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Nevek és rövidítések jegyzéke 

α2C-AR   α2C típusú adrenerg receptor 

α2C-C1   α2C típusú adrenerg receptort expresszáló CHO-K1 sejtvonal 

A   adrenalin 

AC   adenilát cikláz 

ADHD  attention deficit hiperactivity disorder, figyelem hiányos 

hiperaktivitás-zavar 

ADP   adenozin-difoszfát 

AR   adrenerg receptor 

ATP   adenozin-trifoszfát 

B-HT 920  2-amino-6-allil-5,6,7,8-tetrahidro-4H-tiazolo-[5,4-d]-azepin 

di-HCl 

bp   bázispár 

BSA   szarvasmarha szérumalbumin 

[Ca
2+

]i   citoplazmatikus szabad kalciumion-koncentráció 

cAMP   ciklikus adenozin-monofoszfát 

 cDNS komplementer DNS, az mRNS-ről reverz transzkripcióval 

készült DNS 

CHO-K1  kínai hörcsög ovárium sejtvonal 

CK2   kazein kináz 2 

DMSO   dimetil-szulfoxid 

D-PBS   Dulbecco foszfát puffer 

EA-tag   enzim akceptor tag, a β-galaktozidáz 42 aminosavas deléciós  

    mutánsával jelölt 

EC50   a hatás 50%-ának kiváltásához szükséges koncentráció 

ECL   extracelluláris hurok 

EFC   enzim-fragmens komplemetáció 

FBDD   fragment based drug discovery, fragmens alapú 

gyógyszerkutatás 

FCS   magzati borjú szérum 

Fenilefrin  (R)-3-[-1-hidroxi-2-(metilamino)etil]fenol 

FITC   fluoreszcein-izotiocianát 

FLIPR   fluorometric imaging plate reader 
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Fluo-4-AM  kalcium érzékeny fluoreszcens festék acetoxi metil-észter  

FRET   fluoreszcencia rezonancia energia transzfer 

FSK   forskolin 

G418  O-2-Amino-2,7-didezoxi-D-glicero-α-D-gluko-heptopiranozil- 

  (1-4)-O-(3-dezoxi-4-C-metil-3-(metilamino)-β-L- 

  arabinopiranosil-(1-6))-D-streptamin  

GPCR   G-fehérje-kapcsolt receptor 

GRK   G-fehérje receptor kináz 

[
35

S]GTPγS  guanozine 5’-O-(3-[
35

S]tio)trifoszfát 

Guanabenz  2-(2,6-diklorobenzilidén)hidrazin-karboximidamid 

HBSS   HEPES által pufferelt sóoldat 

HEPES   N-(2-hidroxietil)piperazin-N’-(2-etán-szulfonsav) 

HCS   high content screening, nagy információtartalmú szűrés 

HTS   high throughput screening, nagy áteresztőképességű szűrés 

([
3
H])-UK14,304 (tríciummal jelzett) (5-bromo-N-[4,5-dihidro-1H-imidazol-2-yl]-

6-quinoxalinamin)  

IBMX 3-izobutil-1-metilxantin  

IC50   az 50%-os gátláshoz szükséges koncentráció 

ICL   intracelluláris hurok 

in silico   virtuális, számítógépes modellek segítségével megvalósított 

IP3   inozitol-triszfoszfát 

kb   kilobázispár 

Kd   egyensúlyi disszociációs állandó 

Ki   inhibíciós állandó 

KO   knock-out, génkiütött 

Klonidin  2-[2,6-dikloroanilin]-2-imidazolinHCl 

LE   ligand hatékonyság 

LELP   ligand-hatékonyság-függő lipofilitás 

MAP kináz  mitogén aktivált protein kináz 

MK-912   (2S,12bS)1’,3’-dimetilspiro(1,3,4,5’,6,6’,7,12b-oktahidro- 

     2H-benzo[b]furo[2,3-a]quinolizin)-2,4’-pirimidin-2’-on  

Moxonidin  4-kloro-N-(4,5-dihidro-1H-imidazol-2-yl)-6-metoxi-2- 

    metilpirimidin-5-amin 

mRNS   hírvivő ribonukleinsav 
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NA    noradrenalin, 4-[(1R)-2-amino-1-hidroxietil]benzol-1,2-diol 

Oximetazolin  2-(3-hidroxi-2,6-dimetil-4-t-butilbenzil)-2-imidazolin 

PI3-K   foszfatidilinozitol 3-kináz 

PKA   protein kináz A 

PKB   protein kináz B 

PKC   protein kináz C 

PK-tag   ProLink-tag, a β-galaktozidáz 42 aminosavas fragmensével  

    jelölt 

PLC    foszfolipáz C 

PTX   pertussis-toxin 

(Q)SAR (kvantitatív) szerkezet-hatás összefüggés 

RFU raw fluorescence unit, nyers fluoreszcencia egység 

RLU raw luminescence unit, nyers lumineszcencia egység 

RT-PCR reverz transzkipciót követő polimeráz láncreakció 

SPR felületi plazmon rezonancia 

UK14,304 5-bromo-N-[4,5-dihidro-1H-imidazol-2-yl]-6-quinoxalinamin), 

brimonidin      

U2OS   humán oszteoszarkóma sejtvonal 
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1. Bevezetés 

Az humán genom egyik legnagyobb családját alkotó G-fehérje-kapcsolt receptorok 

(GPCR) a gyógyszerkutatás legnépszerűbb célpontjai közé tartoznak. Jelentőségüket jól 

jellemzi, hogy a jelenleg alkalmazott gyógyszerek közel fele közvetve vagy közvetlenül 

ezeken a receptorokon keresztül fejti ki hatását. 

  A metabotróp, 7 transzmembrán doménnel rendelkező GPCR-ok családjának egyik 

fontos képviselői az α2-adrenoreceptorok (α2-AR). Molekuláris biológiai és farmakológiai 

vizsgálatok három α2-AR altípus (α2A-AR, α2B-AR és α2C-AR) jelenlétét igazolták a központi 

idegrendszerben és a perifériás szövetekben. A működésüket befolyásoló vegyületeket széles 

körben alkalmazzák a gyógyászatban, főként a kardiovaszkuláris rendszert és a központi 

idegrendszert érintő kórképek terápiájában. Az egyes altípusok némiképp eltérő szöveti 

megoszlása és az általuk közvetített biológiai hatások különbözősége alapján úgy tűnik, hogy 

az altípus-szelektív α2-AR ligandok legalább részben mentesek lehetnek a jelenlegi, érdemi 

altípus-szelektivitást nem mutató (gyógy)szerek mellékhatásaitól. Ennek jegyében az elmúlt 

10 évben több mint 90 szabadalom született az α2C-AR altípus-szelektív vegyületek 

vonatkozásában. A kiemelkedő erőfeszítések ellenére ezidáig csupán 10-100-szoros altípus- 

szelektivitással rendelkező vegyületeket sikerült azonosítani.  

A közelmúlt kutatási eredményei azonban arra is rávilágítottak, hogy az eddig 

kizárólag a különféle altípusoknak tulajdonított hatás-mellékhatás tulajdonságok pontosabb 

megértéséhez elengedhetetlen a receptorok jelátviteli útvonalainak részletes feltérképezése. A 

legtöbb GPCR esetében, a receptor ligandkötését követően, a G-fehérje közvetítette jelátvitel 

mellett G-fehérje-független szignalizációs útvonalak is aktiválódhatnak, amelyek más-más 

élettani hatásokat közvetíthetnek. Az egymástól függetlenül aktiválódó jelpályák ún. 

jelátvitel-szelektív agonistákkal („biased agonists”) szelektíven befolyásolhatóak. Az egyazon 

receptorhoz kapcsolódó különböző jelátviteli útvonalak közötti funkcionális különbségek 

felismerése kiterjesztette a szelektivitás értelmezését a gyógyszerkutatók számára. Ennek 

értelmében a gyógyszermolekulák nem csupán egy adott receptorra vagy receptor altípusra 

lehetnek szelektívek, hanem egy receptor különböző jelátviteli útvonalainak szelektív 

aktiválására, illetve gátlására is képesek lehetnek, tehát funkcionális szelektivitással is 

rendelkezhetnek. Ezáltal a jelátvitel-szelektív ligandok lehetővé teszik, hogy az egyik útvonal 

által közvetített hatást különválaszthassuk egy másik útvonal közvetítette mellékhatástól. A 

legtöbb esetben azonban még nem egyértelműen bizonyított, hogy mely útvonal szelektív 

modulálása vezethet hatékonyabb és kevesebb mellékhatással rendelkező gyógyszerekhez, így 
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a gyógyszerjelölt molekulák szignalizációs sokszínűségének ismerete jelentős mértékben 

járulhat hozzá jobb hatásspektrumú készítmények kifejlesztéséhez.  

