

program segitségével kvantifikaltuk.

4.8. Az adatok elemzese és statisztikai kiértéekelés

A kotranszfektalt siRNS internalizaciora gyakorolt hatasait, a cAMP (EPAC)
BRET-b6l szarmazé adatokat, valamint a szamszerusitett pERK1/2 Western blot adatokat
kétszempontos variancia-analizissel (Holm-Sidak-féle post-hoc teszttel kombinalva)
értekeltiik, a SigmaStat for Windows 3.5 (Systat Software Inc., Richmond, CA) program
segitségével. A G-fehérje €s B-arresztin BRET dozis-hatds gorbék illesztését és statisztikai
Osszehasonlitdsat a GraphPad Prism 4.03 (GraphPad Software Inc, San Diego, CA)
program beépitett algoritmusainak segitségével végeztiik. A szignifikancia-kiiszobot
p<0,05-nél hataroztuk meg.

Az elfogult jelatvitel értékeléséhez hasznalt ekvimolaris Osszehasonlitast igy

készitettiikk: a G-fehérje és a B-arr2 BRET dozis-hatas gorbék azonos koncentraciokhoz
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tartozo pontjait (igy a két gérbe -8 (csak WINSS esetén), -7,5, -7, -6,5, -6, -5,5 és -5 (csak
2-AG-nal) log[WINS55] vagy log[2-AG] (M) koncentraciokhoz tartozé pontokat) egymas
fliggvényében abrazoltuk, ugyanazon receptor esetében.

Az “ekviaktiv”’ 0sszehasonlitast ugy végeztiik, hogy meghataroztuk az ,,elfogultsagi

egyltthatot” (bias  factor, B), a kovetkezo egyenletet hasznalva:

Emax,l ECSO,Z x Emax,Z ECSO,I
ECy, E EC,, E

max,2

p =log [ J [220], ahol az Emax.1, ECs0.1, Emax2 €s az
ref

max,1

ECso, jelolések a G-fehérje és a B-arresztin BRET dozis-hatds gorbékbdl szarmazd Epnax €s
ECsy értékeket jelentik ugyanazon receptor esetében, a vad tipusit CB;R-t referencia-
receptorként hasznalva.

Amennyiben masként nem jeleztiik, az adatokat mindenhol atlag +SEM forméban

abrazoltuk.
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5. Eredmények

5.1. A CBR és a p-arresztinek kozotti kapcsolat jellemzése

5.1.1. A CBR és a B-arresztinek kapcsolatanak vizsgalata konfokalis
mikroszkoppal

A CBjR és a P-arresztinek kozotti kapcsolat jellemzéséhez elészor a fehérjék
fluoreszcensen jelolt formait vizsgaltuk konfokalis mikroszkop segitségével. Hela sejteket
tranziensen transzfektaltunk mCherry-vel jelolt CB;R-ral (CB;R-mCherry) és eGFP-vel
jelolt B-arrl-gyel vagy B-arr2-vel (B-arrl-GFP vagy B-arr2-GFP). Ezekben a sejtekben a
CBR-mCherry nyugalmi koriilmények kozott jelen volt a plazmamembranon, csakugy
mint intracellularis vezikulumokban. Ez az eloszlas megfelel a CB;R jol ismert konstitutiv
internalizacidjanak (17. abra, B és F). Ugyanezekben a sejtekben a B-arr1-GFP ¢és a p-arr2-
GFP difftz citoplazmatikus (tovabba a B-arrl-GFP esetében sejtmagi) elhelyezkedést
mutatott, és sem a plazmamembranon, sem pedig intracellularis vezikulumokban nem volt
¢észlelhetd (17. abra, A és E). Kisérleteinkben WINS55-tel (10 uM) torténd stimulaciot
kovetden a B-arr2-GFP esetében par percen belill markdns atrendezddést figyeltiink meg, a
fehérje pontozott strukturdkban jelent meg a plazmamembrannal. (A WIN55 a CB;R
szintetikus teljes agonistdja, amely kémiai szerkezetét tekintve eltér az endogén
kannabinoidoktol, a sejtek kornyezetében nem bomlik le és nem alakul at, igy elterjedten
hasznaljak a CB;R-ral kapcsolatos kutatdsokban.) Ugyanakkor a citoplazma belsébb
(plazmamembrant6l tavolabb esd) teriiletein nem jelentek meg P-arr2-GFP-tartalmu
vezikulumok, még hosszabb (20 perces) stimulalast kovetden sem (17. dbra, G). A B-arr2-
GFP-vel ellentétben a B-arrl-GFP nem mutatott semmilyen atrendezédést a WINSS

hatasara, még tartos (20 perces) serkentés esetén sem (17. abra, C).
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B-arr1-GFP CB,R-mCherry
.
-
B-arr2-GFP CB,R-mCherry

E
i |H

kontroll

WINS5 20 perc

kontroll

C

WINS55 20 per

17. abra A konfokalis mikroszkopos elemzés a CB;R ,,A” osztalyu B-arresztin kotési mintazatiara utal

B-arr1-GFP-t (A-D) vagy B-arr2-GFP-t (E-H) CB;R-mCherryvel egyiitt kifejez6 HeLa sejteket elemeztiink
konfokalis mikroszkoppal. Nyugalmi koriilmények kozott a B-arrl-GFP diffuz citoplazmatikus és sejtmagi
elhelyezkedést mutat (A). 20 perces WINS5 (10 uM) kezelést kdvetden nem észlelhetd valtozas a f-arrl-GFP
eloszlasaban (C). A B-arr2-GFP diffuz citoplazmatikus elhelyezkedést mutat kontroll sejtekben (E, nagyitott
kép). 20 perces WINSS (10 uM) kezelést kdvetden a B-arr2-GFP-t pontszerli struktarakban lathatjuk, de
csupan a plazmamembran kozvetlen kdzelében (G, nagyitott kép, a nyilak B-arr2-GFP pontokra mutatnak). A
CB,R-mCherry nagy része konstitutivan a sejten beliil helyezkedik el (B, D, F, H). Az dbran harom fiiggetlen

kisérletbdl szarmazé reprezentativ felvételek lathatok. Lépték: 10 um.
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Hogy kizarjuk a jelolt B-arresztin konstrukcidk esetleges hibajabol adodo tévedési
lehetdséget, megvizsgaltuk ugyanebben a rendszerben a Ceruleannal jelolt B, AR (B,AR-
Cerulean) és az mCherry-vel jelolt AT|R (AT;R-mCherry) B-arresztin kotését, mivel ezek a
receptorok az ,,A” osztilya (B,AR), illetve ,,B” osztilyG (AT;R) B-arresztin kotés
prototipusainak tekintheték, és igy referenciaként hasznalhatok [107]. A vizsgalt két
receptor a mi rendszeriinkben is az irodalombol ismertnek megfeleld B-arresztin kotési
mintdzatot mutatott, azaz a B,AR-Cerulean mindkét izoformat csak a plazmamembrannal
kototte, mig az AT R-mCherry nagy affinitassal kapcsolodott hozzajuk, és mind a B-arrl-
GFP, mind a B-arr2-GFP megjelent a receptorral egyiitt az endoszomalis vezikulumokban
(18. abra, A-H). (A serkentést megeldzden ezekben a kisérletekben is mindkét B-arresztin

izoforma diffiiz citoplazmatikus elhelyezkedést mutatott — az adatokat nem mutatjuk.)
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B-arr1-GFP AT,R-mCherry

Ang Il 20 perc

B-arr2-GFP AT,R-mCherry

Ang Il 20 perc

B-arr1-GFP B,AR-Cerulean

=

B-arr2-GFP B,AR-Cerulean

18. abra Az ATR és a B,AR B-arresztin kotését mutaté konfokalis mikroszképos elemzés

B-arr1-GFP-t (A, B, E, F) vagy B-arr2-GFP-t (C, D, G, H) AT,;R-mCherryvel (A-D) vagy f,AR-Ceruleannal
(E-H) egyiitt kifejez6 HeLa sejteket elemeztiink konfokalis mikroszkoéppal. Az AT;R-mCherryt kifejez6
sejtekben mind a B-arrl-GFP, mind a p-arr2-GFP megtalalhato volt intracellularis vezikulumokban 20 perces
Ang II (100 nM) kezelést kovetden (A, C). A B,AR-Ceruleant kifejezd sejtekben a B-arrl-GFP ¢s a -arr2-
GFP a plazmamembrannal, pontokban helyezkedett el 20 perces isoproterenol (ISO, 1 uM) kezelést kdvetden

(E, G). Az abran harom fiiggetlen kisérletbdl szarmazo reprezentativ felvételek lathatok. Lépték: 10 pm.
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5.1.2. A CBR és a B-arresztinek kapcsolatanak vizsgalata BRET modszerrel

A BRET modszer eldnye, hogy altalaban a konfokalis mikroszképnal nagyobb
érz¢kenységgel képes detektdlni a fehérjék kozotti specifikus kapcsolatot. Ezért a
tovabbiakban a CBR és a B-arresztinek kozotti kapesolatot megprobaltuk kimutatni BRET
modszerrel is (Id. 12. dbra). A BRET-et a Renilla luciferazzal jelolt B-arrl vagy B-arr2 (-
arrl-Rluc vagy B-arr2-Rluc) és az mVenus-szal jelolt CBjR (CB;R-mVenus) k6zott mértiik
tranziensen transzfektalt HeLa sejtekben. A sejtek WINS55-tel (10 uM) torténd serkentése a
BRET jel emelkedéséhez vezetett, amennyiben a CB;R-mVenust a p-arr2-Rluc-cal egyiitt
fejeztik ki (19.4bra, A), ami a -arr2-Rluc molekuldk CB;R-mVenushoz valo
kihelyezddését tiikrozi a receptor aktivacidjat kovetden. Ezzel szemben ugyanez a stimulus
nem okozott jelentds valtozast a CBjR-mVenus és a B-arrl-Rluc kozott mért BRET jelben

(19. abra, A).

>
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19. abra A CB{R, AT|R és B,AR agonista-indukalt p-arr1 és p-arr2 kotését mutaté BRET mérések
A, A CB;R-mVenus-t HeLa sejtekben egyiitt fejeztiik ki f-arr1-Rluc-cal vagy B-arr2-Rluc-cal, és az agonista
(WINSS, 10 uM) hatasara létrejovo BRET valtozasokat mértiik. Az adatokat a csak vivoanyagot kapott sejtek
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gorbéire normalizaltuk (amit a vizszintes vonal jelez). A nyil az agonista hozzdadasanak idépontjat jelzi. Az
adatokat atlag + SEM formaban abrazoltuk. B-D, BRET titracios gorbék, amelyek az AT|R (B), a B,AR (C)
vagy a CBR (D) pB-arresztin izoformak iranti relativ affinitasait tiikrozik. A HeLa sejteket allando
mennyiségii B-arrl-Rluc vagy B-arr2-Rluc konstrukcioval, valamint valtozé mennyiségli mVenus-szal jelolt
receptorral transzfektaltuk, ami kiilonb6z6 akceptor/donor aranyokat eredményezett. Az abran az agonistaval
(100 nM angiotenzin II (B), 1 uM izoproterenol (C) vagy 10 uM WINSS5 (D)) torténd serkentést kdvetden 3-5
perccel mért atlagos BRET valtozasokat tiintettiik fel, az mVenus/Rluc intenzitas-hanyadosok fiiggvényében
(melyet a kisérlet elején mértiink). A legalabb harom fiiggetlen kisérletb6l szarmazo pontokra nem-linearis

regresszioval illesztettiink gorbét, egy-kotdhelyes kotésre vonatkozo egyenlet felhasznalaséval.

A két fehérje kozotti affinitdst még alaposabban meg kivantuk vizsgalni, ezért Gn.
BRET titraciés méréseket végeztiink. Ezekben a kisérletekben a BRET jelet nem az id6
fliggvényében vizsgaljuk, hanem egy adott iddpillanatban (vagy id6tartamban) mért BRET
jelet abrazolunk a BRET akceptor/donor fehérjék (itt: mVenus/Rluc) expresszids aranyanak
fliggvényében. Specifikus interakcio esetén (mint amilyen a 7TMR-ok és a B-arresztinek
kozotti kapcsolat) ez egy telitési gorbét eredményez, melynek meredeksége jellemzi a két
BRET partner kozotti affinitast [221]. fgy tehat BRET titracids gorbéket vettink fel a
CBR-mVenus és a pB-arrl-Rluc vagy a B-arr2-Rluc esetén, tovabba a korabban alkalmazott
referencia-receptorokat is bevontuk a mérésekbe, azaz hasonld gorbéket készitettink a
jelolt B-arresztinek és a f,AR-mVenus vagy az AT|R-mVenus kozott mért BRET alapjan
1s. Amint varhato volt, a receptorok serkentését kovetden felvett BRET titracidés gorbék
telitési kinetikat mutattak mind az AT;R-mVenus, mind a Bf,AR-mVenus esetén, mindkét
B-arresztin izoforma esetén. Azonban mig az AT;R mindkét izoformat nagy affinitdssal
kototte (19. abra, B), a P,AR esetén a B-arrl-Rluc-hoz tartozé gorbe joval kisebb
meredekségli volt, mint a B-arr2-Rluc-¢ (19. abra C). Az eredmény arra utal, hogy ez a
receptor nagyobb affinitassal koti a B-arr2-t (azaz ,,A” osztalyl receptor). A CB;R-mVenus
¢s a p-arr2-Rluc BRET titracios gorbéje szintén telitési kinetikdt mutatott, ennek
meredeksége azonban igen kicsi volt. Ezzel szemben a CB;R-mVenus és a B-arrl-Rluc
kozott nem volt jelentés BRET jel valtozas, még magas akceptor/donor aranyoknal sem
(19. abra, D). Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a CBR a B-arr2-t alacsony affinitassal
koti, a B-arrl-et pedig ilyen kisérleti koriilmények kozott nem, vagy kimutathatatlanul

alacsony mértékben.
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5.2. A CB;R agonista-indukalt és konstitutiv internalizdcidjanak
részletes vigsgalata

5.2.1. A B-arr2 szerepének vizsgalata a CB(R agonista-indukalt
internalizaciojaban

5.2.1.1. Az agonista-indukalt internalizacio vizsgalata a Halo-jeldlési technika
segitségevel

A tovabbiakban a B-arr2-nek a CB|R agonista-indukalt internalizacigjaban betoltott
szerepét kivantuk kozvetleniil vizsgalni. Az internalizacid lathatova tételéhez a Halo-
jelolési technikat alkalmaztuk. Ennek sordn a HaloTag® fehérjét a receptor N-terminalis,
azaz extracellularis végéhez fuzionaltuk (Halo-CB;R). A plazmamembranra kijutva a
HaloTag® gyorsan és kovalensen koti a Halo-Alexa488-at, amely a fehérje fluoreszcensen
jelolt, membran-impermedbilis ligandja. Ezzel a moddszerrel tehat végsésoron a
plazmamembranon elhelyezkedd receptorpopulacié szelektiven jelolhetd, és annak
internalizacioja jol kovethetd. A Halo-CBjR megfelel6 miikodését BRET kisérletek
segitségével jellemeztiik, melyekben a receptor G-fehérje aktivalasat és B-arr2 kotését
mértiik, és nem taldltunk szignifikans eltérést a vad tipusu, illetve a HaloTag®-gel jelolt
CB;R-ok dozis-hatas gorbéinek ECsy értékei kozott (pECsy 9,0 £ 0,2 és 9,0 £ 0,1 a G-
fehérje kotés, illetve 6,5 = 0,1 és 6,5 + 0,1 a B-arr2 kotés esetén, rendre).