Mindezek ismeretében, munkám során egyrészt olyan rekombináns humán α2C-

adrenoreceptorokat expresszáló heterológ sejtes modellrendszert hoztam létre, amely alkalmas 

a gyógyszerkutatás korai szakaszában a célpont-specifikus új gyógyszerjelölt vegyületek 

kiválasztására, másrészt olyan in vitro farmakológiai módszereket dolgoztam ki, amelyek 

alkalmasak az α2C-AR-ok különböző G-fehérjétől függő és G-fehérje-független jelátviteli 

útvonalainak farmakológiai jellemzésére és ezen túlmenően a α2C-AR agonisták funkcionális 

szelektivitásának kvantitatív jellemzésére. 
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2. Irodalmi áttekintés 

2.1. Az α2-adrenoreceptorok, mint a G-fehérje-kapcsolt receptorok 

szupercsaládjának képviselői 

2.1.1. A G-fehérje-kapcsolt receptorok  

A sejtmembránban elhelyezkedő, evolúciós szempontból konzervatív szerkezetű 

GPCR-ek jelfelismerő makromolekulákként a fény, a hő, a különféle íz- és szagmolekulák, 

továbbá hormonok, neurotranszmitterek, növekedési faktorok által érkező információk 

érzékelésében és közvetítésében vesznek részt (Trewavas és Malho, 1997; Perez, 2003; Roux 

és Cottrell, 2014). A humán genom egyik legnagyobb családját (a kódolt fehérjék mintegy 

3%-át) alkotó receptorok mindegyikére jellemző egy hét transzmembrán (7-TM) -hélixet 

tartalmazó hidrofób mag és az azokat összekötő intra- (ICL1-ICL3) és extracelluláris (ECL1-

ECL3) hurkok jelenléte (Baldwin, 1994; Lefkowitz, 2004). Az extracellulárisan elhelyezkedő 

N-terminális domén, az extracelluláris hurkok, illetve egyes altípusoknál a molekula 

membránba ágyazódó része a ligandkötésért felelős, míg az intracellulárisan található C-

terminális domén egy három alegységből álló effektor molekulával, a G-fehérjével képez 

komplexet (1. ábra) (Bockaert és Pin, 1999; Hamm, 2001). A G-fehérjék szerkezetét és 

működését Az a2-adrenoreceptorok jelátviteli útvonalai c. fejezetben ismertetem. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. ábra: Egy GPCR vázlatos felépítése 
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A GPCR-ek szupercsaládja szekvencia homológia (a terminálisok, a hurkok hossza és 

aminosav sorrendjének hasonlósága), filogenetikai és más, alternatív megközelítések alapján 

több családra osztható (Bockaert és Pin, 1999; Pierce és mtsai., 2002; Fredriksson és mtsai.,  

2003; Lagerström és Schiöth, 2008). Mindezek alapján öt családot szoktak megkülönböztetni: 

A. Rodopszin receptor család. Ebbe a családba tartozik a GPCR-ek közel 80%-a; a 

gyógyászati szempontból fontos receptorok többsége. Számos 

neurotranszmitter, neuromodulátor és hormon receptor tagja ennek a 

családnak (így pl. a szerotonin, a dopamin, a hisztamin, a katekolaminok, a 

muszkarin típusú acetilkolin, a melatonin, a kemokinek, a bradikinin, a 

szomatosztatin, az opioid és a vazopresszin receptorok). 

B. Szekretin receptor család. Ez a család peptid hormon (glukagon, vazoaktív 

intesztinális peptid, szekretin, kortikotropin ürülést serkentő hormon, 

parathyroid hormon, kalcitonin) receptorokat foglal magába. 

C. Metabotróp glutamát receptor család. Ezt a családot a mGlu, a GABAB, a Ca
2+

-

érzékelő receptorok és néhány ízérzékelő receptor képviseli. 

D. Feromon receptorok családja. 

E. Az ún. „Frizzled/Smoothened” receptorok, amelyek az embrionális fejlődésben 

játszanak fontos szerepet (pl. Wnt, Hedgehog). 

 

2.1.2. Az adrenoreceptorok osztályozása 

Az adrenalin (A) és noradrenalin (NA) hatásait a rodopszin-szerű G-fehérje-kapcsolt 

receptorok családjába tartozó adrenoreceptorok (adrenerg receptorok) közvetítik. A központi 

és a perifériás idegrendszer neuronjaiból felszabaduló A és NA neurotranszmitterként, míg a 

mellékvesevelő kromaffin sejtjeiből felszabaduló A és NA hormonként tölt be fontos szerepet 

a szívműködés, a vérnyomás, a légzés és számos metabolikus-, valamint idegi- és endokrin 

funkció szabályozásában.  

Az adrenoreceptorok sokszínűségének története 1913-ban kezdődött, amikor Dale 

kísérletei során körvonalazódni látszott, hogy az A alkalmazásával tapasztalt szisztémás 

vérnyomás-emelkedés több receptorpopuláció együttes aktivációjának eredménye (Todman, 

2008). Elmélete azonban csak 1948-ban, Ahlquist munkája révén nyert igazolást, aki az 

adrenerg receptorokat az agonisták hatékonysági sorrendjének alapján: α-adrenerg (α-AR: NA 

> A > izoproterenol) és β-adrenerg (β-AR: izoproterenol > A > NA) receptorokra osztotta 
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(Ahlquist,1948). Néhány évvel később Lands és munkatársai (1967) eltérő farmakológiai 

sajátságaik révén a β-adrenerg receptorokat β1- és β2-receptorokra osztották. Az α-receptorok 

heterogenitása valamivel később, az 1970-es években vált ismertté, amikor beigazolódott, 

hogy a NA nemcsak posztszinaptikusan, hanem preszinaptikusan is képes az ingerületátvitelt 

befolyásolni. Így anatómiai lokalizáció alapján a preszinaptikusan elhelyezkedő receptort α2-, 

míg a posztszinaptikusan található receptort α1-adrenoreceptornak nevezték el (Langer, 1974). 

Ez az anatómiai elhelyezkedésen alapuló osztályozás azonban a nem-szinaptikus és 

posztszinaptikus lokalizációjú α2-adrenoreceptorok (α2-AR) felfedezésével a receptorok 

osztályozásának átgondolását vonta maga után. Berthelsen és Pettinger (1977) funkcionális 

csoportosítást javasoltak: α1-nek a serkentő válaszokat létrehozó, míg α2-adrenerg 

receptoroknak a gátlást kiváltókat nevezték. Amikor bizonyítást nyert, hogy a serkentő 

funkciók α2-adrenerg receptoron keresztül is kiválthatók, a receptorok farmakológiai 

különbözőségét vették alapul. Ez alapján a metoxaminnal vagy fenilefrinnel aktiválható és kis 

koncentrációban alkalmazott prazosinnal kompetitíven gátolható receptorokat az α1-AR-ok 

közé, míg α-metil-noradrenalinnal, apraklonidinnel, B-HT 920-szal, vagy brimonidinnel 

aktiválható és yohimbinnel, rauwolscinnel vagy idazoxannal kompetitíven gátolható 

receptorokat az α2-AR-ok közé sorolták (Ruffolo és Hieble, 1994). E receptorok további 

klasszifikációjában a molekuláris biológiai és farmakológiai módszerek (elsősorban 

receptorkötési tesztek) fejlődése hozott újabb áttörést. A kilenc adrenoreceptor altípus 

klónozása után nyilvánvalóvá vált mind a β-AR (Emorine és mtsai 1989), mind az α1-AR 

(Schwinn és mtsai., 1990), mind pedig α2-AR (Lomasney és mtsai., 1990) molekuláris 

heterogenitása. Az adrenerg receptorok jelenleg elfogadott osztályozását a 2. ábra foglalja 

össze: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. ábra: Az adrenoreceptorok osztályozása 

Adrenerg receptorok

α1-adrenoreceptor α2-adrenoreceptor β-adrenoreceptor

α1A-AR α1B-AR α1D-AR α2A-AR α2B-AR α2C-AR β1-AR β2-AR β3-AR
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2.1.3. Az α2-adrenoreceptorok molekuláris biológiája 

Az α2-AR családon belül három altípust különböztetünk meg: α2A, α2B, és α2C (Bylund 

1992; Bylund és mtsai., 1994; MacDonald és mtsai., 1997; Docherty, 1998; Calzada és 

Artinano, 2001; Bylund, 2005). A korábban rágcsálókban azonosított α2D altípusról időközben 

kiderült, hogy a humán α2A altípus homológjának tekinthető (MacDonald és mtsai, 1997). 

Kromoszóma lokalizációjuk alapján az egyes altípusokat α2-C10, α2-C2 és α2-C4 néven 

azonosították (Kobilka és mtsai., 1987; Regan és mtsai., 1988; Lomasney és mtsai., 1990). E 

receptor altípusok biokémiai tulajdonságait az 1. táblázat foglalja össze: 

 

1. Táblázat: A humán α2-AR altípusok biokémiai tulajdonságai* 

 

    α2A-AR (α2-C10) α2B-AR (α2-C2) α2C-AR (α2-C4) 

    

Teljes aminosav szám 450 450 462 

N-terminális aminosav szám 33 12 51 

ICL3 aminosav szám 157 179 148 

C-terminális aminosav szám 20 20 21 

Glikozilációs hely 

N-terminális - N-terminális 

(Asn-10, Asn-14)  (Asn-19, Asn-

33) 

% aminosav szekvencia hasonlóság 

az  α2C-AR TM régiójával 
78 77 - 

% aminosav szekvencia hasonlóság 

az α2C-AR teljes szekvenciájára 

nézve 

50 47 - 

 

* UniProt adatbázis (www.uniprot.org) 

 

A helikális szerkezetű 7-TM régió meglehetősen konzervatív szerkezetű, keveset 

változott az evolúció során. Az aminosav szekvenciák alapján pl. az egyes altípusok között 

80–87% homológia tapasztalható a humán és zebrahal α2-AR altípusok között (Ruuskanen és 

mtsai., 2004). A receptorok genetikai variabilitását vizsgálva mindhárom altípus esetén 

azonosítottak polimorf variánsokat is. Az α2A-AR esetén ez egyetlen aminosav cseréjét érintő 

változás (Asn251/Lys251), azonban a α2B-AR és α2C-AR esetében a polimorfizmus egy 3 

illetve 4 aminosavnyi delécióval társul (α2B Del301-303 és α2C Del322-325). Az ICL3 hurkot 

érintő Glu-Glu-Glu illetve Gly-Ala-Gly-Pro aminosavak hiánya, mindkét esetben a receptor 

G-fehérje-kötő képességét, és így funkcionális aktivitását érinti (Heinonen és mtsai., 1999; 

Small és mtsai., 2000; 2002; 2003). 
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2.1.4. Az α2-adrenoreceptor ligandok 

Az α2-AR endogén agonistái az adrenalin (A) és a noradrenalin (NA). A különböző 

szerkezeti csoportokba sorolható, folyamatosan bővülő számú szintetikus agonisták (3. ábra) 

közös jellemzője, hogy nem, vagy csak mérsékelten rendelkeznek altípus-szelektivitással, sőt 

némelyik közülük más receptorokon (α1-, β-adrenoreceptorok, imidazolin receptorok) is 

mérhető affinitással kötődik. Az egyik ilyen vegyület például a feniletilamin származék 

fenilefrin, amely nem rendelkezik számottevő α2-altípus szelektivitással. Nagy számban 

állítottak elő arilamino-imidazolin származékokat is, amelyek egyik legismertebb tagja a 

klonidin. További imidazolin analógokat hoztak létre egyrészt az aromás gyűrű 

szubsztituálásával (ilyen pl. a p-aminoklonidin vagy apraklonidin), másrészt a fenilgyűrű 

heteroaromás gyűrűvel történő helyettesítésével (pl. a moxonidin). A gyűrű tagszám 

növelésével is olyan hatékony α2-AR agonistákat sikerült előállítani, mint pl. az UK14,304 

(brimonidin) és a tizanidin. A nagy térigényű csoportokat tartalmazó származékokról (mint pl. 

az oximetazolin) is kiderült, hogy rendelkeznek α2-AR affinitással. A nyitott gyűrűs 

imidazolin származékoknak tekinthető guanidinek két jellegzetes képviselője a guanfacin és a 

guanabenz. Az imidazolin gyűrű oxazolinra (B-HT 920) vagy tiazolinra (B-HT 933) történő 

cseréje is aktív α2-agonistákat eredményezett. Az α2-AR-on antagonista hatású az MK912, a 

yohimbin, a rauwolscin, az idazoxan (4. ábra), valamint a nem szelektív α-AR blokkoló 

fenoxibenzamin is. 

 

            

 

 

 

 

 

 

 

noradrenalin                     adrenalin          fenilefrin                 moxonidin 



 14 

 

 

 

                  

  

UK14,304     oximetazolin         klonidin   apraklonidin 

 

 

 

 

 

 

guanabenz    guanfacin    B-HT 920 

 

3. ábra: Néhány, α2-adrenoreceptorokon ható agonista szerkezeti képlete 

 

 

 

 

 

 

 

  yohimbin    MK912   rauwolscin  idazoxan 

 

4. ábra: Néhány, α2-adrenoreceptorokon ható antagonista szerkezeti képlete 

 

2.1.5. Az α2-adrenoreceptorok lokalizációja 

Az α2-AR-ok felfedezésekor úgy gondolták, hogy azok kizárólag az adrenerg 

neuronok axonterminálisain preszinaptikusan találhatók és feladatuk a NA felszabadulás 

gátlása (autoreceptorok). Később igazolást nyert, hogy heteroreceptorként más 

neurotranszmitterek (glutamát, acetilkolin, szerotonin, dopamin) felszabadulását is 

szabályozhatják, mint ahogy az is, hogy léteznek posztszinaptikus α2-AR-ok is (Langer, 1997; 

Starke, 2001; Gilsbach és Hein., 2008; Gilsbach és mtsai., 2011).  
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A központi idegrendszerben az α2-AR-ok kifejeződésének mintázatát mRNS 

expressziós, in situ hibridizációs, autoradiográfiás és immuncitokémiai módszereket 

alkalmazva térképezték fel, és az egyes altípusok különböző megoszlását figyelték meg (2. 

táblázat). 

 

2. Táblázat: Az  α2-AR altípusok szöveti lokalizációja a központi idegrendszerben 

 

α2-AR 
altípusok 

in situ hibridizáció, autoradiográfia, 

immunlokalizáció* alapján 
mRNS vizsgálatok alapján 

α2A-AR
1,2,3,4,6,7,8,

 Locus coeruleus (preszinaptikus és Locus ceruleus, középagy, 

 szomatodendritikus autoreceptor) hipotalamusz, amigdala, 

  hippokampusz, gerincvelő, 

  agykéreg, kisagy 

α2B-AR
1,2,3,5,7,8,

 Talamikus magvak Szaglórendszer, talamusz, 

  hippokampális piramis sejtek, 

  kisagyi Purkinje sejtek, 

gerincvelő 

α2C-AR
1,3,5,7,8,9,

 Bazális ganglion, hippokampusz, 

tuberculum olfactorium, agykéreg, 

gerincvelő 

Talamusz, amigdala, hátsó gyöki 

ganglion (DRG), szaglórendszer, 

agykéreg, bazális ganglionok 

   

 
1
Saunders és Limbird, 1999; 

2
Sallinen és mtsai., 1997; 

3
Scheinin és mtsai., 1994; 

4
Wang és 

mtsai., 1996; 
5
Weinshank és mtsai., 1990; 

6
Nicholas és mtsai., 1993;  

7
MacDonald és Scheinin, 

1995; 
8
Ongjoco és mtsai., 2000; 

9
Holmberg és mtsai., 2003; *Aoki és mtsai., 1994; *Hieble és 

mtsai., 1995; *Rosin és mtsai., 1996   

 

A perifériás szövetekben található altípus megoszlásra főként farmakológiai 

vizsgálatok derítettek fényt. Vérlemezkéken nagy mennyiségű α2A-AR expresszálódik 

(Bylund, 1988), mint ahogy a szemben, az aortában, a hasnyálmirigyben és gyomor 

nyálkahártyájában is főként ezen altípus előfordulása a jellemző (Blaxall és mtsai., 1994; 

Wang és Pilkey, 1994; Huang et al., 1995; Stamer et al., 1996; Gyires és mtsai., 2007). A 

szívre és a májra az α2B-AR jelenléte a jellemző (Blaxall és mtsai., 1994). A vesében mind a 

három altípus megtalálható. A perifériás szövetekben az α2C-AR összességében kis 

mennyiségben fordul elő; a saphenous vénában, a vesében és a gyomorban mutatható ki a 

jelenléte (Blaxall és mtsai., 1994; Wozniak és Limbird, 1996; Rizzo és mtsai., 2001; Gyires és 

mtsai., 2007). 
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2.1.6. Az α2-adrenoreceptorok szerepének vizsgálata transzgénikus 

egértörzsekben 

A különböző α2-AR altípusok élettani szerepét, megfelelő altípus-szelektivitással 

rendelkező ligandok hiányában, elsősorban olyan transzgénikus egértörzsek létrehozásával 

vizsgálták, melyekben az egyes altípusok expresszióját genetikailag módosították. A receptor-

funkciók felderítéséhez az egyszeres (α2A-AR
-/-

, α2B-AR
-/-

, α2C-AR
-/-

), dupla (α2AC-AR
-/-

, α2AB-

AR
-/-

) vagy tripla (α2ABC-AR
-/-

) génkiütött (knock-out, KO), valamint egy aminosavcserét 

hordozó (D79N) α2A-AR-t, illetve az α2C-AR altípust overexpresszáló egértörzseket 

alkalmaztak (Link és mtsai., 1995; 1996; MacDonald és mtsai., 1997; Altman és mtsai, 1999; 

Kable és mtsai., 2000; Hein, 2001; Philipp és Hein, 2004; Gilsbach és Hein., 2008; Haubold 

és mtsai., 2010).  Az α2A és α2C altípusok hiánya esetén az egerek nem mutattak fejlődési 

rendellenességet, az α2B kiütése azonban a tüdő alveolusok fejlődési rendellenessége miatt 

újszülött egerekben légzési elégtelenséggel társult (Knaus és mtsai., 2007; Haubold és mtsai., 

2010). Két altípusra egyidejűleg hiányos (dupla KO) egerek is életképesek voltak (α2AC-KO 

Hein és mtsai., 1999; α2AB-KO Paris és mtsai., 2003), mindhárom altípus együttes kiütésekor 

azonban az állatok - a placenta érhálózatának rendellenes fejlődése miatt - már magzati 

korban elpusztultak (Philipp és mtsai., 2002). 

2.1.6.1. Az α2A-AR altípus élettani szerepe  

Az α2A-AR
-/-

 fenotípusú egerek vizsgálatakor kiderült, hogy a klasszikus α2-AR 

hatások, mint a hipotenzió, a szedáció, a bradikardia, a hipotermia, a monoaminok centrális 

felszabadulásának és metabolizmusának gátlása főként ezen altípus révén közvetítődnek 

(Lakhlani és mtsai., 1997; MacDonald és mtsai., 1997; Kable és mtsai., 2000; Hein, 2001; 

Philipp és Hein, 2004; Gilsbach és Hein, 2012). Az α2A-AR génkiütött egereket magasabb 

vérnyomás és pulzusszám, szív hipertrófia, szívelégtelenség kialakulására, valamint 

trombózisra/embóliára való hajlam jellemezte (Brum és mtsai., 2002; Pozgajova és mtsai., 

2006). Az α2-AR agonisták kiváltotta antinociceptív hatás és az ópiátok analgetikus hatásának 

fokozása szintén nem volt megfigyelhető α2A-hiányos egerekben (Hunter és mtsai., 1997; 

Lakhlani és mtsai., 1997). A posztszinaptikus α2A-AR-nak a memória folyamatokban betöltött 

szerepe a prefrontális agykéreg vérellátásának fokozásával hozható összefüggésbe (Wang és 

mtsai., 2007). A perifériás érösszehúzódás, a gyomorsav szekréció és motoros aktivitás 

gátlása ugyancsak a posztszinaptikus α2A-AR aktivációjának következménye (MacMillan és 

mtsai., 1996; Gyires és mtsai., 2009). 
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2.1.6.2. Az α2B-AR altípus élettani szerepe 

Az α2B-AR altípus felelős elsősorban az α2-AR agonisták kiváltotta tranziens 

hipertenzív válaszért (Link és mtsai., 1996) és fontos szerepet játszik a só-indukálta 

hipertenzióban (Makaritsis és mtsai., 1999).  Szintén jelentős a szerepe az ereket szűkítő 

(vazokonstrikciós) hatás kiváltásában, és ellentétben a másik két altípussal a vemhes patkány 

uterusz NA indukálta összehúzódását is közvetíti (Gáspár és mtsai., 2007). A 

neurotranszmitter felszabadulás preszinaptikus gátlásában, a másik két altípus mellett, az α2B-

AR is részt vesz (Knaus és mtsai., 2007), mint ahogy az α2-AR agonisták fájdalomcsillapító 

hatásának közvetítésében is. A gerincvelőben, a leszálló noradrenerg pályák végződésein ezek 

a receptorok közvetítik a nitrogén-monoxid fájdalomcsillapító hatását (Sawamura és mtsai., 

2000). 