Az agonista-indukalt internalizaci6 vizsgalatdhoz a sejteket 15 percig festettiik a
Halo-Alexa488-cal, majd 30 percig kezeltiik vivOanyaggal vagy CB;R liganddal, ezt
kovetéen pedig fixdltuk ¢és konfokalis mikroszkoppal elemeztiik o6ket. A csupan
vivoanyaggal kezelt sejtekben a plazmamembran festddése egyértelmiien latszott, a sejten
beliili vezikularis jelolédés minimalis volt (20. abra, A). A WINS5-tel (10 uM) torténd
kezelés szamos sejten beliili vezikulum megjelenését eredményezte, ami megfelel az
intenziv agonista-fliggd internalizacionak (20. abra, B), és ez gatolhaté volt a CB;R
gatlészer AM251-gyel (30 uM; 20. abra, C). (Az AM251 az egyik legelterjedtebben

hasznalt szintetikus CB|R inverz agonista vegyiilet, amely tehat nem csak megakadalyozza
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crcr

stabilizalja.) A B-arr2 szerepét a folyamatban eldszér egy dominans negativ f-arr2 mutans,
a B-arr2-V54D segitségével vizsgaltuk. Ennek a mutdnsnak csokkent a 7TMR-okhoz valo
kotédési képessége [106, 222], és korabban mar széles korben alkalmaztdk a [-arr2
internalizacidban betoltott szerepének vizsgalatara. Mi a B-arr2-V54D, illetve a vad tipusu
B-arr2 RFP-vel jelolt formait (B-arr2-V54D-RFP, ill. B-arr2-RFP) fejeztiik ki a sejtekben a
Halo-CBR-ral egyiitt. A B-arr2-RFP expresszidja nem rontotta el a CB;R WIN55-indukalt
internalizacidjat (20.4bra D-G). Ugyanakkor a B-arr2-V54D-RFP-t kifejezé sejtekben a
CB|R agonista-indukalt internalizacidja jelentésen csokkent. (20. dbra, H-K).

WIN55 + AM251 30 perc

DMSO 30 perc WIN55 30 perc

Halo-CB,R

Halo-CB,R B-arr2-RFP Halo-CB,R B-arr2-V54D-RFP

DMSO 30 perc
DMSO 30 perc

WIN55 30 perc
WIN55 30 perc

20. dbra A CB;R agonista-indukalt internalizaciéjat gatolja a dominans-negativ p-arr2

A Halo-CB;R-t HeLa sejtekben fejeztiik ki egyediil (A-C) vagy vad tipusu B-arr2-RFP (D-G), ill. B-arr2-
V54D-RFP (H-K) mellett, majd a sejteket konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk 15 perc Halo-Alexa488
festés, és 30 perc vivéanyag (A, D, E, H, I), WIN55 (10 uM, B, F, G, J, K) vagy WIN55 + AM251 (10puM +
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30 puM, rendre, C) kezelést kdvetden. A vivoanyag-kezelés nem okoz jelentés CB|R internalizaciot egyik
sejtpopulacioban sem (A, D, H), mig a WINSS5 kezelés a receptor erdteljes endocitdzisat valtja ki a kontroll
(B) és a vad tipust B-arr2-RFP-t kifejezé (F, G) sejtekben, a B-arr2-V54D-t kifejezd sejtekben azonban nem
(J, K). A WINS5-indukalt internalizacidot az AM251 egyiittes hozzaadasa kivédi (C). Az abran harom

fiiggetlen kisérletbdl szarmazo reprezentativ felvételek lathatok. Lépték: 10 pm.

Ugyanebben a rendszerben megvizsgaltuk a -arr2-specifikus siRNS (B-arr2 siRNS)
CB,R-internalizaciora gyakorolt hatasat is. A fehérjék Western blot elemzése a B-arr2
szintjének kb. 50%-os csokkenését mutatta a teljes sejtpopulacidban, B-arr2 siRNS hatdsara
(21. abra, A). A Halo-CB;R internalizaciojat a fent leirtakhoz hasonloéan vizsgaltuk. A
CBiR WINS55-tel létrehozott internalizacidja érintetlen maradt a sejtek kontroll siRNS-sel
torténd transzfekciojat kovetden, azonban jelentdésen kérosodott a [-arr2 siRNS-sel
transzfektalt sejtekben (21. abra, B-E). Mivel ezekben a mérésekben nem lehetséges az
siRNS-sel valoban transzfektalodott sejteket egyenként azonositani, ezért elvégeztik a
konfokalis mintak szamszerlsitését (egy intracelluléris/teljes sejt fluoreszcencia-hdnyados
segitségével), hogy megfelelden értékelhessiik az siRNS hatasat. Ez az elemzés is a -arr2
siRNS szignifikans gatld hatasat mutatta a CB|R agonista-indukalt internalizaciojara (21.

abra, F).
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21. abra A CB4R agonista-indukalt internalizaciéjat gatolja a p-arr2-specifikus siRNS

A, A Western blot vizsgalatok a B-arr2 fehérje szintjének kb. 50%-os csokkenését mutatjak a B-arr2 siRNS-
sel transzfektalt sejtekben a kontroll siRNS-sel transzfektalt sejtekhez képest. n=3. B-E, HelLa sejteket
transzfektaltunk Halo-CB;R-ral és kontroll (B, D) vagy B-arr2-specifikus (C, E) siRNS-sel, majd a sejteket
konfokalis mikroszkdppal vizsgaltuk 15 perc Halo-Alexa488 festés, és 30 perc vivoanyag (B, C) vagy WINSS
(10 uM, D, E) kezelést kovetéen. A vivoanyag-kezelés nem okoz jelentds CB;R internalizaciot egyik
sejtpopulacioban sem (B, C), mig a WINS5 kezelés a receptor erdteljes endocitdzisat valtja ki a kontroll

sejtekben (D), a B-arr2 siRNS-sel transzfektalt sejtekben azonban nem (E). Lépték: 10 pm. F, A konfokalis
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adatok szamszerusitése az intracelluldris/teljes sejt fluoreszcencia-hanyados segitségével azt mutatja, hogy a
sejten beliilli receptorszam szignifikdnsan megemelkedik WINSS kezelésre a kontroll siRNS-t kapott
sejtekben, €s ez a hatas statisztikailag jelentés mértékben csokken a B-arr2 siRNS-sel transzfektalt sejtekben.

Az adatokat atlag = SEM forméaban abrazoltuk, n=6, *p<0,05, ns = nem szignifikans.

5.2.1.2. Az agonista-indukalt internalizacio vizsgalata BRET modszer segitségével

A tovabbiakban a B-arr2 CB;R-internalizacidoban betoltott szerepét a pontosabban
szamszerlsithetd BRET mddszerrel is megvizsgaltuk (1d. 15. dbra). Ennek soran a receptor
mozgasat kovettiikk a plazmamembran ¢és a citoplazma kozott, azéltal, hogy a folyamatosan
plazmamembranban elhelyezkedd ICAM-1 fehérje YFP-vel jelolt forméaja (ICAM-YFP), és
a szuper Renilla luciferazzal jelolt CB|R (CB;R-Sluc) kozott mértiink BRET-et. Az igy
transzfektalt sejtekben a WINSS5 hozzaadasa a BRET jel csokkenését eredményezte, ami a
CBR-ok plazmamembranrdl valo eltlinését jelzi (22. abra, A). Ez a csokkenés a serkentést
kovetden 10-20 perccel érte el a maximumat, és ezutan nem mutatott jelentds valtozast a
kisérlet végéig (kb. 40 perccel a serkentést kovetden). A vad tipust B-arr2 ko-expresszidja
nem volt jelentds hatassal a CB;R internalizdcigjara. Ugyanakkor a [-arr2-V54D
kifejezddése esetén a WINSS-re kialakulé BRET jel csokkenés mértéke jelentdsen elmaradt
a kontroll koriilményekhez képest (22. abra, A). A pP-arr2 siRNS hatdsat szintén
megvizsgaltuk ugyanilyen koriilmények kozott, és azt lattuk, hogy a B-arr2 siRNS
transzfekcioja is jelentésen mérsékelte a CB;R aktivaciot kovetd6 BRET csokkenés
mértékét, azaz a CB|R agonista-indukalt internalizacidjat a kontroll siRNS-hez képest (22.

abra, B).
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22. abra Az agonista-indukalt CB;R internalizacié p-arr2-fiiggését mutaté6 BRET mérések

CBR-Sluc-ot és ICAM-YFP-t fejeztink ki HeLa sejtekben, majd BRET méréssel kovettiik a receptor
plazmamembrantol vald eltavolodasat agonista hatasara. A, A BRET jel csokkenését tapasztaljuk WINSS (10
uM) serkentést kdvetden, tires pcDNA3.1 plazmid egyilittes transzfekcidja esetén (fehér korok). A vad tipusa
B-arr2 egyiittes kifejezodése nincs jelentds hatassal a BRET valtozasra (fekete haromszogek). A B-arr2-V54D
kifejez6dése jelentésen csokkenti a BRET jel valtozasat (fehér haromszogek). Az adatokat atlag + SEM
formaban abrazoltuk, n=8. B, A BRET jel csokkenését tapasztaljuk WINS55 (10 uM) kezelést kdvetden
kontroll siRNS-sel transzfektalt sejtekben (fekete haromszdgek). A BRET jel csokkenését jelentdsen gatolja a
B-arr2 siRNS transzfekcidja (fehér haromszogek). Az adatokat atlag + SEM forméban abrazoltuk, n=4. A
méréseket a csak vivoanyagot kapott gdrbére normalizaltuk (amit a vizszintes vonal jelez). A nyilak az

agonista hozzaadasanak id6pontjat jelzik.
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5.2.2. A konstitutiv CB;R internalizacio mechanizmusanak jellemzése

5.2.2.1. A konstitutiv CB/R internalizacio aktivitas-fiiggésének vizsgalata

Mivel az irodalmi adatok nem teljesen egységesek abban, hogy a CB;R konstitutiv
internalizdcidja fiigg-e annak aktivaltsagi allapotatol, elséként ezt a kérdést kivantuk
vizsgalni, a fent bemutatott Halo-jelolési technika segitségével. Ezekben a kisérletekben a
korabbiakhoz hasonl6 15 perces Halo-festést alkalmaztunk, ezt kovetden pedig 6 6rdig az
inkubatorban (37°C, 5% CO,) hagytuk a sejteket, hogy ezalatt a CB;R spontdn endocitozisa
megfeleld mértékben kialakulhasson. Ezek utdn a kontroll sejtekben nagyszamu sejten
beliili vezikulumot lattunk, ami a CB;R konstitutiv endocitézisara utal (23. abra, A). A
WINS5-kezelés tovabb fokozta az endocitédzist, ekkor gyakorlatilag nem maradt észlelhetd
receptor a plazmamembranon az inkubécids periddus végére (23. abra, B). Erdekes modon
azonban az inverz agonista AM251 folyamatos jelenléte (azaz a CB;R-ok inaktiv
allapotban torténd stabilizaldsa) sem gatolta meg a hat 6rds id6étartam alatt kialakuld
konstitutiv. CBR internalizaciét (23. abra, C), ami arra utal, hogy a receptor aktiv

konformacidja nem sziikséges a konstitutiv internalizacidhoz.

5.2.2.2. A konstitutiv CBR internalizdcio p-arr2- és klatrin-fiiggésének vizsgalata

A tovéabbiakban a CB;R konstitutiv internalizaciojdnak mechanizmusat kivantuk
elemezni, els6ként a P-arr2 szerepét a folyamatban. A fentihez hasonlé moddon hagytuk
létrejonni a Halo-CBjR spontan internalizaciojat, majd B-arr2-RFP és B-arr2-V54D-FRP
ko-expresszidjanak hatasat vizsgaltuk. A vad tipust B-arr2-RFP jelenléte nem okozott

lathato valtozast a konstitutiv internalizacié mértékében (23. abra, D és E).