2.1.6.3. Az α2C-AR altípus élettani szerepe  

A főként központi idegrendszerben expresszálódó α2C-AR altípus mind auto-, mind 

heteteroreceptorként fontos szerepet tölt be a neurotranszmitter-felszabadulás (glutamát, NA, 

acetilkolin, dopamin, szerotonin) preszinaptikus gátlásában (Scheibner és mtsai., 2001; 

Bucheler és mtsai., 2002). Ugyanakkor a perifériás szövetekben is fontos szabályozó funkciót 

tölt be: a mellékvese kromaffin sejtjeiben a katekolamin-felszabadulás visszacsatolásos 

gátlásáért tehető felelőssé (Brede és mtsai., 2003; Moura és mtsai., 2006). Részt vesz a 

fájdalom spinális transzmissziójának szabályozásában, analgetikus hatása neuropátiás és 

gyulladásos fájdalom kórképekben fokozottabb, továbbá közvetítő eleme az adrenerg-opioid 

szinergia kialakulásának (Stone és mtsai., 1997; Kable és mtsai., 2000; Fairbanks és mtsai., 

2002; 2009). Mindemellett szerepet játszik a memória folyamatok szabályozásában (Tanila és 

mtsai., 1999). A figyelemhiányos hiperaktivitás zavart (attention deficit hiperactivity disorder, 

ADHD) az α2C-AR polimorfizmusával is összefüggésbe hozták (Arnsten és mtsai., 2007; Cho 

és mtsai., 2008; Cinnamon Bidwell és mtsai., 2010). Az α2C-AR deficiens egerekre fokozott 

agresszivitás és módosult motoros viselkedés jellemző (Link és mtsai., 1995). Leírták továbbá 

szerepüket a testhőmérséklet szabályozásában: aktivációjuk a bőr artériáinak összehúzódását 

okozza és hipotermiát indukál, ugyanakkor a receptorok részt vesznek a vénák 

kontrakciójának szabályozásában is (Gavin és mtsai., 1997; Chotani és mtsai., 2004; Gilsbach 

és mtsai., 2009). 
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2.1.7. Az α2 -adrenoreceptorokat moduláló vegyületek terápiás alkalmazásának 

lehetőségei 

Figyelembe véve az α2-AR által közvetített biológiai funkciók sokszínűségét, nem 

meglepő, hogy felfedezésük óta kiemelkedő célpontjai a gyógyszerkutatásnak. Noha a 

gyógyászatban számos indikációban régóta használnak α2-AR agonistákat, az altípus- 

szelektivitás hiánya miatt a rendelkezésre álló vegyületek kedvezőtlen mellékhatás profilja 

gátat szab szélesebb körű alkalmazhatóságuknak (Kamibayashi és Maze, 2000; Scholz és 

Tonner, 2000; Sanders és Maze, 2007; Gilsbach és Hein, 2012).  

Az α2-AR agonisták egyik nagy terápiás területét az úgynevezett műtét körüli 

állapotok jelentik: nyugtatóként, altatóként, és fájdalomcsillapítóként alkalmazzák őket 

(Pertovaara, 2004; Zhang és Bai, 2014). A locus coeruleus szomatodendritikus 

autoreceptorai által közvetített szedatív hatást kihasználva, az α2-AR agonistákat műtéti 

érzéstelenítés során is használják mind az állatorvosi gyakorlatban (dexmedetomidin, 

detomidin, xilazin), mind pedig a humán gyógyászatban (klonidin, dexmedetomidin, 

tizanidin) (Kanazi és mtsai., 2006; Shukry és Kennedy, 2007). Főként a hagyományos ópiát 

érzéstelenítők adása mellett, adjuvánsként alkalmazzák őket, mivel az ópiátok így kisebb 

dózisban is hatékonyak, és ezáltal az α2-AR agonisták kompenzálni tudják ezek kedvezőtlen 

(pl. légzésbénulást okozó) mellékhatásait (Coursin és Maccioli, 2001; Carollo és mtsai., 

2008). További előnyük a posztoperatív terápiában, hogy alkalmazásukkal csökkenthető az 

émelygés, és a hányinger, valamint mérsékelik a műtét után fellépő reszketést (Vanderstappen 

és mtsai., 1996; Gerlach és mtsai., 2009).  

Centrális kardiovaszkuláris hatásuk révén egyes α2-AR agonisták (klonidin, guanfacin) 

erős vérnyomáscsökkentő hatással rendelkeznek, azonban szedatív mellékhatásuk miatt 

napjainkban már jelentősen kiszorultak erről a terápiás területről (Robinson és mtsai., 1998). 

Azonban ha gyors és jelentős vérnyomáscsökkentésre van szükség, a mai napig alkalmazzák 

ezeket a szereket (Rynn és mtsai., 2005). A tizanidin, a klonidin egy szerkezeti analógja, 

hatékony izomrelaxáns, a szélütés (stroke) vagy szklerózis multiplex során fellépő kóros 

izomtónus-fokozódás (spaszticitás) kezelésére használják (Bes és mtsai., 1988; Eyssette és 

mtsai., 1988; Hutchinson, 1989). A guanfacin és a guanabenz szintén hatékony 

vérnyomáscsökkentők, ugyanakkor az ADHD és az ópiát- és alkohol-megvonás tüneteinek 

csökkentésére is alkalmazhatók, ezenkívül fájdalomcsillapítóként is hatásosak (Ruffolo és 

mtsai., 1994; Scahill és mtsai., 2001; Cinnamon Bidwell és mtsai., 2010). A klonidint, a 

brimonidint (UK14,304) és a p-aminoklonidint (apraklonidin) glaukómában szenvedő betegek 



 19 

esetében a szem belső (intraokuláris) nyomásának csökkentésére, szemcseppként alkalmazzák 

(Serle és mtsai., 1991; Ahmed és mtsai., 2001; Growing, 2002). Mellékhatásprofiljuk 

kedvező, mert a szemen át felszívódva nem okoznak keringési mellékhatásokat (szisztémás 

vérnyomáscsökkenés, bradikardia). 

A posztoperatív fájdalomcsillapításon kívül az α2-AR agonisták további alkalmazási 

területe a krónikus fájdalom kezelése súlyos neuropátiás fájdalmi kórképekben. Korábban 

daganatos megbetegedések, illetve posztherpetikus szövődmények terápiájában alkalmazták 

őket, azonban kardiovaszkuláris, illetve szedatív mellékhatásaik korlátozzák széleskörű 

használatukat (Eisenach és mtsai., 1995; Elkersh és mtsai., 2003). Mivel jelenleg úgy tűnik, 

hogy ezek a mellékhatások főként az α2A-AR altípus révén közvetítődnek, az α2C-AR altípus-

szelektív hatóanyagok lehetőséget teremthetnek a terápiás hatás és a mellékhatás 

különválasztására, és fájdalomcsillapítóként történő alkalmazásukban rejlő potenciál 

kiteljesítésére (Kamibayashi és Maze, 2000; Maze és Fujinaga, 2000; Gyires és mtsai., 2009; 

Quaglia és mtsai., 2011).  

A preszinaptikus auto- és heteroreceptorok által közvetített negatív visszacsatolás 

felfüggesztésével az α2-AR antagonisták potenciális gyógyszerjelöltjei lehetnek a depressziót, 

a különféle demenciákat, az Alzheimer- és Parkinson-kórt célzó terápiáknak (Maura és 

mtsai., 1992; Tellez és mtsai., 1997; Sallinen és mtsai., 2013). Az α2-AR antagonisták jól 

használhatók perifériás érszűkület (Raynaud-kór) kezelésére, mivel hatékonyan gátolják a bőr 

artériák vazokonstrikcióját (Flavahan és mtsai., 2003), továbbá antipszichotikumként is 

hatásosak lehetnek (Brosda és mtsai., 2014). 

2.1.8. Az α2-adrenoreceptorok jelátviteli útvonalai 

A GPCR-ek ligandjuk kötődését követően egy molekuláris kapcsoló, a heterotrimer G-

fehérje révén tudnak kapcsolatot létesíteni az effektor molekulákkal. Nyugalmi állapotban a 

G-fehérjét alkotó három α-, β- és γ-alegység egymáshoz kapcsolódva a sejtmembrán belső 

oldalán, a receptorok közelében helyezkedik el, GDP asszociált formában (Wess, 1998).  A 

ligand által aktivált receptor konformáció változása lehetővé teszi a G-fehérje kapcsolódását a 

receptor ICL2 és ICL3 részeihez, amelynek következtében az α-alegységhez kötött GDP 

kicserélődik GTP-re. A GTP-kötött α-alegység βγ dimer iránti affinitása csökken, disszociál a 

komplexről majd különböző effektorokhoz kapcsolódva az adott receptorra jellemző 

jelpályákat aktivál, melyek kiváltják a sejtválaszt. Végül az α-alegység intrinzik GTPáz 

aktivitása révén a hozzá kötődő GTP-t GDP-vé alakítja, amely az α-alegység inaktiválódását 

és a G-fehérje reasszociációját eredményezi (Bourne és mtsai., 1991; Clapham, 1996; 
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Lambright és mtsai., 1996). Azt, hogy a G-fehérje konformáció változását követően mely 

másodlagos hírvivő rendszer aktiválódik, az α-alegység határozza meg, melynek több mint 

húsz izoformája ismeretes (Hermans, 2003). Ezek szerkezetük és funkciójuk alapján négy 

különböző családot alkotnak. A Gαs valamint Gαi és Gαo családok alegységei az adenilát-

cikláz (AC) aktiválásán vagy gátlásán keresztül a citoplazma ciklikus adenozin-monofoszfát 

(cAMP) szintjét szabályozzák. A Gαq a foszfolipáz C enzim (PLC) aktivációja révén 

megnövekedett citoplazmatikus [Ca
2+

]i szintet eredményez, míg a Gα12 a RhoGEF guanin 

nukleotid cserélő faktor aktiválásán keresztül fejti ki hatását (Hamm, 1998; Morris és 

Malbon; 1999; Cabrera-Vera és mtsai., 2003; Milligan és Kostenis, 2006). Az aktivált Gβγ 

alegységeknek is tulajdonítanak effektor funkciókat, ioncsatornákat (K
+
 és Ca

2+
 csatornák), 

valamint enzimeket (PI3-kináz) is aktiválhatnak (Ford és mtsai., 1998; Milligan és Kostenis, 

2006). 

Az α2-AR-ok aktivációja több irányú jelátviteli folyamatot indít el a célsejtekben. 

Mindhárom altípus elsődlegesen a pertussis-toxin (PTX) szenzitív Gαi alegységek (Gαi1, Gαi2, 

Gαi3)  aktivációján keresztül az AC gátlásával az adenozin-trifoszfát (ATP) cAMP-vé történő 

átalakulását gátolja, csökkentve ezáltal a citoplazma cAMP szintjét (Limbird, 1988; Abdulla 

és Smith, 1997; Saunders és Limbird, 1999). A cAMP a protein kináz A (PKA) aktivációján 

keresztül, melynek célfehérjéi között enzimek, szerkezeti fehérjék, transzkripciós faktorok is 

szerepelnek, a sejtbeli anyagcsere-folyamatok egész sorát szabályozza. A preszinaptikus 

elhelyezkedésű receptorok gyakran ioncsatornákra is hatást gyakorolnak (K
+
 csatornák 

aktivációja, feszültség-függő Ca
2+

 csatornák gátlása). A gátló jellegű hatásokon kívül azonban 

serkentő hatásokat is közvetíthetnek az α2-AR-ok. Rekombináns α2-AR-t expresszáló 

sejtvonalakban leírták már a kolera-toxin érzékeny Gαs alegység aktivációján keresztül a 

citoplazmatikus cAMP-szint növekedését (Eason és mtsai., 1992; 1994; Pohjanoksa és 

mtsai., 1997; Jasper és mtsai., 1998), valamint a PLC-β és Gβγ alegységek közvetítette 

[Ca
2+

]i felszabadulást is (Dorn és mtsai., 1997; Kukkonen és mtsai., 1998; Reynen és mtsai., 

2000). Az α2-AR-ok szignalizációs sokszínűségét a foszfolipáz A2 és foszfolipáz D 

stimulációja (Jones és mtsai., 1991, MacNulty és mtsai., 1992), továbbá a β-arresztin 

transzlokációját követő különféle G-fehérjétől független útvonalak aktivációja is jelzi (Wu és 

mtsai., 1997; DeGraff és mtsai., 1999, Ablas és mtsai., 1993; Flordellis és mtsai., 1995; 

Stamer és mtsai., 1996). A β-arresztinek a deszenzitizációban és internalizációban betöltött 

fontos szabályozó szerepükön kívül „horgonyzó” (scaffold) fehérjeként elősegítik pl. a 

MAPK, PI3-K, PKB/Akt, Src aktivációját is (DeFea és mtsai., 2000a; Luttrell és mtsai., 

2001; Lefkowitz és Shenoy, 2005; Lutrell és Gesty-Palmer, 2010; Lutrell, 2013). 
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2.1.9. Az α2 adrenoreceptorok működésének szabályozása 

Gyakran megfigyelhető, hogy az agonistával történő stimulációt követően a GPCR-ek 

ligand iránti érzékenysége csökken, azaz a receptorok rövid idő alatt deszenzitizálódnak. A 

folyamat elindításának hátterében főként a G-fehérje receptor kinázok (GRK) által közvetített 

foszforiláció áll. A GRK-k specifikus szerin/treonin kinázok, amelyek az aktív konformációjú 

receptorok foszforilációját végzik. A folyamatot a β-arresztinek kötődése teszi teljessé, 

ugyanis a foszforilált receptorhoz kötődni képes β-arresztin molekulák a receptort 

szétkapcsolják a G-fehérjéktől, majd adapter fehérjékként részt vesznek a klatrin-burkos 

vezikulákban történő internalizációban is (Ferguson, 2001; Pierce és mtsai., 2002). Az 

endocitózis során bizonyos receptorok a korai endoszómákból a lizoszómákba kerülve 

lebomlanak, mások viszont defoszforilálódva visszanyerik aktiválhatóságukat, azaz 

reszenzitizálódnak és visszajutnak a plazmamembránba. A GPCR-ek foszforilációjában 

számos egyéb kináz is részt vesz: pl. a MAP kináz (Polakiewicz és mtsai., 1998), a PKC 

(Liang és mtsai., 2002), az Akt/PKB (Doronin és mtsai., 2002), a CK2 (Torrecilla és mtsai., 

2007). Úgy tűnik, hogy az ezen enzimek általi foszforilációt követő receptor internalizáció 

némiképp különbözik a GRK által közvetített endocitózistól (Tobin, 2008). Ugyanakkor 

bizonyos receptorok foszforiláció-deficiens mutánsai is képesek β-arresztint kötni és 

internalizálódni a receptor ICL3 régiójában foszfo-mimetikumként funkcionáló negatív 

töltésű aminosav oldalláncok jelenlétének köszönhetően (Mukherjee és mtsai., 2002; 

Richardson és mtsai., 2003; Galliera és mtsai., 2004; Jala és mtsai., 2005; Milasta és mtsai., 

2005; Stalheim és mtsai., 2005).  

Az α2-AR deszenzitizációja altípus-függő sajátságokat mutat. Míg az α2A-AR és α2B-

AR a receptor ligand-függő aktivációját követően gyorsan foszforilálódik és 

deszenzitizálódik, az α2C-AR altípus esetén ez nem volt megfigyelhető (Eason és Ligett, 1992; 

Kurose és Lefkowitz, 1994; Jewell-Motz és Liggett, 1996). A 7 féle emlős GRK izoforma 

közül az α2A-AR és az α2B-AR foszforilációjában a GRK2 és a GRK3 vesz részt. A 

foszforilációs helyek felderítését célzó irányított mutagenezis vizsgálatok azt mutatták, hogy a 

foszforiláció fő helye az ICL3 hurok szerin és treonin aminosavakban gazdag régiója. Az α2A-

AR altípus esetén a jól körülírt EESSSSD konszenzus szekvencia felelős a GRK-mediálta 

foszforiláció szubsztrátspecificitásáért, míg az α2C-AR DESSAAAE konszenzus 

szekvenciájának két szerin oldallánca nem elégséges a GRK-mediálta foszforiláció, illetve a 

deszenzitizáció közvetítéséhez (Eason és mtsai., 1995; Liggett, 1998). Ugyanakkor, pl. az 
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ICL3 régióban GRK foszforilációs motívumot (EESSTSE) tartalmazó oposszum α2C-AR 

képes deszenzitizálódni (Deupree és mtsai., 2002). 

 A GPCR-ek többségéhez hasonlóan, az α2-AR-ok is klatrinnal borított vezikulákba 

kerülve, endocitózissal távolítódnak el a sejt felszínéről, de az altípusok, különböző 

lokalizációjuk miatt, ez esetben is eltérő módon viselkednek. Míg az α2B-AR a legtöbb 

GPCR-ra jellemző módon jut a sejt belsejébe, addig az α2A-AR sejttípustól függően nem 

(Daunt és mtsai., 1997), vagy csak kis mértékben internalizálódik (DeGraff és mtsai., 1999). 

Emellett, míg α2A-AR és α2B-AR elsődlegesen a plazmamembránban lokalizálódik, addig az 

α2C-AR nagy része a legtöbb vizsgált sejtféleségben intracelluláris elhelyezkedésű; a Golgi 

készülékben és az endoplazmatikus retikulumban egyaránt megtalálható (von Zastrow és 

mtsai., 1993; Wozniak és Limbird, 1996; Daunt és mtsai., 1997; DeGraff és mtsai., 1999; 

Olli-Lahdesmaki és mtsai., 1999). Mivel az intracellulárisan lokalizálódó receptorok 

mennyisége nemcsak a sejttípustól, hanem a hőmérséklettől is függ (Daunt és mtsai., 1997; 

Jeyaraj és mtsai., 2001), az α2C-AR internalizációját konvencionális immuncitokémia 

módszerekkel vizsgálva ellentmondásos eredmények születtek (Daunt és mtsai., 1997; Olli-

Lahdesmaki és mtsai., 1999). Végül Daunt és munkatársai (1997) HEK293 sejtekben 

többszörös epitóppal jelölt α2C-AR elhelyezkedését és internalizációját vizsgálva minden 

kétséget kizáróan igazolták ezen altípus internalizációját. További vizsgálatok megerősítették, 

hogy ez a folyamat a G-fehérjék aktivációjától függetlenül, valószínűleg foszforiláció nélkül, 

β-arresztin molekulák aktív részvételével zajlik (DeGraff és mtsai., 1999).  

 

2.2. A G-fehérje-kapcsolt receptorok vizsgálati módszerei 

A gyógyszerkutatás hőskorában a potenciálisan hatékony vegyületek azonosítását 

főként izolált állati szervek és in vivo állatkísérletek segítségével végezték (Holmstedt és 

Liljestrand, 1981; Paton, 1986). A mért biológiai hatás alapján történő „próba-szerencse” 

(trial and error) megközelítés hatékonyságának korlátai azonban új kutatási és fejlesztési 

stratégiák kidolgozását igényelték, amelyek során az in vivo modellek helyett egyre inkább az 

in vitro módszerek kerültek a kutatási programok első vonalába. A primer tenyészetek vagy a 

vizsgálni kívánt célpontot expresszáló rekombináns sejtvonalak alkalmazása, az in vitro 

tesztek elterjedése forradalmasította a gyógyszerkutatás eszközrendszerét (Kenakin, 2009). 

Napjaink mechanizmus alapú gyógyszerkutatási programjaiban az in vitro módszerek által 

szolgáltatott eredmények alapvető fontosságúak mind a vezérmolekula (lead) azonosításában, 



 23 

mind a gyógyszerjelölt kifejlesztésére irányuló multidimenziós optimalizálási folyamatban 

(Eglen, 2005). A molekuláris biológia, az informatika, az automatizálástechnika területén 

bekövetkezett robbanásszerű fejlődés a 90-es évek közepétől megteremtette a nagy 

áteresztőképességű in vitro biológiai tesztelés (High Throughput Screening, HTS) lehetőségét. 