84



DOI:10.14753/SE.2015.1787

DMSO 6 o6ra WINS5 6 6ra AM251 6 ora

Halo-CB,R

Halo-CB,R B-arr2-RFP

E

6 ora inkubacio

Halo-CB,R B-arr2-V54D-RFP

€

e

6 ora inkubacio

23. abra A CBR Kkonstitutiv internalizaciéjat nem befolyasolja az inverz agonista kezelés, sem pedig a
dominans-negativ B-arr2

A Halo-CB;R-t HeLa sejtekben fejeztiik ki egyediil (A-C) vagy vad tipust B-arr2-RFP (D, E), ill. B-arr2-
V54D-RFP (F, G) mellett, majd a sejteket konfokalis mikroszkdppal vizsgaltuk 15 perc Halo-Alexa488 festés
és 5 ora 45 perc 37°C-on, 5% CO, melletti inkubaciot kdvetden. Kontroll sejtekben jelentds mennyiségii
Halo-CBR-t figyelhetiink meg intracellularisan (A). Az internalizacié fokozodik WINSS (10 puM)
jelenlétében (B), de nincs ra hatassal az AM251 (30 uM, C). A konstitutiv internalizacié megfigyelhet6 a vad
tipusu B-arr2-RFP-t kifejezo sejtekben (D, E), és a B-arr2-V54D-t kifejez6 sejtekben is (F, G, 1d. a nyillal
jelzett sejtet). Az abran harom fiiggetlen kisérletbdl szarmazo reprezentativ felvételek lathatok. Lépték: 10

pum.
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S6t, az agonista-indukalt internalizacional tapasztaltakkal ellentétben, a dominans
negativ format (B-arr2-V54D-RFP) kifejez6 sejtekben is jelen voltak a Halo-CB;R tartalmu
sejten beliili vezikulumok, a kontroll sejtekhez hasonldé mértékben (23. 4bra, F és G).

A sejtek B-arr2 siRNS-sel torténd transzfekcidja sem eredményezte a konstitutiv
internalizacid gatlasat, és ezt a szamszerisitett adatok is megerdsitették (24. abra, A). Ez
utobbi kisérletekhez kontrollként megvizsgaltuk a hat oras inkubacios periddus végén
1étrejovo agonista-indukalt endocitozist, hogy lassuk, nem az siRNS hat4sanak lecsengése
okozta-e a gatld hatds elmaradéasat. Ezekben az esetekben a B-arr2 siRNS transzfekcidja
tovabbra is jelentésen csokkentette a WINSS5-indukalt internalizaciot, azaz az siRNS az
inkubaci6 végén is hatékonyan gatolta a B-arr2-fiiggd folyamatokat (24. ébra, B).

Kivancsiak voltunk tovabba, hogy hasonlod kiilonbségeket tapasztalunk-e az
internalizacios folyamatokban egy olyan sejtvonal esetén, mely a CB R-t endogén modon
kifejezi, és igy vizsgalata az élettanihoz kozelebbi helyzetet jelent. A Neuro-2a egér
neuroblasztdma sejteket gyakran hasznaljak ilyen kisérletekben, igy ebben a sejtvonalban is
elvégeztik a fenti p-arr2 siRNS méréseket, azaz a Halo-CBjR Kkonstitutiv
internalizacidjanak vizsgalatat. A Western blot eredmények a B-arr2 szintjének mintegy
80%-0s csokkenését mutattak ki ezekben a sejtekben a B-arr2 siRNS transzfekcidjat
kovetden (24. abra, C). Az eredmények a HelLa sejtek esetében kapott eredményekkel
megegyeztek: a 6 Ora alatt kialakulé spontdn endocitdzist nem gatolta a B-arr2 siRNS
transzfekcidja, az inkubacids periodus utolsd fél orajaban létrehozott WINSS-indukalt
internalizaciot azonban igen (24. abra, D és E). Ez tovabb er0siti azt a kovetkeztetést, hogy
az agonista-indukalt CB;R internalizaci6é B-arr2-fiiggd folyamat, mig a konstitutiv forma

ncm.
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24. abra A CBR Konstitutiv internalizaciéjat nem befolyasolja a p-arr2-specifikus siRNS
A és D, HelLa (A), ill. Neuro-2a (D) sejteket transzfektaltunk Halo-CB;R-ral és kontroll vagy B-arr2-
specifikus siRNS-sel, majd a sejteket konfokalis mikroszkoppal vizsgaltuk 15 perc Halo-Alexa488 festés, és 5
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ora 45 perc 37°C-on, 5% CO, melletti inkubaciot kdvetden. Mind a kontroll, mind pedig a B-arr2 siRNS-sel
transzfektalt sejtekben jelentds mennyiségii receptor lathatd a sejten beliil. Az adatok szamszer(isitése az
intracellularis/teljes sejt fluoreszcencia-hanyados segitségével nem mutat szignifikans kiilonbséget a kontroll
és a P-arr2 siRNS-sel transzfektalt sejtek kozott a 6 oras inkubaciot kovetden. B és E, Ugyanezekben a
kisérletekben a kontroll vagy B-arr2-specifikus siRNS-sel transzfektalt HeLa (B) vagy Neuro-2a (E) sejteket 5
ora 15 percig inkubaltuk 37°C-on, 5% CO, mellett, amit 15 perc Halo-Alexa488 festés, majd 30 perc WIN55
(10 uM) kezelés kovetett. A kontroll sejtekben jelentés mennyiségii internalizalddott receptor lathatd, a B-arr2
siRNS-sel transzfektalt sejtekben azonban nem. Az adatok szdmszerlsitése azt mutatja, hogy a WIN55-
indukalt internalizacié az 5 o6ra 30 perces inkubdaciot kdvetden szignifikdnsan csokkent a (-arr2 siRNS-sel
transzfektalt sejtekben. Lépték: 10 um. Az adatokat atlag + SEM formaban abrazoltuk, n=3, *p<0,05. C, A
Western blot vizsgalatok a B-arr2 fehérje szintjének kb. 80%-os csokkenését mutatjak a P-arr2 siRNS-sel
transzfektalt Neuro-2a sejtekben a kontroll siRNS-sel transzfektalt sejtekhez képest. Az adatokat atlag + SEM

forméaban abrazoltuk, n=3.

Ezt kdvetden azt akartuk megvizsgalni, hogy a CB;R agonista-indukalt, illetve
konstitutiv internalizacidja klatrin-fliggd mechanizmussal zajlik-e. Ehhez a klatrin nehéz
lancanak kifejezodését csokkentettiik siRNS segitségével. A Western blot eredmények a
klatrin nehézlanc szintjének kb. 50%-os csokkenését mutattdk ki (25. dbra, A).
Eredményeink azt mutattdk, hogy a klatrin nehézlanc elleni siRNS-sel transzfektalt
sejtekben jelentdsen kisebb mértékben alakul ki a Halo-CB;R konstitutiv endocitézisa 6 6ra
alatt a kontroll siRNS-sel transzfektalt sejtekhez képest (25. abra, B). Ugyanez érvényesiilt
az inkubdcio utolso fél orajaban, WINSS5-tel 1étrehozott internalizacié esetében is (25. abra,

C). Ez arra utal, hogy a CB|R internalizacié mindkét formaja klatrin részvételével zajlik.
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25. abra A CB4R konstitutiv internalizacidjat gatolja a klatrin nehézlanc-specifikus siRNS

A, A Western blot vizsgalatok a klatrin nehézlanc (klatrin NL) fehérje szintjének kb. 50%-os csokkenését
mutatjak a klatrin nehézlanc siRNS-sel transzfektalt sejtekben a kontroll siRNS-sel transzfektalt sejtekhez
képest. n=3. B, HeLa sejteket transzfektaltunk Halo-CB;R-ral és kontroll vagy klatrin nehézlanc-specifikus
siRNS-sel, majd a sejteket konfokalis mikroszkdoppal vizsgaltuk 15 perc Halo-Alexa488 festés, és és 5 ora 45
perc 37°C-on, 5% CO, melletti inkubaciot kovetden. Jelentds mennyiségii sejten beliili receptort lathatunk a
kontroll sejtekben, a klatrin nehézlanc siRNS-sel transzfektalt sejtekben azonban nem. A konfokalis adatok
szamszerUsitése az intracellularis (IC)/teljes sejt fluoreszcencia-hanyados segitségével szignifikans
kiilonbséget mutat a kontroll és a klatrin NL siRNS-sel transzfektalt sejtek kozott. C, Ugyanezekben a
kisérletekben a kontroll vagy klatrin NL siRNS-sel transzfektalt HeLa sejteket 5 ora 15 percig inkubaltuk
37°C-on, 5% CO, mellett, amit 15 perc Halo-Alexa488 festés, majd 30 perc WINSS (10 pM) kezelés kovetett.
A kontroll sejtekben jelentds mennyiségl internalizalodott receptor lathatd, a klatrin NL siRNS-sel

transzfektalt sejtekben azonban nem. Az adatok szamszer(isitése azt mutatja, hogy a WINS5-indukalt
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internalizacié az 5 d6ra 30 perces inkubdcidt kovetéen szignifikdnsan csokkent a klatrin NL siRNS-sel

transzfektalt sejtekben. Lépték: 10 um. Az adatokat atlag + SEM formaban abrazoltuk, n=3, *p<0,05

5.3. A konzervalt DRY motivum szerepének vizsgalata a CB ;R
mitkodésében

5.3.1. Mutaciok létrehozasa a CB1R DRY régiéjaban

A konzervalt DRY régio szerepét a CB;R miikodésében ugy kivantuk vizsgalni,
hogy a hirom ¢érintett aminosavat (irdnyitott mutagenezis segitségével) valamennyi
lehetséges (egyes, kettes és harmas) kombinacioban alaninra cseréltik. Igy az els6
vizsgalatokat a vad tipusi CB;R mellett hét mutanssal végeztiik: (a Ballesteros-Weinstein
szamozas alapjan) CB;R-D3.49A, CB|R-R3.50A, CB|R-Y3.51A, CB|R-R3.50A/Y3.51A,
CB;R-D3.49A/Y3.51A, CB;R-D3.49A/R3.50A, CB;R-D3.49A/R3.50A/Y3.51A. A
mutdnsokat a tovabbiakban az egyszerlibb azonositds kedvéért (a fenti felsorolas
sorrendjében) a CB;R-ARY, CB;R-DAY, CB;R-DRA, CB;R-DAA, CB|R-ARA, CB;R-
AAY ¢és CBjR-AAA elnevezésekkel jeloljik. Kisérleteinket CHO sejtekben végeztiik,
melyek endogén CB R-t nem fejeznek ki, és ennek megfelelden kontroll kisérleteinkben
egyik kisérleti felallasban, egyik CBR ligandra sem lattunk jelentds valtozést a receptorral

nem transzfektalt sejtekben (az adatokat nem mutatjuk).

5.3.2. A DRY mutans CB;R-ok plazmamembranon val6 kifejezédésének
vizsgalata

Miel6tt részletesebben megvizsgaltuk volna a mutans CB;R-ok jelatviteli
tulajdonsagait, ellendrizni kivantuk, hogy az egyes mutaciok nem befolydsoljak-e a
receptor plazmamembranra valé megfeleld kijutasdt. Ehhez a sejtekben kifejeztiik a
receptorok mVenus-szal jelolt formait, és a sejteket konfokalis mikroszkop alatt elemeztiik.

A CB\R ezekben a sejtekben nyugalmi koriilmények kozott a plazmamembranon, valamint
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sejten beliili vezikulumokban helyezkedik el, ami egybevag a receptor konstitutiv
internalizaciojaval (26. abra, A). Fontos megfigyelés volt, hogy a D3.49A mutécio
onmagaban jelentdsen rontotta a CB|R plazmamembranon valo elhelyezkedését, az érintett
receptorok (CB;R-ARY ¢és CB;R-ARA) tobbsége a sejtek endoplazmas retikulumédban
halmozddott fel (26. dbra, B és F). Erdekes modon a D3.49A muticidnak ezt a hatasat az
R3.50A egyiittes mutacidja kivédte, hiszen mind a dupla mutans CB;R-AAY, mind a tripla
mutans CBjR-AAA megfelelden kijutott a plazmamembranra (26 abra, G és H). A tobbi
muténs, azaz a CB;R-DAY, a CB|R-DRA ¢s a CB|R-DAA a konfokalis felvételek alapjan

a vad tipusu receptorhoz megkdzelitdleg sejten beliili eloszlast mutatott (26. abra, C, D és

E).
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26. dbra A vad tipusu és mutans CB;R-mVenus variansok sejten beliili eloszlasa

A-H, Az mVenus-szal jelolt CB|R variansokat kifejez6 CHO sejtekrol késziilt konfokalis mikroszkopos
felvételek. A, CB;R-mVenus; B, CB;R-ARY-mVenus; C, CB;R-DAY-mVenus; D, CB;R-DRA-mVenus; E,
CB|R-DAA-mVenus; F, CB;R-ARA-mVenus; G, CB;R-AAY-mVenus; H, CB;R-AAA-mVenus. Lépték: 10
pm. I, Az mVenus-szal jelolt CBR variansok plazmamembranon elhelyezked6 hanyadat tiikr6z6 PM/Gsszes
receptor BRET értékek. A 0% a BRET interakcid teljes hianyat, a 100% a vad tipusut CB;R-mVenus-hoz

tartozo értéket mutatja. Az adatokat atlag + SEM formaban abrazoltuk, n=3, *p<0,05, ns: nem szignifikans.

Mivel a konfokalis képek elemzése sok esetben nem eléggé érzékeny a receptorok
eloszlasaban mutatkoz6 finomabb kiilonbségek kimutatasahoz, ezért egy jobban
szamszerisithetd, érzékenyebb mddszert is alkalmaztunk a receptorok plazmamembranon
valé elhelyezkedésének meghatarozasara: BRET-et mértiink az mVenus-szal jelolt

receptorok és a plazmamembranhoz irdnyitott Sluc fehérje kozott (Id. 14. abra). A nem-
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stimulalt sejtekben a plazmamembranon elhelyezkedd receptorok aranyat a PM/dsszes
receptor BRET hanyados tiikrozi. Kisérleteinkben azt lattuk, hogy ez a hanyados a
mutansok koziil a CB;R-AAY ¢és a CB;R-AAA esetén a vad tipust receptorhoz hasonlo,
mig a CB;R-DAY, CB|R-DRA ¢és CB;R-DAA mutinsok esetén kb. 40%-kal kisebb
mértéki. A CB;R-ARY és CB;R-ARA mutinsok esetén — a konfokalis felvételekkel
Osszhangban — a plazmamembran lokalizacio szinte teljes megsziinését tapasztaltuk (26.
abra, I).

Mivel a fentick alapjan a CB;R-ARY ¢és a CB;R-ARA mutansok
plazmamembranon valo kifejezédése jelentOs zavart szenvedett, ezért a tovabbi vizsgalatok

soran ezt a két mutanst nem jellemeztiik részletesebben.

5.3.3. A DRY mutans CB;R-ok miikodésének jellemzése

5.3.3.1. A CB;R-DAY mutans jellemzése

Az R3.50 a DRY motivumon beliil is a legkonzervaltabb aminosav, igy el6szor a
CB|R-DAY mutans miikddését vizsgaltuk meg. A receptor G-fehérje aktivacigjat
kozvetleniil mértiik, a heterotrimer Go-fehérje alegységek (oo-Rluc és YFP-Bivi1) kozotti
BRET valtozasok kovetésével (1d. 11. abra), melyeket a vad tipusu vagy a mutans CB;R-ral
egyiitt fejeztiink ki CHO sejtekben. A szintetikus CB;R-agonista WINS5-tel, illetve az
endokannabinoid 2-AG-val késziilt G, BRET dozis-hatas gorbék azt mutattdk, hogy a
CB|R-DAY G-fehérje aktivalasi képessége a vad tipuséhoz képest csokkent, de nem sziint
meg teljesen. Tovabba a CB;R-DAY a CB;R-hoz hasonl6 mértéki bazalis aktivitast
mutatott (27. abra, A és B). Az ECs értékek is hasonloak voltak a két receptor esetében,
ami arra utal, hogy az R3.50A mutacidé nem valtoztatta meg jelentdsen a receptor G-fehérje
iranti affinitasat (4. tablazat).

A tovabbiakban a CB|R-DAY -arresztin kotését vizsgaltuk meg. GFP-vel jelolt -
arr2-t (B-arr2-GFP) fejeztiink ki CHO sejtekben a vad tipusti vagy mutans CBR-ral, és a 3-
arr2-GFP elhelyezkedését elemeztilk konfokélis mikroszkoppal. Erdekes moédon azt
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figyeltik meg, hogy a CB;R-DAY-t kifejez0 sejtekben a B-arr2-GFP mar nyugalmi
koriilmények kozott is pontszeri strukturakban volt jelen a plazmamembrannal, ami a
CBR-DAY megnovekedett bazalis B-arr2 kotésére utal (27. abra, E és G). Hasonl6 bazélis
B-arr2 kotést a vad tipust receptor esetében nem tudtunk megfigyelni (27. abra, C). Ez a
bazalis kotés egy parcidlisan aktiv receptor-konformacié kdvetkezménye volt, ugyanis a
sejtek inverz agonista AM251-gyel torténd kezelése (10 uM, 10 perc) a B-arr2-GFP pottyok

tobbségének plazmamembranrol valo eltlinését eredményezte (27. abra, H).

B-arr2-GFP + CB,R-WT

A kontroll WINS55 10 perc I
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27. abra A CB{R-DAY mutans miikodésének elemzése

A-B, Dozis-hatas gorbék, melyek a vad tipusit CB;R (sziirke gorbék), ill. a CB;R-DAY (fekete gorbék) G-
fehérje BRET valaszat mutatjdk CHO sejtekben, bazalis és kiilonb6zé WINS5-tel (A) vagy 2-AG-val (B)
stimulalt kortilmények kozott. A 0% a receptorok teljesen inaktiv allapotat jeloli, amit inverz agonista
(AM251, 10 uM) kezeléssel értiink el, mig a 100% a vad tipusu CB;R maximalis WINSS (A), ill. 2-AG (B)
altal 1étrehozott valaszanak (E.,) felel meg. Az adatokat atlag + SEM formaban abrazoltuk, n=3-8. C-H,
Konfokalis felvételek, melyek a B-arr2-GFP elhelyezkedését mutatjak vad tipusid CB;R-t (C és D) vagy
CB,R-DAY-t (E-H) kifejez6 CHO sejtekben, kontroll koriilmények kozott (C, E és G), ill. 10 perces WINSS
(1 uM, D és F) vagy AM251 (10 uM, H) kezelést kovetden. A nyilak a plazmamembrannal elhelyezkedd f3-

arr2-GFP pontokat mutatjak. Az abran legalabb négy fiiggetlen kisérletbdl szarmazoé reprezentativ felvételek
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lathatok. Lépték: 10 pm. I-J, Dozis-hatds gorbék, melyek a p-arr2 BRET vélaszt (azaz a B-arr2
plazmamembranhoz torténé kihelyezddését) mutatjak vad tipusi CB;R-t (sziirke gorbék), ill. a CBR-DAY-t
(fekete gorbék) kifejez6 CHO sejtekben, bazalis és kiilonb6z6 WINSS5-tel (I) vagy 2-AG-val (J) stimulalt
koriilmények kozott. A 0% a receptorok teljesen inaktiv allapotat jeloli, amit inverz agonista (AM251, 10
uM) kezeléssel értiink el, mig a 100% a vad tipusu CB;R maximalis WIN55 (1), ill. 2-AG (J) altal létrehozott
valaszanak (E.x) felel meg. Az adatokat atlag + SEM forméban abrazoltuk, n=4-7.

4. tabldzat A Kkiilonb6z6 CB;R variansok Go BRET és B-arr2 BRET dézis-hatas gorbéinek
paraméterei

A bazalis és E,,, értékeket a vad tipusit CB|R E,,.,x értékének %-aban adtuk meg. Az adatokat atlag +
SEM formaban abrazoltuk, n=3-8. *p<0,05 a vad tipustt CB;R-hoz képest. n.d. — nem detektalhato

G, BRET
WINS5S 2-AG

Receptor pECso bazalis Emax pECso bazalis Emax

vad tipusa CB;R | -7,9+0,1 37+2 100 -7,4+0,1 5042 100
CB|R-DAY -7,94+0,2 3744 83+4* -7,4+0,3 42+6 78+4%*
CB;R-DRA -6,8+0,3*  66+3* 97+4 -7,5+0,2 64+2%* 87+1%*
CB|R-DAA -7,3+0,2 44+3 754+3* -7,3+0,4 54+4 734£2%
CBi;R-AAY -7,2+0,2*%  0+4* 64+4* -7,0+£0,2%* 17+4%* 78+4%*

B-arr2 BRET
WINS5 2-AG

Receptor pECso bazalis Enax pECso bazalis E nax

vad tipusi CB;R | -6,8+0,1 1+£3 100 -5,5+0,0 2+1 100
CB;R-DAY -7,5+0,2*%  25+4*%  62+3* | -6,7+0,3* 17+4* 454+3%
CB;R-DRA -7,2+40,2%  14£2%  43+£2* | -6,4+0,2* 104£2% 3542%

CB;R-DAA > -5,0% 214+2% n.d. > -4,5% 15+5% n.d.
CBR-AAY -7,2+0,1*  33+11* 284+10* | -6,2+0,1* 26+6* 145+8*

Az agonista WINS5 hozzdadasa utan (1 pM, 10 perc), tovabbi B-arr2-GFP
kihelyez6dés volt megfigyelhetd a CBR-DAY esetében, azonban ez nem érte el a CB;R -
arr2-GFP kotésének mértékét (27. abra, D és F).

Azért, hogy a B-arr2 kotést pontosabban, szamszertiisithetd modon is megvizsgaljuk,

a B-arr2 membranhoz valo kihelyezddését a B-arr2-Rluc és a plazmamembranhoz iranyitott
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mVenus (MP-mVenus) kozotti BRET valtozasokon keresztiil mértiik (1d. 13. abra). Ezzel a
kisérleti felallassal lehetséges a vizsgalt receptor B-arr2 kotésének vizsgalata anélkiil, hogy
magat a receptort kozvetleniil megjeldlnénk. Ez elényds megoldas, hiszen igy a mért BRET
jeleket nem befolyasoljak az esetleges orientacios valtozasok, amiket a receptorokba bevitt
mutdciok hozhatnak 1étre. Tovabba az igy mért BRET-et kizarolag a plazmamembranon
elhelyezkedo receptorok befolydsoljak, azaz a BRET hanyadost nem zavarja a sejten beliil
elhelyezkedd receptorpopulacio.

A fenti f-arr2 BRET felallasban WINS5-tel felvett dozis-hatas gorbék dsszhangban
voltak a konfokalis mikroszképpal nyert adatokkal, azaz lathaté volt a CB;R-DAY
megndvekedett bazalis B-arr2 kotése, illetve az agonista hatasara 1étrejovo csokkent B-arr2-
kihelyezddés (27. 4bra, I). Hasonl6 eredményeket kaptunk az endokannabinoid 2-AG-val

torténd stimulalas esetén (27. abra, J).

5.3.3.2. A CB|R-DRA mutans jellemzése

A DRY motivum hdrom aminosava koziil az Y3.51 a legkevésbé konzervalt, és
viszonylag keveset tudunk a 7TMR-ok miikodésében betdltott szerepérdl. Azért, hogy a
CB)R szabalyozasaban jatszott szerepérdl informaciot nyerjiink, megvizsgaltuk a CBR-
DRA mutanst is a fent leirt kisérleti felalldsokban. Mikdzben a receptor maximalis G-
fehérje aktivacidja csak kis mértékben csokkent (azaz az En.x csokkenése csak a 2-AG
esetében mutatkozott szignifikdnsnak), a G-fehérje BRET dozis-hatds gorbék sajatos
modon azt mutattdk, hogy ez a mutans jelentdsen magasabb bazalis G-fehérje aktivacioval

rendelkezik, mint a vad tipusu CB;R (28. abra, A és B, 4. tablazat).
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28. abra A CB{R-DRA mutans miikodésének elemzése
A-B, Dozis-hatas gorbék, melyek a vad tipusu CB,R (sziirke gorbék), ill. a CB;R-DRA (fekete gorbék) G-
fehérje BRET valaszat mutatjdk CHO sejtekben, bazalis és kiilonb6zé WINS5-tel (A) vagy 2-AG-val (B)
stimulalt kortilmények kozott. A 0% a receptorok teljesen inaktiv allapotat jeloli, amit inverz agonista

(AM251, 10 uM) kezeléssel értiink el, mig a 100% a vad tipusu CB;R maximalis WINSS (A), ill. 2-AG (B)
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altal 1étrehozott valaszanak (E,,,) felel meg. Az adatokat atlag £ SEM formaban abrazoltuk, n=4-8. C-F,
Konfokalis felvételek, melyek a B-arr2-GFP elhelyezkedését mutatjak CB;R-DRA-t kifejez6 CHO sejtekben,
kontroll koériilmények kozott (C és E), ill. 10 perces WINSS (1 uM, D) vagy AM251 (10 uM, F) kezelést
kovetéen. A nyilak a plazmamembrannal elhelyezkedd [B-arr2-GFP pontokat mutatjdk. Az abran négy
fiiggetlen kisérletb6l szarmazo reprezentativ felvételek lathatok. Lépték: 10 um. G-H, Dozis-hatas gorbék,
melyek a B-arr2 BRET valaszt (azaz a B-arr2 plazmamembranhoz torténd kihelyezédését) mutatjak vad tipust
CB;R-t (sziirke gorbék), ill. a CB;R-DRA-t (fekete gorbék) kifejez6 CHO sejtekben, bazalis és kiilonbozd
WINS55-tel (G) vagy 2-AG-val (H) stimulalt koriilmények kozott. A 0% a receptorok teljesen inaktiv allapotat
jeloli, amit inverz agonista (AM251, 10 uM) kezeléssel értiink el, mig a 100% a vad tipusia CB;R maximalis
WINSS (G), ill. 2-AG (H) altal 1étrehozott valaszanak (E,.x) felel meg. Az adatokat atlag £ SEM formaban
abrazoltuk, n=4-7.

A konfokalis mikroszképos elemzés soran azt lattuk, hogy — a CBR-DAY-hoz
hasonléan — a CB;R-DRA-nal is megjelenik a bazalis B-arr2 kotés (28. abra, C és E), amit
az inverz agonista kezelés lecsokkent (28. abra, F). Az agonista-indukalt B-arr2-GFP
kihelyezddés a plazmamembranhoz igen gyenge volt (28. dbra, D). A B-arr2 BRET analizis
ezuttal is dsszhangban volt a konfokalis adatokkal, azaz a dozis-hatas gorbe emelkedett
bazalis B-arr2 kotést mutatott, az agonista-indukalt B-arr2 kihelyezddés pedig jelentdsen

gyengiilt (28. abra, G és H).

5.3.3.3. A CB;R-AAY mutans jellemzése

A tovéabbiakban a dupla mutans CB;R-AAY jelatviteli tulajdonsagait elemeztiik. A
G-fehérje aktivaciot ezattal is a fent leirt BRET proba segitségével kovettiik. A dozis-hatas
gorbéket elemezve latszott, hogy a CBjR-AAY-nak csokkent a G-fehérje aktivalasi
képessége, ami mind az E,,x értékekben, mind pedig a pECs értékekben tiikr6z6dott. Ezen
felil a CB|R-AAY bazalis G-fehérje aktivacidja jelentds mértékben csokkent (29. abra, A
¢s B, 4. tablazat). A CB|R-AAY B-arr2 kotését szintén eldszor a receptor és a B-arr2-GFP
egyiittes kifejezésével vizsgaltuk konfokalis mikroszkopban. Azt lattuk, hogy a CB;R-
DAY-hoz ¢és a CB;R-DRA-hoz hasonléan a CB|R-AAY is a plazmamembranhoz gytijti a
B-arr2-GFP-t nem stimulalt sejtekben (29. abra, C és E).
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29. abra A CB;R-AAY mutans miikodésének elemzése

A-B, Dozis-hatas gorbék, melyek a vad tipustt CB R (sziirke gorbék), ill. a CB;R-AAY (fekete gorbék) G-
fehérje BRET valaszat mutatjdk CHO sejtekben, bazélis és kiilonbozo WINS5-tel (A) vagy 2-AG-val (B)
stimulalt korlilmények kozott. A 0% a receptorok teljesen inaktiv allapotat jeloli, amit inverz agonista
(AM251, 10 uM) kezeléssel értiink el, mig a 100% a vad tipusu CB;R maximalis WINS5 (A), ill. 2-AG (B)
altal 1étrehozott valaszanak (E,,,) felel meg. Az adatokat atlag £ SEM formaban abrazoltuk, n=3-8. C-F,
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Konfokalis felvételek, melyek a B-arr2-GFP elhelyezkedését mutatjadk CBR-AAY-t kifejez6 CHO sejtekben,
kontroll kériilmények kozott (C és E), ill. 10 perces WINS5 (1 uM, D) vagy AM251 (10 uM, F) kezelést
kovetden. Az abran harom filiggetlen kisérletbdl szarmazo reprezentativ felvételek lathatok. Lépték: 10 pm.
G-H, Dozis-hatas gorbék, melyek a p-arr2 BRET valaszt (azaz a B-arr2 plazmamembranhoz torténd
kihelyezddését) mutatjak vad tipusu CB R-t (sziirke gorbék), ill. a CB;R-AAY-t (fekete gorbék) kifejezo
CHO sejtekben, bazalis és kiilonbdzé WINS5-tel (G) vagy 2-AG-val (H) stimulalt koriilmények kozott. A 0%
a receptorok teljesen inaktiv allapotat jeldli, amit inverz agonista (AM251, 10 uM) kezeléssel értiink el, mig a
100% a vad tipusit CB;R maximalis WINS55 (G), ill. 2-AG (H) altal 1étrehozott valaszanak (E,.y) felel meg.
Az adatokat atlag + SEM formaban abrazoltuk, n=4-7.