A HTS-re alkalmas biológiai tesztek lehetővé teszik nagyszámú vegyület (akár sokszázezer) 

gyors, rövid idő alatt elvégezhető szűrését a gyógyszerkutatás korai fázisában, melynek során 

az azonosított kémiai kiindulópontok, azaz a találatok (hit) többnyire az adott gyógyszergyár 

nagy diverzitású vegyülettárából kerülnek ki (Keserű és Makara, 2009). A találatok 

megerősítése után, ezek szerkezetének szintetikus módosításával, a célfehérjére kifejtett hatás 

erősségére vonatkozó visszajelzések alapján lehet eljutni a vezérmolekula, majd a 

gyógyszerjelölt molekula kiválasztásáig. Könnyen belátható, hogy a gyógyszerjelölt 

molekulák vizsgálatára alkalmas, nagy kapacitású, egyben azok hatékonyságáról megbízható, 

releváns információt nyújtani képes módszerek fejlesztése és alkalmazása kulcsfontosságú. 

Ugyanakkor talán nem túlzás azt állítani, hogy a legnépszerűbb gyógyszer-célpontokként 

számon tartott GPCR-ek területén a HTS kompatibilis módszerek technikai forradalmának 

lehettünk tanúi az elmúlt években.  

Egy ideális szűrővizsgálati módszernek egyszerűnek, gyorsnak, homogénnek, 

robusztusnak, azaz jó jel-zaj aránnyal rendelkezőnek, automatizálhatónak, 

miniatürizálhatónak (96-, 384- esetleg 1536-lyukú szövettenyésztő lemez formátum) kell 

lennie. Biztonsági okokból újabban háttérbe szorulnak a radioaktivitás mérésén alapuló 

tesztek (Thompsen és mtsai., 2005; Zhang és Xie, 2012). Ugyancsak megfontolandó 

szempont, hogy a receptor aktivációt követően a jelátviteli pályák mely elemét kívánjuk 

detektálni. A biológiai aktivitás meghatározása a szignalizációs útvonal egy korai 

hírvivőjének vizsgálatával csökkentheti a hamis pozitív találatok előfordulásának 

valószínűségét, míg egy távolabbi végpont mérésével a jelamplifikáció eredményeként a 

rendszer érzékenysége növelhető (Milligan, 2003; Zhang és Xie, 2012). Mivel egy receptor 

több jelátviteli utat is aktiválhat, melyeket akár útvonal-specifikus ligandok szelektíven 

befolyásolhatnak, fontos a farmakológiai szempontból előnyös hatású, vagy klinikailag 

releváns hatás-mellékhatás profilhoz köthető szignalizációs útvonalak vizsgálatára alkalmas 

módszerek első szűrőként való alkalmazása (Violin és Lefkowitz, 2007; Kenakin és Miller, 

2010). Mivel dolgozatom lényeges részét képezi a gyógyszerjelölt molekulák vizsgálatára 

alkalmas nagy kapacitású módszerek fejlesztése és farmakológia alkalmazása, a továbbiakban 

rövid áttekintést nyújtok a GPCR-ek jellemzésére szolgáló főbb módszerekről. 
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2.2.1. Radioaktív receptorkötési tesztek  

A farmakológiai vizsgálatok során széleskörűen alkalmazott radioaktív receptorkötési 

tesztek használatával jól jellemezhető egy receptor és ligandja közti kölcsönhatás. A módszer 

elve, hogy a kérdéses receptort tartalmazó sejtmembrán preparátumon az ún. leszorítási 

kísérletekben az ismert, nagy affinitással kötődő, radioaktívan jelölt ligand jelenlétében adják 

az ismeretlen, vizsgálni kívánt vegyületet és meghatározzák a specifikus kötésben maradt 

jelzett ligand koncentrációját. A módszernek számos előnye van: gyakorlatilag bármely ismert 

ligandú („deorfanizált”) GPCR esetén alkalmazható, jelentős áteresztőképességgel bír, a 

kérdéses ligand kötődési affinitása mellett annak asszociációs-disszociációs kinetikája is 

vizsgálható, valamint a receptor szövet- vagy sejtfelszíni denzitásáról is információt 

kaphatunk (Bylund és Toews, 1993). A receptorkötési tesztek egyik jelentős hátránya, hogy a 

kötődő anyagról pusztán a receptorkötési teszt alapján nem lehet megmondani, hogy milyen 

hatása van a receptorra; agonista vagy antagonista, esetleg parciális agonista/antagonista, 

vagy inverz agonista sajátsággal bír, ehhez funkcionális aktivitás mérésére szolgáló biológiai 

tesztek szükségesek. Ezen túlmenően, pl. az ortoszterikus kötőhelytől eltérő, allosztérikus 

kötőhelyek modulációját célzó kutatási programok során, ezzel a módszerrel csak az a 

vegyület szűrhető ki találatként, amely allosztérikus interakciók révén közvetett módon 

befolyásolja a radioligand kapcsolódását a receptorhoz. Figyelembe véve az egyes radioaktív 

ligandok szintézisének nehézségeit, valamint környezet- és munkavédelmi szempontokat is 

mérlegelve, a radioligandok használata az utóbbi időben meglehetősen háttérbe szorult. A 

receptor-ligand kölcsönhatások vizsgálatára új módszerek váltak ismertté, pl. az időkapuzott 

fluoreszcencia rezonancia energia transzfer (time-resolved TR-FRET) technológiát használó 

új receptorkötési módszerek. Ezek elválasztási lépések nélkül a vizsgált ligand jelenlétében az 

N-terminálisan-jelölt receptor enzim epitópjához (tag) kapcsolt akceptor fluorofór és az enzim 

szubsztráthoz konjugáltatott donor fluorfór közelségének révén létrejövő FRET jel 

detektálásán alapulnak (pl. Tag-lite
TM

 (Cisbio) módszer) (Degorce és mtsai., 2009). Ezen új 

módszerek elterjedése számos előnyük ellenére még meglehetősen korlátozott, főként a 

modellrenszerek nehézkes kidolgozása és tesztek magas ára miatt. 

2.2.2. A G-fehérje aktivációját detektáló funkcionális módszerek 

2.2.2.1. [
35

S]GTPγS kötési tesztek 

A [
35

S]GTPγS kötő tesztek közvetlenül a GPCR aktiválódása után történő GDP-GTP 

cserét detektálják radioaktívan jelölt GTP segítségével (Milligan, 2003). A receptor 
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aktivációját követően a nem hidrolizáló GTP analóg, a [
35

S]GTPγS felhalmozódása figyelhető 

meg. Ez a módszer a gyakorlatban leginkább a gyorsabb GTP-GDP kicserélődési rátával 

jellemzhető Gαi/o kapcsolt receptorok vizsgálatára alkalmas (Milligan, 2003). A receptor 

kötési tesztekkel ellentétben ez a módszer a ligandok funkcionális aktivitásának (agonisták, 

antagonisták, inverz agonisták, allosztérikus modulátorok) meghatározását is lehetővé teszi 

(Harrison és Traynor, 2003). A többnyire kis jel-zaj aránnyal jellemezhető módszer hátrányai 

közé tartozik, hogy radioaktív [
35

S]GTPγS-t használ, de rendkívüli előnye hogy nincs szükség 

speciális, szelektív radioaktív ligandra. A mérések során egy elválasztási lépést (szűrés) is 

szükséges beiktatni, ami csökkenti a módszer áteresztőképességét. A radioaktív anyagok 

használatának elkerülésére irányuló erőfeszítések során nemrégiben sikerült olyan nem 

hidrolizáló GTP analógot előállítani, ami nem radioaktív, hanem europiummal-jelölt, és így 

alkalmas a  TR-FRET-en alapuló tesztek kidolgozására (pl. DELFIA
TM 

(PerkinElmer) 

(Labrecque és mtsai., 2009). 

 

2.2.2.2. cAMP tesztek 

A másodlagos hírvivők mennyiségének változását kimutató módszerek körül igen 

népszerűek a citoplazma cAMP-szintjének változását detektáló tesztek. A Gαs kapcsolt 

receptorok aktivációja az AC-ra kifejtett serkentő hatás következtében megnövekedett cAMP-

szintet eredményez, melynek detektálása viszonylag egyszerű. Azonban a Gαi/o kapcsolt 

receptorok aktivációjával az AC-ra kifejtett gátló hatásra bekövetkező cAMP-szint csökkenés 

csak indirekt módon, a forskolin (FSK) stimulálta cAMP-akkumuláció gátlásán keresztül 

vizsgálható. Mivel a Gαi kapcsolt receptorok agonista vegyületei a FSK által kiváltott cAMP-

akkumulációt gátolják, az antagonisták pedig ezt a gátló hatást fordítják vissza, ezért e 

receptorok vizsgálatára alkalmas módszerek dinamikus tartománya gyakran jelenősen 

lecsökken (Zhang és Xie, 2012). A mérés kivitelezése során szükséges a cAMP lebomlásáért 

felelős foszfodiészteráz enzim gátlása is (pl. IBMX alkalmazásával). A cAMP-szint 

változásának mérésén alapuló módszerek között találunk radioaktív módszereket is, de ezeket 

ma már szinte teljesen kiszorították a lumineszcencia vagy fluoreszcencia mérésen alapuló 

érzékeny és nagy áteresztőképességű technikák. Hátrányuk a magas áruk, és a mérés 

lényegéből adódó hosszú inkubációs idő miatti időigényességük (Gabriel és mtsai, 2003). A 

módszerek többsége a kompetíció elvén működik: a sejtben képződő cAMP verseng a 

kívülről bejutatott jelölt cAMP-vel egy anti-cAMP ellenanyag kötőhelyeiért. A cAMP 

megjelölésére β-galaktozidáz enzim fragmenst (HitHunter, DiscoveRx), biotinilált 
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gyöngyöket (AlphaScreen, PerkinElmer), vagy akár akceptor fluorofórt (HTRF® alapú cAMP 

teszt, Cisbio) is alkalmazhatnak (5. ábra) (Weber és mtasi., 2004; Williams és mtsai., 2004; 

Thompsen és mtsai., 2005; Degorce és mtsai., 2009). 