A bazilis B-arr2 kotést az inverz agonista AM251-kezelés ezuttal is visszaforditotta
(29. ébra, F). A CB|R agonista WINS5 hozzdadasakor a f-arr2-GFP igen kifejezett
athelyezddését lattuk a plazmamembranhoz, gyakorlatilag nem maradt p-arr2-GFP
fluoreszcencia a citoplazmaban (29. abra, D). Tovabb vizsgaltuk a CB;R-AAY B-arr2
kotését a fent leirt, BRET-alapt modszerrel, €s az igy kapott WINSS és 2-AG dozis-hatas
gorbék megerdsitették, hogy — a fokozott bazélis B-arr2 kotés mellett — ez a mutans sokkal
nagyobb mértékben képes serkentést kovetden B-arr2-t kotni, amit a gorbék balra és felfelé
tolodasa jelez (29. abra G és H, 4. tablazat).

A tripla mutans CB;R-AAA jellemz6i hasonloak voltak a CBR-AAY-hoz, azaz a
bazalis és agonista-indukalt G-fehérje aktivacio csokkenése mellett a bazalis €s serkentést

kovetd B-arr2 kotés fokozodasat lattuk (az adatokat nem mutatjuk).

5.3.3.4. A CB;R-DAA mutans jellemzése

A kovetkezOkben egy masik dupla mutans, a CBjR-DAA miikodésének jellemzdit
vizsgaltuk meg. A G-fehérje BRET modszerrel kapott dozis-hatas gorbéken latszott, hogy a
CBR-DAA képes G-fehérjét aktivalni, bar a vad tipusu CB;R-nél kisebb mértékben (kb.
75%-ban). Mindazonaltal a pECs, értékek és a bazalis G-fehérje aktivacié nem valtozott

jelentds mértékben (30. abra, A és B, 4. tablazat).
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30. abra A CB;R-DAA mutans miikodésének elemzése

A-B, Dozis-hatas gorbék, melyek a vad tipustt CB|R (sziirke gorbék), ill. a CB;R-DAA (fekete gorbék) G,-
fehérje BRET valaszat mutatjdk CHO sejtekben, bazalis és kiilonbozo WINS5-tel (A) vagy 2-AG-val (B)
stimulalt korilmények kozott. A 0% a receptorok teljesen inaktiv allapotat jeloli, amit inverz agonista
(AM251, 10 uM) kezeléssel értiink el, mig a 100% a vad tipusu CB;R maximalis WINS5 (A), ill. 2-AG (B)
altal 1étrehozott valaszanak (E..) felel meg. Az adatokat atlag = SEM formaban abrazoltuk, n=4-8. C-F,
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Konfokalis felvételek, melyek a B-arr2-GFP elhelyezkedését mutatjadk CB;R-DAA-t kifejez6 CHO sejtekben,
kontroll kériilmények kozott (C és E), ill. 10 perces WINS5 (1 uM, D) vagy AM251 (10 uM, F) kezelést
kovetden. Az abran harom filiggetlen kisérletbdl szarmazo reprezentativ felvételek lathatok. Lépték: 10 pm.
G-H, Dozis-hatas gorbék, melyek a p-arr2 BRET valaszt (azaz a B-arr2 plazmamembranhoz torténd
kihelyezddését) mutatjak vad tipusu CB R-t (sziirke gorbék), ill. a CB;R-DAA-t (fekete gorbék) kifejezo
CHO sejtekben, bazalis és kiilonbdzé WINS5-tel (G) vagy 2-AG-val (H) stimulalt koriilmények kozott. A 0%
a receptorok teljesen inaktiv allapotat jeldli, amit inverz agonista (AM251, 10 uM) kezeléssel értiink el, mig a
100% a vad tipusit CB;R maximalis WINS55 (G), ill. 2-AG (H) altal 1étrehozott valaszanak (E,.y) felel meg.
Az adatokat atlag + SEM formaban abrazoltuk, n=4-7.

A CBjR-DAA-val egyiitt kifejezett B-arr2-GFP konfokalis mikroszkdpos elemzése
azt mutatta, hogy ez a mutans, hasonl6an az 9sszes korabban vizsgélt DRY mutans CB;R-
hoz, kontroll koriilmények kozott is koti a B-arr2-t a plazmamembrannal (30. abra, C és E),
¢s ez visszafordithatd AM251 kezeléssel (30. abra, F). Erdekes médon azonban a CB;R
agonista WINSS5 hozzdadasat kovetéen semmilyen tovabbi B-arr2-GFP kihelyezddést nem
észleltiink (30. abra, D). Ezen eredményeket a B-arr2 BRET méréseink megerdsitették,
amennyiben ezek a kisérletek is kimutattdk a CB;R-DAA bazalis B-arr2 kotését, amely

azonban agonista hozzaadasaval tovabb nem fokozhat6 (30. dbra, G).

5.3.4. A DRY mutansok B-arrl kotésének vizsgalata

Korabbi méréseink soran nem tudtunk szignifikdns B-arrl kihelyezddést kimutatni a
vad tipustt CB R ingerlését kovetden. Ugyanakkor, miutan kideriilt, hogy a DRY régio
mutécioi jelentds mértékben képesek befolyasolni a B-arr2 kotését, felmertilt, hogy ezek a
kiilonbségek a B-arrl kdtésében is megmutatkozhatnak. Ennek a kérdésnek a vizsgalatara a
fentihez hasonl6 BRET-alapi megkozelitést hasznaltuk, azaz a [B-arrl-Rluc
plazmamembranhoz val6 kihelyezddését kovettiikk, és dozis-hatas gorbéket vettiink fel

WINS55-tel, illetve 2-AG-val.
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31. abra A CB{R mutansok p-arrl kotését bemutaté dozis-hatas gorbék

A-B, Dozis-hatas gorbék, melyek a B-arrl BRET vélaszt (azaz a B-arrl plazmamembranhoz torténd
kihelyezddését) mutatjak vad tipusua CBR-t (fekete korok), CB;R-DAY-t (fehér rombuszok), CB;R-DRA-t
(fehér korok), CB;R-DAA-t (fehér négyzetek), ill. CB|R-AAY-t (fehér haromszogek) kifejez6 CHO
sejtekben, bazalis és kiilonbozd WINS5-tel (A) vagy 2-AG-val (B) stimulalt koriilmények kozott. A 0% a
receptorok teljesen inaktiv allapotat jeloli, amit inverz agonista (AM251, 10 uM) kezeléssel értiink el, mig a
100% a CB|R-AAY maximalis WIN5S (A), ill. 2-AG (B) altal létrehozott valaszanak (E,.x) felel meg. Az

adatokat atlag + SEM formaban abrazoltuk, n=3. *p<0,05 a vivoanyaggal torténo kezeléshez képest.
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Eredményeink azt mutattdk, hogy az agonista-indukalt B-arrl kihelyezédés igen
alacsony a vad tipusi CBR-t kifejezd sejtekben, ami annyit jelent, hogy csupan 2-AG
kezelés esetén kaptunk statisztikailag jelentés mértékii emelkedést, mig a WINSS altal
létrehozott valtozasok nem bizonyultak szignifikinsnak (31. abra, A és B). Erdekes modon
a CB;R-AAY muténs jelentdsen fokozott B-arrl kotést mutatott, mind WINSS, mind 2-AG
serkentés esetén. Mindhdrom masik mutans (CB;R-DAY, CB;R-DRA ¢és CB;R-DAA)
csupan nem-szignifikdns valtozasokat hozott l1étre a B-arrl plazmamembranhoz torténd

kihelyezddésében.

5.3.5. A CB;R-AAY és a CB{R-DAA mutansok elfogult jelatvitelének elemzése

A fenti eredmények arra utaltak, hogy a CB;R konzervalt DRY motivuméban
l1étrehozott kiilonbdzé mutacidk eltéréen befolyédsolhatjdk ugyanazon receptor G-fehérje
aktivaciojat és fB-arr2 kotését, és ezaltal jelatvitel-szelektiv mutansok johetnek 1étre. Ez az
adatok alapjan a CB;R-AAY ¢és a CB|R-DAA mutansok esetén volt a legkifejezettebb. A
tovabbiakban szerettiik volna ezt a jelatviteli elfogultsdgot pontosabb modon is kiértékelni,
ezért két kiilonbozé modszert is alkalmaztunk a kapott adatok elemzésére, melyeket
Rajagopal és munkatérsai javasoltak [220]. Az els6 az ekvimolaris Osszehasonlitas volt,
melynek soran az azonos receptornal, ugyanolyan ligand-koncentraciok altal kivaltott G-
fehérje és B-arr2 valaszokat abrazoltuk egymads fliggvényében. A referencia-receptor, azaz a
vad tipusu CB)R esetében ez az analizis egy hiperbola-szerii alakot ad mind WINS5S5, mind
2-AG esetén (32. abra, A és B, fekete korok). Ez a G-fehérje és a B-arr2 valaszok soran
kapott jel erdsitésének kiilonbségét tiikrozi. Lényeges, hogy a CBjR-AAY-hoz tartozé
pontok jelentdsen balra tolédtak ezen az abran, ami a B-arr2 kotés irdnydba vald
elfogultsagot jelenti (32. dbra, A és B, fehér haromszdgek). Tovabba az is lathato, hogy a
CB;R-DAA-hoz tartozd pontok ilyen abrdzolasnal gyakorlatilag egy vizszintes vonal
mentén helyezkednek el, jelezvén e mutans G-fehérje aktivacid iranyaba val6 elfogultsagat

(32. dbra, A ¢és B, sziirke négyzetek).
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32. dbra A CB{R mutansok funkcionalis szelektivitasat bemutat6 jelatviteli adatelemzés

A-B, A vad tipusi CB|R (fekete pontok), valamint a CB;R-DAA (sziirke négyzetek) és a CB1R-AAY (fehér
haromszogek) mutansok jelatvitelét Gsszehasonlitd ekvimolaris analizis. Minden egyes pont egy adott
WINS5- (A), ill. 2-AG- (B) koncentraciot tiikroz, az abra az adott koncentracio altal kivaltott G,-fehérje
BRET, ill. B-arr2 BRET valaszokat mutatja egymas fliggvényében. A CBR-AAY pontok balra és felfelé
tolédasa a B-arr2 kotés iranyaba valo elfogultsagra utal, mig a CB;R-DAA pontok lefelé tolodasa a G-fehérje
iranyu elfogultsagot jelzi. Az adatokat atlag = SEM formaban abrazoltuk. C, A vad tipusu CBR, ill. a CB,R-

DAA és a CB|R-AAY mutansok jelatvitelét Osszehasonlitdo ekviaktiv analizis. Minden receptor esetén
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meghataroztuk az elfogultsagi faktort (8), a WINS5-tel (fekete oszlopok), ill. 2-AG-val (sziirke oszlopok)
késziilt G,-fehérje BRET, ill. B-arr2 BRET doézis-hatas gorbék ECsg és E,,y értékei alapjan. A -t leird pontos
képletet 1d. a Modszerek c. fejezetben. A vad tipustt CB R-t tekintettiik referencia-receptornak. A pozitiv
értékek a G-fehérje felé kialakult elfogultsdgra utalnak, a negativ értékek P-arresztin iranyu elfogultsagot

tilkroznek. Az adatokat atlag + SD forméaban abrazoltuk.

A maésik modszer az ekviaktiv osszehasonlitds, ahol az egyes receptorok jelatvitelét
egy ugynevezett elfogultsagi faktor (bias factor, B) segitségével jellemezziik, amelyet a G-
fehérje, illetve B-arr2 dozis-hatds gorbék ECsy és Enax értékei alapjan hatarozunk meg
[220]. A referencia-receptor (vad-tipusu CBiR) esetén ez az érték definicid szerint 0. A
CB|R-DAA esetén a B értékek 1,42 és 1,61 voltak (WINSS és 2-AG esetén, rendre) mig
ugyanezek az értékek CBR-AAY esetén -1,54 és -1,42-nek adoédtak. Ez (a B faktor
logaritmikussaga miatt) a két receptor tobb mint 10-szeres elfogultsagat jelenti, a CB;R-
DAA esetén a G-fehérje aktivalas, a CB;R-AAY esetén pedig a B-arr2 kotés iranyaba (32.
abra, C).