 

                                                               

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. ábra: A HTRF® cAMP teszt elve. A TR-FRET során a gerjesztett donor molekuláról 

energiatranszfer történik a kellő közelségben levő akceptor molekulára, amely fluoreszcencia 

formájában kisugározza azt. A kompetíción alapuló reakció a sejtekből felszabaduló cAMP és 

a d2-vel (akceptor fluorofór) jelölt cAMP között zajlik az európium-kriptáttal (donor 

fluorofór) jelölt anti-cAMP ellenanyag kötőhelyeiért (forrás: www.cisbio.com).  

 

A luciferáz bioszenzor alapú cAMP módszerek (cAMP Glosensor, Promega) 

kiemelkedő szenzitivitásuknak köszönhetően akár FSK stimuláció nélkül is képesek a Gαi 

kapcsolt receptorok valós idejű aktivációját detektálni. A szintén bioszenzorként működő 

ciklikus-nukleotid-szenzitív (CNG) csatornák expressziójával (BD ACTOne, BD 

Biosciences) a cAMP-szint változása élő sejtekben követhető nyomon (Visegrády és mtsai., 

2007; Titus és mtsai., 2008; Wigdal, 2008). 

 

2.2.2.3. IP3/IP1 és [Ca
2+

]i változását detektáló módszerek  

A Gαq-fehérjével kapcsolt receptorok stimulációja a PLC működését serkenti, amely a 

membránlipid foszfatidil-inozitol-biszfoszfátot (PIP2) inozitol-triszfoszfátra (IP3) és diacil-

glicerinre (DAG) bontja. Az IP3 az endoplazmatikus retikulum IP3 receptoraihoz kapcsolódva 

kalciumot szabadít fel az endoplazmatikus retikulumból, míg a membránban maradó DAG a 

protein kináz C-t (PKC) aktiválja. Az IP3 gyorsan IP2-vé, IP1-é majd inozitollá hidrolizál 

(Berridge, 1993; 2009).  

Az IP3 mennyiségi vizsgálatára használt, mosási lépést is igénylő, radioaktív 

módszerek a [
3
H]-inozitol beépülését mérik. A radioaktív szennyezés és a kis 

http://www.cisbio.com/
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áteresztőképesség hátrányait kiküszöbölendő, napjainkban már akár 1536-lyukú lemezen is 

kivitelezhető TR-FRET alapú módszerek (IP-One HTRF®, Cisbio) állnak rendelkezésre az 

IP1 akkumuláció kimutatására (Liu és mtsai., 2008). 

A Ca
2+

-fluorometria térhódítása a sejtmembrán permeábilis kalciumérzékeny 

fluoreszcens festékek megjelenésével kezdődött. Ezek spektrális tulajdonságaikat tekintve 2 

fő csoportba oszthatók. A rációmetrikus festékek gerjesztési és/vagy emissziós spektruma 

Ca
2+

-kötés hatására eltolódik, így két hullámhosszon történő gerjesztés (Fura-2) vagy két 

hullámhosszon történő detektálás (Indo-1) révén külön mintavételezhető a Ca
2+

-ot kötött és a 

szabad festékpopuláció (Grynkiewicz és mtsai, 1985). Az így számított arány (ráció) könnyen 

[Ca
2+

]i értékekké konvertálható. Az intenzitás-moduláló festékek (Fluo-3, Fluo-4) esetén 

Ca
2+

-kötés hatására spektrum-eltolódás nélkül növekszik meg az emittált fény intenzitása, 

amely akár százszorosa is lehet a kalciumot nem kötött formáénak (Kao és Tsien, 1989). 

Egyre népszerűbbek az olyan festékek is, ahol a fluoreszcens indikátor mellett egy ún. 

quencher festék is jelen van, így a sejtek által fel nem vett festéket nem szükséges mosással 

eltávolítani (Zhang és mtsai., 2003). A fluoreszcens festékek használatának alternatívájaként 

Ca
2+

-bioszenzorok (pl. rekombináns aequorin) is elérhetők a citoplazmatikus [Ca
2+

]i 

változásának meghatározásához (Eglen és Reisine, 2008).  

A citoplazma [Ca
2+

]i változását detektáló módszerek egyre szélesebb körben történő 

alkalmazásához a molekuláris biológiai módszerek valamint a mérőműszerek technikai 

fejlődése is nagymértékben hozzájárult. A kiméra (Gαqi5, Gαqo5, Gαqs5) vagy az ún. 

promiszkuus G-fehérjék (Gα16, Gα15) expressziójával az eredetileg más jelátviteli útvonalat 

használó GPCR-ek a Gαq szignalizáció irányába „terelhetők”, aminek következtében 

elméletileg bármely GPCR aktivációja Ca
2+

-fluorometriával vizsgálhatóvá válik (Conklin és 

mtsai., 1993; Offermanns és Simon, 1995; Milligan, 1999; Coward és mtsai., 1999, Kostenis, 

2005; Suga és Haga, 2007). Ezáltal a Ca
2+

-fluorometria a még nem ismert endogén ligandú 

receptorok aktivációjának („deorfanizáció”) egyik fő vizsgálati módszerévé is vált (Howard, 

2001; Robas és Fidock, 2005; Hansen és Brauner-Osborne, 2009; Caers és mtsai., 2014). 

Mivel azonban a rekombináns módon expresszált kiméra vagy promiszkuus G-fehérjék 

hatással lehetnek a vizsgált receptorok aktiválhatóságára, fontos annak igazolása, hogy a 

természetes jelátviteli útvonalak „elterelése” nem változtatja meg a receptorok farmakológiai 

tulajdonságait (Kostenis, 2005).  

A GPCR aktiváció gyors kinetikájú, tranziens Ca
2+

-jeleinek fluorometriás nyomon 

követése olyan automatizált mérőműszerek használatát teszi szükségessé, amelyek valós idejű 

jeldetektálást tesznek lehetővé (pl. fluorometric imaging plate reader /FLIPR). Mivel a FLIPR 
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integrált folyadékadagoló és detektálási rendszere (a használt plate-formátumtól függően 96-, 

384- vagy 1536-csatornás) igen nagy áteresztőképességet biztosít az agonisták, antagonisták 

vagy allosztérikus modulátorok akár egy mérésben történő szűréséhez, segítségével rövid idő 

alatt nagy mennyiségű, és információtartalmú adat nyerhető. Ezáltal a Ca
2+

-fluorometria 

alapvető eszköze lett a gyógyszerkutatás korai szakaszában alkalmazott nagy volumenű 

hatóanyagszűrő vizsgálatoknak (Chambers és mtsai., 2003; Emkey és Rankl, 2009). A számos 

előnnyel bíró, költséghatékony és robusztus [Ca
2+

]i-tesztek hátrányaként említhető, hogy az 

inverz agonisták, valamint a lassú kötődési kinetikával jellemezhető agonisták szűrésére nem 

alkalmas, továbbá a vizsgált receptoron nem ható, de fluoreszcens sajátságú vegyületek hamis 

pozitív találatként jelentkezhetnek (Zhang és Xie, 2012).  

2.2.2.4. Riporter gén tesztek 

Jól ismert, hogy a GPCR-ek aktivációja a különféle transzkripciós faktorok révén, 

amelyek bizonyos gének promoter régiójához kötődnek, az adott gén transzkripcióját 

befolyásolhatja. Így nem meglepő, hogy e receptorok aktivációját detektáló funkcionális 

módszerek között elterjedtek a különböző riporter géneken alapuló tesztek is. Kolorimetriás, 

fluoreszcens vagy akár lumineszcens végpontot használva számos riporter enzim (luciferáz, 

alkalikus foszfatáz, β-galaktozidáz, β-laktamáz) aktivitásának mérése használatos, akár nagy 

áteresztőképességű tesztek során is (Fan és Wood, 2007; Cheng és mtsai., 2010). A nagy 

érzékenységgel és magas jel-zaj aránnyal jellemezhető tesztek gyenge agonisták vagy 

allosztérikus modulátorok szűrésére kiválóan alkalmasak, ugyanakkor mivel a módszer 

hosszú idejű inkubációt igényel, ráadásul a mért paraméter meglehetősen „távol esik” a 

kiindulópontot jelentő GPCR-tól, megnő az esélye a hamis pozitív találatok kiválasztásának.  

2.2.3. A GPCR-ek G-fehérje-független aktivációját detektáló funkcionális 

módszerek 

2.2.3.1. β-arresztin transzlokáció 

Mint már korábban említettem az aktivált és foszforilált receptorhoz kötődő β-

arresztin fehérjék nemcsak a G-fehérje-függő jelátvitelt gátolják azáltal, hogy a receptort 

szétkapcsolják a G-fehérjéktől (Luttrell és Lefkowitz, 2002), hanem más jelátviteli utak 

szervezésében is részt vesznek (Lefkowitz és Shenoy, 2005). Ezen jelátviteli folyamatok akkor 

kerültek igazán az érdeklődés középpontjába, amikor nyilvánvalóvá vált, hogy egyes ligandok 

a receptorok aktivációját kísérő különféle útvonalakat nem azonos mértékben aktiválják, sőt 

jelátvitel-szelektív ligandok segítségével lehetséges e folyamatok célzott befolyásolása is. 
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Ezért nem meglepő, hogy β-arresztin transzlokációt vizsgáló különböző kísérleti 

megközelítéseket egyre szélesebb körben kezdték alkalmazni a gyógyszerjelöltek 

azonosítására és/vagy funkcionális szelektivitásuk vizsgálatára. Az első, kereskedelmi 

forgalomban is elérhető biológiai teszt a GFP-jelölt β-arresztint használó Transfluor (Norak 

Biosciences) módszer volt. A konfokális mikroszkópra épülő, nagy információtartalmú 

szűrésre (HCS) alkalmas mérőműszerek révén láthatóvá tehetők és kvantifikálhatók a GFP-

jelölt β-arresztin intracelluláris megoszlásában létrejövő változások; jól nyomonkövethető az 

aktiváció során a citoplazmából a sejtmembránba áttevődő (transzlokálódó) fluoreszcens jel 