5.3.6. A CB|R-AAY és a CB;R-DAA mutansok tovabbi jelatvitelének
vizsgalata

A tovéabbiakban meg akartuk vizsgalni, hogy a receptor és az elsddleges effektor
fehérjék (G-fehérje ¢és P-arresztin) kapcsoldodasanak szintjén talalt kiillonbségek
jelentkeznek-e a CB;R altal inditott jelpalydk késobbi eseményeinél is. Eldszor a
receptorok Gj,-medialt jelatvitelét értékeltiik ki, a forskolin-indukalt cAMP felhalmozo6das
gatlasanak mérésén keresztiil, amelyhez egy EPAC alapt intramolekularis BRET szenzort
hasznaltunk (Id. 16. abra; [215]). Eredményeink alapjan a CB;R mar nem stimulalt
allapotban is gatolja a forskolin-indukalt cAMP felhalmozodast, és ez jelentdsen, valamint
dozis-fiiggd modon fokozodik WINSS hatasara (33. abra, A). Lényeges eredmény, hogy a
G-fehérjék iranyaba elfogult CB;R-DAA mutans WINS55-indukalt cAMP gétlasa kisebb
mértékiinek bizonyult ugyan, de tovabbra is jelen volt a sejtekben, mig a CB;R-AAY — B-
arresztin-szelektivitasaval 6sszhangban — nem volt képes gatolni a cAMP felhalmozodasat,

agonista serkentést kdvetden (33. abra, A).
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33. abra A vad tipusu és mutans CB;R-ok tovabbi jelatvitelét bemutat6 funkcionalis vizsgalatok

A, Dozis-hatas gorbék, melyek a forskolin-indukélt cAMP felhalmozodas gatlasat mutatjak (az EPAC-alapt
intramolekularis BRET szenzorral kapott BRET valaszokon keresztiil), vad tipusu CB,R-t (fekete korok), ill.
a CB|R-DAA-t (sziirke négyzetek) és a CB;R-AAY-t (fehér haromszogek) kifejez6 CHO sejtekben, bazalis

és kiilonbozd WINS5-tel stimulalt koriilmények kozott. A 0% a receptorok teljesen inaktiv allapotat jeldli,
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amit inverz agonista (AM251, 10 uM) kezeléssel értiink el, mig a 100% a vad tipusi CB;R maximalis WIN55
altal 1étrehozott valaszanak (E,,,) felel meg. Az adatokat atlag = SEM formaban abrazoltuk, n=6. *p<0,05 a
bazalis allapothoz képest, #p<0,05 a vad tipusi CB;R-hoz képest. B, A foszforilalt ERK1/2 (pERK) és a teljes
ERK1/2 fehérjék mennyiségének kimutatasa Western blottal, vad tipusu CB;R-t, CB;R-DAA-t vagy CB;R-
AAY-t kifejez6 CHO sejtekben, 0, 5 vagy 20 perces WIN5S5 (1 uM) kezelést kdvetden. Az abran négy
fiiggetlen kisérletbdl szarmazo reprezentativ felvételek lathatok. C, A Western blot adatok szamszer{isitése. A
0% a hattér intenzitasat jelenti, a 100% pedig a vad tipusi CBR esetén, 5 perces WINSS kezelés utdn mért
pERK intenzitasnak felel meg. Az adatokat atlag = SEM formaban abrazoltuk, n=4, *p<0,05 a vad tipusu
CBjR 5 perces kezeléséhez képest, #p<0,05 a vad tipusi CBR 20 perces kezeléséhez képest.

Mivel néhany nemrég megjelent kézlemény szerint a CB R 4altal 1étrehozott ERK1/2-
valaszt — melyet kordbban G-fehérje-fiiggd folyamatok eredményének tekintettek [180,
223, 224] — a P-arresztinek is kozvetithetik [182, 184], meg akartuk vizsgalni, hogy az
ERK1/2 valaszok milyen korrelaciot mutatnak az elfogult CB;R mutansok p-arresztin
kotésével, illetve G-fehérje aktivaciojaval. A vad-tipusu CB;R-t kifejezo sejtekkel végzett
Western blot kisérletek a foszforilalt ERK1/2 (pERK1/2) mennyiségének erdteljes
emelkedését mutattak 5 perces WINSS (1 uM) kezelést kdvetden. Ezen kiviil alacsonyabb,
de tovabbra is emelkedett pERK1/2 szinteket észleltink 20 perces WINS55-kezelést
kovetden (33. abra, B és C). Azt lattuk tovabba, hogy a B-arr2 szelektiv CB;R-AAY a vad
tipusut CBjR-hoz hasonlé pERK1/2 valaszokat valt ki, mind 5 perces, mind 20 perces
serkentést kovetden, mig a G-fehérje szelektiv CBjR-DAA mutans szignifikdnsan

alacsonyabb pERK1/2 valaszt hozott 1étre, mint a vad tipusu receptor (33. abra, B és C).
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6. Megbeszélés

6.1. A CBR és a B-arresztinek kozotti kapcsolat jellemzése

Konfokalis mikroszkoppal, illetve BRET modszerrel végzett méréseink azt
mutattak, hogy a CB|R B-arresztin kotésének affinitasa altaldnosan alacsonynak mondhato
mas receptorokéhoz (pl. AT|R, B,AR) képest. Ezen beliil a CB|R ¢és a B-arrl kozotti
kapcsolatot az altalunk alkalmazott kisérleti kortilmények kozott sem konfokalis
mikroszkoppal, sem az altalaban érzékenyebbnek mondhat6 BRET modszerrel nem sikertilt
kimutatnunk, amennyiben azt WINS5 stimulalast kovetéen vizsgaltuk. A késébbi, DRY
mutansokkal végzett BRET vizsgélatokban is részben hasonld eredményeket kaptunk,
vagyis a vad tipusi CB;R WINS55-tel torténd ingerlése ezen mérésekben sem hozott 1étre
szignifikans mértékii B-arrl kihelyezdédést. Itt azonban a 2-AG kezelést kovetden
statisztikailag is jelentds mértékii f-arrl kotést tudtunk kimutatni.

A fenti eredmények alapjan gy tlnik, hogy a B-arrl koétddése a CBjR-hoz igen
gyenge. Olyannyira, hogy konfokalis mikroszképiaval — legaldbbis a mi kisérleti
koriilményeink kozott — még a két fehérje jelentds tulexpresszalasa mellett sem tehetd
lathatéva, az ennél jelentdsen érzékenyebbnek tekinthetd6 BRET modszer esetén pedig a
kimutathatdsag hataran van.

Mint a bevezetében emlitettiik, kordbban igen kevés eldzetes adat allt rendelkezésre
a CBjR B-arrl kotésével kapcsolatban. Egy régebbi tanulmanyban Bakshi és munkatarsai
nukledris magneses rezonancia (NMR) modszer segitségével igazoltak, hogy a CB;R-nak
egy C-termindlis darabja képes kotddni a B-arrl-hez [211]. A fenti eredményeink kozlése
Ota tovabbi munkacsoportok is vizsgaltak a két fehérje kolcsonhatasat. Egy nemrég
megjelent kozleményben kiilonb6z0 kannabinoid agonistdk funkcionalis szelektivitasat
tanulmanyoztak, és kimutattdk, hogy a B-arrl képes kotddni a CB R-hoz, ez a kapcsolat
azonban agonista-fliggd kiilonbségeket mutat, pl. 2-AG esetén jelentdsen nagyobb mértékil,
mint a WINSS serkentés hatasara [183]. Megjegyzendd, hogy ezeket a méréseket egy P-

arr2-t nem, csak P-arrl-et kifejezd sejttipusban végezték. Egy madsik, kozeltmultban
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megjelent tanulmény hasonl6 eredményeket mutat ki: a WINSS gyengén, a 2-AG valamivel
tartosabban fokozza a B-arrl kotddését a CBjR-hoz, de mindkét esetben csak atmeneti
kapcsolodasrol beszélhetiink [225]. Fenti eredmények annyiban egyeznek a mi adatainkkal,
hogy a 2-AG nagyobb mértékben (adott esetben kevésbé érzékeny koriilmények kozott is
kimutathat6an) lehet képes a B-arrl kihelyezddését serkenteni a CB;R-hoz, mint a WINS5S.

Eredményeink alapjan tehat elmondhatjuk, hogy a CB;R alapvetden igen kis
affinitdssal koti a B-arrl izoformat. A kotés erdssége ezen belill a vizsgélt sejttipustol,
illetve az alkalmazott agonistatol fiiggden is kiilonbségeket mutathat.

Az adatokbdl az is latszik, hogy a CB;R kiilonbséget tesz a két B-arresztin izoforma
kozott, amennyiben a [-arr2-t agonista hatasdra mas receptorokhoz képest kisebb
affinitdssal koti, a B-arrl-et azonban még ennél is sokkal gyengébben. Tovabba a B-arr2
kotése is egyértelmiien csak a plazmamembran kozvetlen kozelében zajlik, endoszomas
vezikulumokban a B-arr2 nem fordult el a CB;R-ral egyiitt. Mindezen eredmények — a két
B-arresztin izoforma eltérd kotése, erdsebb B-arr2 kotéssel, illetve atmeneti, csak a
plazmamembran kdzelében kialakuld kapcsolat — egyértelmiien azt mutatjak, hogy a CB;R
a 7TMR-ok ,,A” osztalyaba tartozik. Ezt a kovetkeztetést, illetve az ehhez vezetd részletes
eredményeket — a 2013-ban megjelent kozleményiinket megeldzéen — nemzetkozi
folyoiratban nem kozoltiik, de munkacsoportunk egyik tagja, Dr. Turu Gabor 2008-ban irt
PhD dolgozataban mar leirja, mint megallapitast. O azonban csak a CB|R és a B-arr2
kapcsolatanak vizsgélatabol vonta le ezt a kovetkeztetést, és dolgozatdban nem is targyalta
részletesen. A dolgozatomban bemutatott, B-arrl-gyel végzett kisérletek 1ényeges
kiegészitést jelentenek, €s egyben megerdsitik az ott leirtakat, miszerint a CB;R a 7TMR-
ok ,,A” osztalyaba sorolhat6 B-arresztin kotés szempontjabol.

Eredményiink egyébként jol egybevag azzal a bevezetésben emlitett elmélettel is,
mely szerint a 7TMR-ok ,,A” vagy ,,B” osztalya viselkedését alapvetden a receptorok C-
terminalisan talalhatd Ser/Thr csoportok hianya vagy jelenléte hatarozza meg. A CB;R ezen

A CBjR ,A” osztalyu viselkedésének fontos hatdsa lehet a receptor
internalizaciojara, de-, ill. rezenszitizaciojara. Tovabba a CB R jelatvitelének vizsgalatakor

1s figyelembe kell venniink ezt a tulajdonsagat. A P-arresztin ugyanis — amint a
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bevezetésben kifejtettiik — maga is szamos jelatviteli utat elindithat, és az ,,A”, illetve ,,B”
osztalyu B-arresztin kotés ezt a jelatvitelt (pl. a receptorrdl indul6 ERK1/2 aktivaciot) is
nagyban befolyasolja (1d. 2.2.3.4. fejezet). Azaz, bar ilyen irdnyu kozvetlen adatok jelenleg
nem allnak rendelkezésre, igen valdszinii, hogy a CB;R altal inditott ERK1/2 aktivacid
sejten beliili eloszlasat is markdnsan befolyasolja a receptor arresztinek iranti affinitasa. E
feltételezések megerdsitéséhez  természetesen tovabbi, kozvetlenebb  vizsgélatok

sziikségesek.

6.2. A CB;R konstitutiv és agonista-indukalt internalizdaciojanak
részletes vigsgalata

A CBjR internalizacidjanak konfokalis mikroszkopos vizsgalatakor a Halo-jel6lési
technikat alkalmaztuk. E mddszer alkalmazasat érdemes roviden targyalni. A 7TMR-ok
membranforgalmat gyakran kovetik fluoreszcens fehérjék segitségével, melyeket
leggyakrabban a receptor intracellularis, C- termindlis végéhez kapcsolnak. Mi is
alkalmaztunk ilyen varidnsokat (pl. CB;R-mCherry, CB;R-mVenus) a receptor
kifejez0désének, illetve elhelyezkedésének megitélésére. Ugyanakkor az igy jelolt
receptorok internalizacidjanak lathatova tétele, illetve annak pontos elemzése gyakran
nehézségekbe litkozik, foként a folyamatosan 1athatd sejten beliili receptorpopulécid miatt,
ami az érésben 1évod, vagy az endoszomdkban helyet foglalé receptorokat tiikrozi.
Kiilondsen igaz ez a konstitutivan internalizal6dé receptorokra, mint amilyen a CBR is. Ez
az intracellularis fluoreszcencia nagy sejten beliili hatteret jelent mar a vizsgélat kezdetekor
is, ami megneheziti a kiilonbozd kezeléseket kdvetd valtozasok pontos kiértékelését. Az is
komplikalhatja az igy nyert adatokat, hogy a receptorok eloszldsa a plazmamembran, illetve
a sejten beliili vezikulumok kozott nem csak az internalizacid, hanem a reciklizacid
sebességétdl is fiigg, azaz mindig e két folyamat aktudlis egyensulyat tiikkrozi. Ha pedig a
sejtet pl. antagonistaval kezeljiikk, az elméletileg mindkét folyamatot befolyasolhatja: az
internalizdci6 csokkenhet a receptor konstitutiv aktivitdsdnak gétldsa miatt, illetve a
reciklizacid is megvaltozhat azaltal, hogy a receptor mas sejten beliili itvonalakra terelédik.

fgy tehat a C-terminalisan jelolt receptorok mennyiségének mérése a sejtben félrevezet6
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lehet, ha kizarolag a receptor (konstitutiv) internalizacidjat szeretnénk kovetni. Tovabba
bizonyos eredmények szerint maga a C-termindlis jel6lés is megvaltoztathatja a CB;R-ok
sejten beliili forgalmat [207]. Mindezek a nehézségek megoldhatok olyan N-termindlis
jelzéfehérjék alkalmazasaval, melyek kovalensen jelolhetdk kisméretli, membran-
impermeabilis fluoreszcens ligandokkal. Ilyen technikdt a CB;R internalizacidjanak
vizsgélatakor is alkalmaztak mar (SNAP- és CLIP-jelolt CB;R-ok [226, 227]). Mi a
munkéank sordn egy harmadik varidnst, a Halo-jelzést hasznaltuk. Mint arra az Eredmények
c. fejezetben utaltunk, a Halo-CB;R G-fehérje aktivacidja és P-arresztin kotése nem
valtozott jelentés mértékben az N-termindlis jelolés kovetkeztében, igy ez a receptor a
koradbban hasznaltakhoz hasonlé elényok mellett alkalmazhat6 a CB;R internalizaciojanak
vizsgalatara.

A domindns negativ B-arr2-vel valamint B-arr2 siRNS-sel végzett konfokalis és
BRET méréseink eredményei arra utalnak, hogy a CB R agonista-indukalt internalizacioja
B-arr2-fliggd modon megy végbe. Ez nem meglepd eredmény annak tiikrében, hogy —
amint a bevezetOben leirtuk — a B-arr2 és a CB;R kozotti kapcsolodast, valamint a -
arresztinek szerepét a CB R deszenzitizacidjaban korabbi tanulmanyok mar igazoltak. Ezek
utan a B-arr2-nek a CB;R endocitézisdban betdltott szerepe is logikus és talan egyértelmii
kovetkezménynek tlinik. Mégis fontosnak tartottuk e kérdés részletesebb vizsgalatat, mert
valdjaban a fenti vizsgalatok egyike sem szolgalt sejtszintii, kdzvetlen bizonyitékkal arra,
hogy a p-arresztin kotés sziikséges a CB;R internalizacidjdhoz. Ennek azért van
jelentdsége, mert tobb példat is talalunk a 7TMR-ok kozott arra, hogy a B-arresztin kotés és
a receptor internalizacioja parhuzamosan, de valdjaban egymastol fliggetlentil vannak jelen.
fgy viselkedik példaul a PARI trombin receptor [53], a CXCR2 kemokin receptor [228,
229], az FPR N-formil-peptid receptor [230] vagy magas agonista koncentraciok esetén az
ATR is [60, 231, 232]. Mindez megadta a kérdés kozvetlen vizsgalatdnak értelmét.
Eredményeink ugyanakkor egyértelmiivé tették, hogy a CB|R nem csatlakozik a 7TMR-ok
imént felsorolt csoportjdhoz. A B-arr2 szerepe a CB;R-ok szabalyozasdban nem csak a
receptorhoz vald kotddésig és a deszenzitizacidig terjed, hanem a receptor serkentést

kovetd endocitozisat is iranyitja.
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Ezzel szemben a fenti technikakat alkalmazva — dominans negativ -arr2 és B-arr2
siRNS — azt lattuk, hogy a CBR 6 6ra alatt kialakul6 konstitutiv internalizacioja a B-arr2-
tdl fliggetlen folyamat. Korabban McDonald és munkatarsai vetették fel, hogy a konstitutiv
CB\R internalizacié mechanizmusa nem azonos az agonista-indukalt endocitoziséval [187].
Jelen munkank kisérletes bizonyitékokat mutat e felvetés megerdsitésére. Ugyanakkor ez a
tipusu szabalyozasi jelenség nem egyediilalld tulajdonsdga a CB;R-nak, hiszen hasonld
kiilonbségeket irtak le a tonusos és az agonista-indukalt internalizdci® mechanizmusa
kozott mas 7TMR-ok esetében is, mint pl. a TP tromboxdn A2 receptor [54], az Y1
neuropeptid Y receptor [72] vagy a mGlu; metabotrdp glutamat receptor [69].

Eredményeinkb6dl az is kitlnik, hogy a CB;R spontdn internalizaci6ja nem
egyszerlien a konstitutiv aktivitds kovetkezménye, hiszen az inverz agonista AM251
jelenlétében is kialakul, amikor pedig valamennyi receptor inaktiv konformacidban
stabilizalodik. Ez 6sszhangban van McDonald €s munkatérsai adataival, akik nem talaltak
valtozast a CB|R eloszlasaban inverz agonista kezelést kovetden idegsejtekben [187]. Ezzel
szemben egy korabbi tanulmany, melyben szintén inverz agonistat hasznaltak [186], illetve
a munkacsoportunk altal kordbban kozolt adatok, melyekben DAG-lipaz gatloszert
alkalmaztunk [189], a receptor bazalis endocitozisdnak gatlasat mutattadk e kezeléseket
kovetéen. Ez a kovetkezmény viszont arra utal, hogy a receptor folyamatos
internalizacidjanak mégiscsak a bazalis CBR aktivitas (illetve a bazdlis 2-AG termelés)
allhat a hatterében. Mivel pedig az (akéar bazalisan) aktivalt receptorok p-arr2-fliggd
mechanizmussal internalizalodnak, ez utobbi eredmények ellentétesnek tiinnek a mi jelen
eredményeinkkel, ahol is azt lattuk, hogy a B-arr2 kifejezdédésének vagy miikddésének
gatlasa nincs hatdssal a konstitutiv internalizaciora. Az egyik lehetséges magyarazat a latott
kiilonbségekre az a korabbi megfigyelésiink, hogy a CB;R bazalis aktivitasa az érintett
tanulmanyokban hasznalt kiillonbozd sejttipusokban eltéré mértéki (sajat, nem publikalt
megfigyelés). A masik lehetdség, hogy az inverz agonistaval torténd gatld kezelés nem
csupan a receptor aktivitas-fliggd endocitozisat gatolja, de — lipidoldékony vegyiilet 1évén —
a sejtbe bejutva komplexebb méddon is megvaltoztathatja annak sejten beliili mozgasat,
példaul gyorsithatja a reciklizacidt, ¢és 1igy a receptor aktivitas-fiiggd bazalis

internalizaciojat ezekben a mérésekben talbecsiilhették. Ebbe az iranyba mutat az a
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megfigyelés is, hogy nyugvo sejtekben nem latunk B-arr2-t a plazmamembrannal. Ez pedig
arra utal, hogy ott alacsony az aktiv receptorok aranya (Id. 17. abra, E, valamint 27. abra,
C). Itt utalok vissza a Halo-technika eldnyére, mellyel a sejtfelszini receptorokat
szelektiven tudjuk kovetni, és igy a belsé kompartmentekbdl torténd hosszabb tavi
kihelyezddés, illetve reciklizacié kevésbé befolyasolja az eredményeket.

Osszességében az itt kozolt eredmények — a korabbi adatokkal egybevetve — egy
olyan modellel vannak oOsszhangban, mely szerint a sejtekben a CB;R folyamatos
internalizdcidjanak egy bizonyos hanyadaért a bazalis endokannabinoid-ténus felelds —
ennek mértéke pedig sejttipusonként valtozo lehet (pl. a jelen kisérletekben alkalmazott
HeLa sejtekben kisebb, a mas mérésekben hasznalt CHO sejtekben nagyobb). A bazélis
CBiR internalizaci6 masik (valdsziniileg nagyobb) része viszont ,,valoban” konstitutiv,
azaz fiiggetlen a receptor aktivaciojatol, és egy olyan mechanizmussal jon létre, mely nem
igényel B-arr2-t, azaz kiilonbozik az agonista-indukalt internalizacio folyamatatol.

Mi lehet ez a mechanizmus? Mint a bevezetdben lattuk, szamos lehetéség van a -
arr2-fiiggd endocitozison kiviil, mellyel a 7TMR-ok internalizdci6ja megvalosulhat.
Kisérleteinkben megmutattuk, hogy a konstitutiv CBR internalizacié az agonista-indukalt
formahoz hasonloan (legalabb részben) klatrin-fliggé moddon megy végbe. Tovabba
valoszinlileg dinamin is szerepet jatszik a folyamatban, emellett sz6l a klatrin-fiiggd
endocitézis 4ltalanosan elfogadott mechanizmusa, illetve a bevezetdben emlitett,
kozvetleniill a CB;R-ra vonatkozé kordbbi eredmények is [186]. Mint azt szintén a
bevezetoben ismertettiik, a B-arresztintdl fiiggetlen, de klatrin-fliggd internalizacid esetén a
receptornak rendelkeznie kell egy sajat AP-2 koté motivummal (pl. YXX®) [38]. Az AP-2
komplex, illetve az ahhoz kozvetleniil kotddd epsl5 fehérje szerepét kimutattdk a CBjR
konstitutiv internalizacidjaban [186], és a receptor aminosav-szekvenciaja alapjan lehet AP-
2 kot6 funkciodja az ICL2-es (224-YKRI-227) vagy az ICL3-as (296-YILW-299) hurokban
talalhaté motivumoknak. (E feltételezés bizonyitasdhoz természetesen kozvetlen
vizsgalatok sziikségesek.) A fentiek alapjan tehat a legvalosziniibb, hogy a CB;R
konstitutiv internalizacidja az AP-2 kozvetlen kotésével, klatrin- és dinamin-fiiggd modon
zajlik le. Emellett természetesen nem zarhat6 ki mas (pl. kaveola-fliggd) mechanizmusok

parhuzamos jelenléte sem.
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Bar vizsgalataink céljai kozott kdzvetleniil nem szerepelt, mégis érdemes felvetni a
kérdést: mi lehet valdjaban a CB;R konstitutiv internalizacidjanak ¢€lettani jelentOsége? A
magyarazattal kapcsolatos bizonytalansagra a bevezetd fejezetben is ravilagitottam. Bar
idegsejtekben van elképzelés a jelenség fontossdgara — a valtozd6 mértékli spontan
internalizaci6 all a receptor megfeleld sejten beliili eloszlasanak hatterében — ez azonban
nem ad teljes magyardzatot. Figyelembe kell venniink, hogy a CB;R szdmos nem-
neurondlis sejttipusban is kifejezddik, €s jelenleg sajnos semmilyen adatunk nincs arra
vonatkozoan, hogy ezekben a szdvetekben milyen mértékii a receptor folyamatos
internalizacioja, illetve, hogy ennek mi lehet a jelentsége. Mindazonaltal tobb eredmény is
utal arra, hogy a sejten beliili CB;R-ok miikodéképessége, aktivalhatosdga megtartott [208,
233]. Mivel a receptor endogén ligandjai is hidrofob természetiiek, igy ebbdl a szempontbol
sincs akaddlya annak, hogy a sejten beliili vezikulumokban elhelyezkedd receptorrdl is
induljon jelatvitel. Ez alapjan felmeril, hogy a sejten beliili, illetve a plazmamembranon
elhelyezkedd receptorpopulacidk aktivacidja eltérd jelatvitelt indit, és igy eltérd
sejtfunkciokat szabalyoz. gy a konstitutiv CB;R internalizacio jelentésége abban allhat,
hogy a belsé kompartmentekbdl, illetve a plazmamembranrol indulé CB;R-fliggd jelatvitel
kozti egyensulyt szabalyozza [207]. Természetesen ez a gondolatmenet kozvetlen
bizonyitékokat igényel. Jelen vizsgélataink alapjan annyit jelenthetiink ki, hogy a CB;R
konstitutiv internalizdcioja az agonista-indukalt endocitézistol eltéré mechanizmussal jon

1étre, és igy valdszintileg élettani szerepe is mas.

6.3. A konzervdlt DRY motivum szerepének vizsgalata a CB;R
miikodésében

Vizsgéalataink harmadik részében a konzervalt DRY motivum szerepét vizsgaltuk a
CB;R miikddésének szabalyozdsaban. Az volt a célunk, hogy értékeljiik e szekvencia
szerepét a receptor bazalis és agonista-indukalt G-fehérje aktivacidjaban, illetve B-arr2
kotésében, illetve hogy kimutassuk a receptor e két f6 effektor funkciojaban kialakuld

esetleges kiilonbségeket.
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Erdekes modon a legkonzervaltabb, R3.50-es aminosav alanin-muticidja csak
mintegy 15%-0s csokkenést eredményezett a CB;R G-fehérje kapcsolodasanak
hatékonysagaban, a bazalis aktivaciot, illetve az ECsy értéket pedig nem érintette. Ez
meglepd eredménynek tlinik, hiszen a kristalystruktardk elemzése, valamint szamos
mutacidés adat utal ezen oldallainc kitiintetett szerepére a 7TMR-ok G-fehérje
kapcsolodasaban. Ugyanakkor tobb olyan 7TMR létezik, ahol az R3.50 hasonlé nem-
konzervativ muticidja nem sziintette meg a G-fehérje aktivalast [6, 8]. Igy a CB/R
valdsziniileg a 7TMR-oknak egy olyan alcsoportjaba tartozik, ahol ez a konzervalt arginin
nem jatszik kizarélagos szerepet a kozvetlen receptor-G-fehérje kapcsolatban.

A vizsgalataink kimutattak tovabba, hogy a CB;R-DAY mutéansnal (vagy barmely
dupla/tripla muténsnal, amely tartalmazza ezt a mutacidt) megjelenik egy bazalis B-arr2
kotés. Ez jo egyezést mutat korabbi adatokkal, melyek hasonld tulajdonsagot jeleztek mas
R3.50 mutans 7TMR-oknal [234], megerdsitve azt az elképzelést, mely szerint ez a
konzervalt arginin valamiképpen megel6zi az arresztin kotést a nyugalmi receptor-
konformécioban. A CB;R-DAY ¢és a CB;R-DRA mutdnsok esetén torténd agonista-
indukalt B-arr2 kihelyezddés csokkent volt. Ennek hatterében valdsziniileg a két mutans
csokkent plazmamembranon valo kifejezddése all (1d. 26. abra, I).

A DRY motivum szerepére vonatkozé vizsgalataink legérdekesebb eredménye a két
dupla mutans, a CB;R-DAA ¢és a CB;R-AAY miikodése kozott talalt nagy kiilonbség. Bar
mindkét mutdns tartalmazza az R3.50A mutéciot, és ennek megfeleléen bazalis B-arr2
kotést mutat, a tovabbi jellemzoOiket nagyban befolyasolja a masodik mutacid
elhelyezkedése. A D3.49 és R3.50 oldallancok egyiittes cseréje dominans-pozitiv hatassal
van a receptor B-arr2 kotésére (amit az is alatdmaszt, hogy a tripla mutdns CB;R-AAA
miikddésében a CB;R-AAY-ra emlékeztet), mig a G-fehérje aktivacid jelentdsen csokkent.
Ezek alapjan a CB;R-AAY egy P-arresztin-szelektiv mutans. Erdekes modon a CBR-
AAY-nak ez a jellemzdje hasonlit a kordbban leirt elfogult mutdns AT;R-DRY/AAY-ra
(AT;R-AAY). Ugyanakkor fontos kiilonbség, hogy mig az AT;R-AAY olyan modon -
arresztin-szelektiv, hogy a G-fehérje aktivacidja hianyzik, ugyanakkor a B-arresztin kotése
jelen van, de semmiképpen nem megnovekedett [109, 235], addig a CB;R-AAY ugy

elfogult a B-arresztin iranyaba, hogy a [-arresztin kotése jelentdsen megemelkedett,
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mikdzben G-fehérje aktivacidja csokkent, de nem sziint meg. Kimutathaté volt tovabba,
hogy a CB1R-AAY B-arrl kotése is er6sen megemelkedett a vad tipust receptorhoz képest,
mind WINS5S5, mind 2-AG kezelés esetén. Ezek az adatok arra utalnak, hogy a CB;R-AAY
megndvekedett affinitdsa mindkét B-arresztin izoforma iranyaba megmutatkozik.

Ettdl jelentdsen eltér a CB;R-DAA mutans, amely G-fehérje-szelektivnek bizonyult,
mivel agonista hatasara l1étrejovo B-arresztin kotése gyakorlatilag megsziint, de tovabbra is
képes volt G-fehérjéket aktivalni, bar csokkent mértékben (a vad tipusa CB;R kb. 70%-a).
Az adataink azt mutattdk, hogy ennek a mutdnsnak a vad tipusu receptorhoz képest kb.
40%-kal csokkent a plazmamembranon val6 kifejezodése. Mindazonaltal nem valdszin,
hogy ez a csokkenés allhatna a B-arresztin kihelyezddés teljes elvesztésének hatterében. A
receptor-f-arresztin kapcsolddas sztdchiometridja ugyanis jelenlegi elképzelésiink szerint
1:1 ardnyl, azaz a plazmamembranon valdé megjelenés 40%-os csokkenése esetén a [-
arresztin kotésnek is hasonld mértékben kellene csokkennie (amint az a CB;R-DAY ¢és
CB;R- DRA muténsok esetén egyébként valdszinii)). A CBR-DAA agonista-indukalt -
arresztin kotésének megsziinése tehdt nem magyarazhatd a plazmamembran-lokalizacid
csokkenésével. Ezt tAmasztja ala az is, hogy a CB;R-DAA kimutathat6 bazalis B-arr2 kotést
hoz létre a plazmamembrannal.

A korébban elfogult mutansként leirt 7TMR-ok koz¢ tartozik a bevezetOben is
emlitett M3-R3.50L muszkarinos receptor [112], illetve a tripla mutans B,AR-TYY [111].
Erdekes azonban, hogy mindezek a mutansok (ideértve még a fent emlitett AT R-AAY-t is)
B-arresztin-szelektivek, azaz nem kapcsolodnak G-fehérjéhez, de p-arresztin kotésiik
megtartott, bar csokkent mértékii. Az itt bemutatott CB;R-DAA érdekes ebbdl a
szempontbol is, hiszen a G-fehérjék iranyaba elfogult, holott a bevitt mutacidé éppen egy
klasszikus G-fehérje kotd régiot érint. Az is érdekes tovabba, hogy bar a CB;R-DAA
gyakorlatilag nem képes P-arresztint kotni aktivacidt kovetden, mégis van bizonyos
mértékl B-arresztin kotés nyugalmi koriilmények kozott. Ez utobbi valoszinlileg az R3.50A
mutacid jelenlétén mulik, hiszen, mint fent emlitettilk, valamennyi ezt hordozé mutans
konstitutivan kototte a B-arr2-t. A fentiek alapjan tehat ugy tiinik, hogy a konzervalt arginin
hianya onmagaban meghatarozhat egy olyan receptor-konforméciot, amely spontan modon

koti a B-arr2-t. Masrészrdl viszont a receptor agonista-indukalt B-arr2 kotése tovabbra is
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crer

hatasara.

Osszefoglalva, a CB;R-AAY ¢és CB|R-DAA mutansokkal kapcsolatos
eredményeink erésen valosziniisitenek egy olyan modellt, amely szerint az aktiv G-fehérje
kapcsolt, és az aktiv B-arresztin-kotott 7TMR konformaciok kiillonboznek. Tovabba a
konstitutiv és az agonista-indukalt B-arresztin kotésért felels receptor-allapotok szintén
mutathatnak kiilonbségeket.

Azt is bemutattuk, hogy az agonista-indukalt ERK1/2 foszforilacié jo egyezést
mutat az elfogult CB;R mutdnsaink B-arr2 kotésével, sokkal inkdbb, mint a G-fehérje
aktivaciojukkal vagy a forskolin-indukalt cAMP felhalmozodast gatlo képességiikkel. Ezek
az adatok konzisztensek a B-arresztin-fiiggé CBiR jelatvitel, azaz a CB R aktivacigjat
kovetd, B-arr2-medialt ERK1/2 foszforilacio nemrég felvetddott koncepcidjaval.

Az itt bemutatott DRY mutansokkal kapcsolatos egyik legérdekesebb kérdés:
hogyan (milyen molekularis szerkezeti atrendezddések kovetkeztében) okozhatnak az egyes
mutaciok ilyen nagy kiilonbségeket a CB;R B-arresztin kotésében. A legegyszeriibb
magyarazat az volna, hogy a DRY motivum mutéicioi els6sorban a receptor G-fehérje
kotését érintik, és a B-arr2 kotésre kifejtett hatdsaik pusztdn masodlagosak, azaltal, hogy a
G-fehérje €s a B-arresztin tulajdonképpen versengenek a 7TMR kotésért. Ha azonban ez
volna az egyetlen magyarazat, akkor nagyjabdl forditott aranyossagot kellene latnunk a
kiilonb6z6 mutansok B-arresztin kotési €s G-fehérje aktivalasi képessége kozott, ami
viszont nem teljesiil. igy igen valoszinii, hogy a DRY motivumot érinté mutaciok a CB;R
B-arr2 kotését annak G-fehérje aktivaciojatol fiiggetleniil befolyasoljak. Azt a kérdést, hogy
alapjan nem lehet egyértelmiien megvalaszolni. Az altalunk alkalmazott mutagenezis
technika erre nem képes teljesen kozvetlen bizonyitékkal szolgalni. Ugyanakkor egyes
korabbi adatok, melyek azt mutattak, hogy az ICL2-es hurok (és az annak kezdetén
elhelyezkedd DRY motivum) részét képezi a P-arresztin kotOhelynek, érdekes
szempontokat adnak hozza jelen vizsgalatainkhoz [95, 236]. Két tovabbi, a kozelmultban
megjelent vizsgalat is fontos eredményeket mutatott a 7TMR-B-arresztin komplex

szerkezeti jellemzdivel kapcsolatban. Mindkét emlitett tanulmany egy fontos
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kolcsonhatasra mutat ra a B-arresztin flexibilis finger loop hurokrégidja €s a receptor aktiv
magja kozott, a DRY motivum kozvetlen részvétele mellett [88, 96]. Ezen tanulmanyokkal
egybevetve az eredményeink jol beleilleszkednek egy olyan modellbe, mely szerint a DRY
régid kozvetleniil érintett a CB|R B-arresztinnel torténd kolcsonhatdsdban. A DRY-ban
létrehozott mutaciok tovabba kozvetetten is befolydsolhatjak a B-arresztin kotést, mégpedig
a motivumot kévetd ICL2 hurokban létrehozott szerkezeti atalakulasokon keresztiil, amely
kiilonb6z6, akar teljesen ellentétes p-arresztin kotési fenotipusokat eredményezhet.
Ugyanakkor a fenti jellemzOket szabalyozd intramolekuldris kolcsonhatdsok még
pontosabb megértéséhez a receptor-arresztin  komplexet leird, nagy felbontast

kristalystruktirakra és/vagy kifinomult szamitogépes modellekre van sziikség.
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7. Kovetkeztetések

Kisérleteink alapjan elmondhatjuk, hogy a CB;R ¢és a p-arresztinek kozotti
kapcsolat altalanosan alacsony affinitast mas 7TMR-okhoz képest. Megerdsitettiik, hogy a
CB;R a 7TMR-ok ,,A” osztalyaba sorolhat6, amennyiben a B-arrl izoformat jelentésen
kisebb affinitdssal koti, mint a B-arr2-t, a kotés pedig csak a plazmamembrannal, illetve
annak kozvetlen kozelében figyelhetdé meg, azaz dtmeneti jellegli.

Kimutattuk, hogy a B-arr2 kozvetlen szerepet jatszik a CB;R agonista-indukalt
internalizacidjaban, ugyanakkor a receptor konstitutiv internalizacidja a B-arr2-t6l fliggetlen
mechanizmussal zajlik. Igazoltuk tovabba, hogy mindkét fenti internalizdcids utvonal
klatrin-medialt Gitvonalon jon létre.

Részletesen vizsgaltuk a konzervalt DRY motivum szerepét a CB R B-arresztin
kotésében és G-fehérje aktivaciojaban. Megallapitottuk, hogy a konzervalt R3.50 aminosav
nem jatszik kizarolagos szerepet a receptor G-fehérje kapcsolodasdban, valamint az R3.50
oldallanc hidnya bazalis B-arr2 kotés kialakuldsahoz vezet. Kimutattuk tovabba, hogy a
CB|R-AAY egy p-arresztin-szelektiv mutdns, amennyiben p-arrl és p-arr2 kotése
jelentésen fokozott, mig G-fehérje aktivacidja csokkent. Ezzel szemben a CB;R-DAA
mutans jelatvitele a G-fehérjék iranyaba elfogult, hiszen agonista-indukalt B-arresztin
kotése gyakorlatilag megsziint, mig G-fehérje aktivacioja csokkent mértékben ugyan, de
tovabbra is jelen volt. Fenti eredményeink arra utalnak, hogy a CB R konzervalt DRY
motivuma nem csak a G-fehérje aktivalasaban, hanem a receptor és a B-arresztinek kozotti

kapcsolodésban is fontos szerepet jatszik.
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8. Osszefoglalas

A CB; kannabinoid receptor (CB;R) a 7-transzmembran receptorok (7TMR-ok)
csaladjaba tartozik, és fontos szerepet tolt be szdmos idegi, metabolikus és keringési
szabalyoz6 folyamatban. A CB;R mikddését szabalyozd molekularis folyamatok
megértése ezért nagy jelentdséggel bir. Ismert, hogy a CB|R agonista serkentés hatasara
deszenzitizalodik, majd internalizalédik. Ezen kiviil a receptor alapallapotii (konstitutiv)
internalizéciot is mutat. A B-arresztin fehérjék (két izoformajuk a B-arrl és a P-arr2)
alapvetd jelentdséglick a 7TMR-ok fenti — deszenzitizaciés ¢és internalizacidos —
folyamataiban. A CB;R esetén azonban nem pontosan ismert, hogy a receptor milyen
affinitdssal kotddik az egyes B-arresztin izoformdkhoz, illetve, hogy ez a k6tddés szerepet
jatszik-e a CB|R agonista-indukalt, illetve konstitutiv internalizacidjaban. Tovabba nem all
rendelkezésre adat arrdl, hogy a 7TMR-ok egyik legkonzervaltabb régidja, a ,,DRY”
motivum milyen szerepet jatszik a CB;R G-fehérje aktivalasadban, illetve B-arresztin
kotésében. Munkank sordn a fenti kérdésekre kerestiik a valaszt.

Kisérleteinkben biolumineszcencia rezonancia energiatranszfer (BRET) mérések ¢és
konfokalis mikroszkdpia segitségével kimutattuk, hogy a CB|R a 7TMR-ok ,,A” osztalyaba
sorolhatd, amennyiben a B-arr2 izoformat jelentésen nagyobb affinitassal koéti, mint a -
arrl-et. A kotés pedig csak a plazmamembrannél figyelhetd meg, azaz atmeneti jellegli.
Dominéans-negativ konstrukciok, valamint siRNS technika segitségével kimutattuk, hogy a
B-arr2 szerepet jatszik a CB;R agonista-indukalt internalizacidjdban, ugyanakkor a receptor
konstitutiv internalizacioja B-arr2-t6l fiiggetlen mechanizmussal zajlik. Eredményeink
alapjan mindkét internalizacidés forma a klatrin részvételével zajlik. A konzervalt DRY
motivum szerepét a CB;R milkddésében mutans receptorok segitségével elemeztiik, és
megallapitottuk, hogy a régid kiilonbozé mutacioival funkciondlisan szelektiv — azaz a G-
fehérje aktivalas vagy a B-arresztin kotés irdnyaba elfogult — mutansok hozhatok 1étre. Ez
pedig arra utal, hogy a DRY motivum eltér6 modon vesz részt a CB;R G-fehérjéhez torténd

kapcsolodéasaban és B-arresztin kotésében.
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9. Summary

The CB; cannabinoid receptor (CB;R) 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 CB;R function is of great importance. CBR is known to be desensitized and
internalized upon agonist stimulus. Besides, CB;R displays basal (constitutive)
internalization. The B-arrestin proteins (their two isoforms are B-arrl and B-arr2) are key
players in the above processes, i.e. in the desensitization and internalization of 7TMRs.
However, in the case of CB|R, the relative affinities of the receptor towards the two [3-
arrestin isoforms, as well as the role of [-arrestins in the agonist-induced and/or
constitutive internalization of CB R 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 B-arrestin binding of CB;R. Our
goal was therefore to answer these questions.

In our experiments we demonstrated, using bioluminescence resonance energy
transfer (BRET) measurements and confocal microscopy, that CB;R can be classified as a
‘Class A’ 7TMR, i.e. it binds B-arr2 with substantially higher affinity than B-arrl, 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 -arr2 is involved in the agonist-
induced internalization of CB|R, whereas the constitutive internalization of the receptor
occurs via a B-arr2-independent mechanism. Based on our results, clathrin is involved in
both processes. The role of the conserved DRY motif in CB;R 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 B-arrestin binding. These data suggest that the DRY motif plays different roles
in the G protein coupling and B-arrestin binding of CB;R.
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