(Garippa és mtsai., 2006). A kemilumineszcencián alapuló, FRET esetleg BRET technológiát 

használó módszerek is igen népszerűek. A PathHunter
TM

 teszt (DiscoveRx) a β-galaktozidáz 

két fragmensének összekapcsolódása (komplementációja) során, a receptorhoz transzlokálódó 

β-arresztin kapcsolódását követően létrejövő holoenzim aktivitást detektálja (6. ábra). A 

mérés lényege, hogy a receptort a β-galaktozidáz egy kis (4 kDa, 42 aminosav) módosított 

fragmensével (ProLink, PK), míg a β-arresztint a β-galaktozidáz e fragmens nélküli deléciós 

mutánsával fuzionáltatják (enzim akceptor, EA). Ha ezt a két fúziós fehérjét a sejtekben 

kifejezzük, és a receptor aktivációját követően hozzáadjuk a β-galaktozidáz szubsztrátját, a 

két fehérje molekuláris közelségének hatására az enzim aktívvá válik, így képes elbontani a 

szubsztrátot, ami kemilumineszcens szignál formájában detektálhatóvá válik (Zhao és mtsai., 

2008; Yin és mtsai., 2009).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. ábra: A PathHunter
TM

 módszer elve. A ligand-aktivált PK-jelölt receptorhoz kapcsolódó 

EA-jelölt β-arresztin hatására az enzim-fragmens komplementációval aktívvá váló β-

galaktozidáz holoenzim képessé válik szubsztrátjának hidrolízisére, ami a kibocsájtott 

kemliumineszcens jel alapján detektálható (forrás: Van Der Lee és mtsai., 2008).  

 

A módszer jó jelablakkal és alacsony háttér lumineszcenciával jellemezhető. A 

Transfluor módszerrel ellentétben, ahol a β-arresztin transzlokációjának kinetikája is 
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vizsgálható, a PathHunter
TM

 módszer egy szűkebb időintervallumot érzékel, a szubsztráttal 

történő inkubáció ideje alatt megvalósuló β-arresztin-receptor kapcsolódást detektálja. 

Egy másik, a FRET technológiát használó Tango (Invitrogen) módszer egy proteáz-

aktivált riporter gén aktivitásán keresztül ad információt a β-arresztin-receptor kapcsolatról. 

Amint a TEV-proteázhoz fuzionált β-arresztin a Gal-VP16 proteáz restrikciós helyet és 

transzkripciós faktort tartalmazó jelölt receptorhoz kötődik, a Gal-VP16 leválik a receptorról, 

bejut a sejtmagba és aktiválja a β-laktamáz transzkripcióját. A rendszer detekciós végpontja a 

β-laktamáz két fluorofórral jelölt szubsztrátjának FRET jele (Doucette és mtsai., 2009; 

Hanson és mtsai., 2009). 

A BRET-mérés során egy sejtbe bejutni képes szubsztrát (coelenterazin) hatására a β-

arresztinhez kapcsolt Renilla luciferáz (RLuc) által gerjesztett coelenterazin fotonokat emittál 

és YFP- vagy GFP-kapcsolt receptor (energiaakceptor) molekuláris közelsége esetén 

energiatranszfert képes kiváltani, ami az energiaakceptor fényemisszióját hozza létre. Az 

energiatranszfer mértéke az ún. BRET-hányadossal jellemezhető (GFP/RLuc) (Kamal és 

mtsai., 2009). Mindhárom módszert számos GPCR esetében validálták, és széleskörűen 

alkalmazzák a különböző GPCR-ek (akár „orfán” receptorok) hatóanyagainak nagy 

áteresztőképességű tesztelésére is.  

2.2.3.2. Receptor internalizáció 

A receptorok aktivációját követően számos sejtfelszíni GPCR a membránról lefűződő 

vezikulák révén a sejt belsejébe kerül, azaz internalizálódik (Trowbridge és mtsai., 1993). E 

folyamat előzménye az aktivált receptorok GRK-mediálta foszforilációja melyet a β-arresztin 

transzlokációja követ. A receptor/arresztin komplexek főként klatrin-burkos vezikulákban 

internalizálódnak (Kirchhausen, 2000). Az internalizációnak fontos szerepe van a GPCR-ek 

szabályozásában. Míg klasszikusan az internalizáció fő szerepének a receptorok 

deszenzitizációját tartották, az újabb eredmények azt mutatják, hogy az endocitózisnak 

kiemelkedő szerepe van a receptorok aktiválhatóságának helyreállításában, a 

reszenzitizációban is (Ferguson és mtsai., 1998). 

Az ismert ligandú GPCR-ek internalizációjának vizsgálata történhet radioaktív 

izotóppal jelzett ligandok jelenlétében, amikor az intracelluláris és a teljes kötés hányadosából 

kiszámolható az internalizált ligand százaléka. Azonban a fluoróforral jelölt ligandok és/vagy 

receptorok képalkotó eljárásokon alapuló HCS elemzése a klasszikus radioaktív kötési 

teszteknek sokkal biztonságosabb alternatíváját kínálja (Middleton és Kellam, 2005; Zanella 

és mtsai., 2010). A receptor internalizáció vizualizációjának másik módja a receptor 
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extracelluláris doménje vagy az N-terminálisan jelölt receptor epitópja ellen termeltetett 

ellenanyaggal történő ko-internalizáció immuncitokémiai elemzése (Haasen és mtsai., 2006; 

Hislop és von Zastrow, 2011). A nagyobb áteresztőképességű vizsgálatokra azonban az 

enzim-fragmens komplementáción alapuló kemilumineszcens módszer alkalmas (7. ábra). Ez 

a módszer azon alapul, hogy a PK- vagy EA-jelölt receptor bekerülve az EA- vagy PK-jelölt 

endoszómába, ott funkcionálisan aktív holoenzimmé alakul, és szubsztrátjának hidrolízisével 

kemilumineszcens jelet generál. Hasonló megközelítésben nem a receptort, hanem a β-

arresztint jelölik az EA-fragmenssel, amely a jelöletlen receptorhoz transzlokálódik és együtt 

internalizálódnak a PK-jelölt endoszómákba, ahol így létrejöhet a funkcionálisan aktív β-

galaktozidáz (Hammer és mtsai., 2007).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7. ábra: A GPCR internalizáció vizsgálata PathHunter
TM

 módszerrel. A a β-galaktozidáz két 

fragmensének komplementációja révén e módszer lehetővé teszi az aktivált receptor 

internalizációjának következtében az EA-jelölt korai endoszómákban lokalizálódó PK-jelölt 

receptor detektálását. Hasonló megközelítésben nem a receptort, hanem a receptorral együtt 

internalizálódó β-arresztint jelölik (forrás: www.discoverx.com). 

 

Mivel az internalizáció folyamata független a receptorhoz kötődő Gα alegységtől és az 

általa aktivált jelpályától, a receptor internalizáció vizsgálati módszerei a GPCR deorfanizáció 

fontos eszközeivé váltak (pl GPR120, Hirasawa és mtsai., 2005). 

 2.2.3.3. Jelölés-mentes (label-free) módszerek 

Az elmúlt évek folyamán a sejtek természetes állapotban történő elemzését lehetővé 

tevő, ún. jelölésmentes technikák alkalmazása az adhéziós, proliferációs, migrációs 

vizsgálatok mellett a GPCR szignalizáció vizsgálatának is fontos eszközévé váltak (Scott és 

Peters, 2010). Segítségükkel a sejten belüli folyamatok összessége vizsgálható, azaz a 

különféle jelpályák aktivációjának együttes hatását detektálják. Ez a deorfanizációs 

http://www.discoverx.com/
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programokban rendkívül előnyös, mert a még nem ismert jelátviteli útvonaltól függetlenül 

megtalálhatók az „orfán” receptorok specifikus agonistái, melyek segítségével független 

kísérletekben a jelátviteli útvonal is meghatározhatóvá válik.  

A label-free módszerek alapja egy-egy sejtállapot-függő fizikai paraméter 

változásának az érzékelése, így a sejteket nem szükséges különböző molekulákkal megjelölni. 

A mikrobalansz bioszenzoros módszer a piezoelektromos kristályok rezonancia-frekvencia 

változásának mérésén alapszik. Az optikai módszerek a sejtfelszín alsó 150-200 nm 

tartományának fényvisszaverődésében, illetve fénytörésében bekövetkező kismértékű 

változásokat detektálják (BIND
TM

, SRU Biosystem; Epic
TM

, Corning) (Fang, 2006; Fang és 

Ferrie, 2007).  Az impedancia alapú módszerek pedig a sejtek letapadásának és 

kiterjedésének következtében végbemenő vezetőképesség-változásokat érzékelik. Az igen 

érzékeny impedancia szenzorok révén a sejten belüli változások számszerűsíthetők (ECIS
TM

, 

Applied Biophysics; xCELLigence, Roche; CellKey
TM

, MDS) (Yu és mtsai., 2006; Peters és 

mtsai., 2010). A sejttenyésztő inkubátorba helyezhető készülékek lehetővé teszik mind a 

rövid, mind a hosszú lefutási idejű sejtválaszok valós idejű (real time) vizsgálatát. A 

kiemelkedő érzékenység ellenére a jelölésmentes technikák hátrányai közé tartozik, hogy igen 

költséges speciális sejttenyésztő lemezeket igényelnek, valamint az, hogy egy receptorhoz 

köthető különféle jelátviteli útvonalak együttes hatásának detektálása az esetlegesen ellentétes 

hatású sejtválaszok miatt hamis negatív találatokat szolgáltathat (Zhang és Xie, 2012). 

2.3. Szűrővizsgálatok a gyógyszerkutatásban 

2.3.1. Virtuális (in-silico) szűrés 

Az informatikai módszerek fejlődésével a gyógyszerjelölt vegyületek hatékony és 

racionális szűrését különféle számításos modellek is támogatják melyek jelentős mértékben 

járulhatnak hozzá a HTS (költség)hatékonyságához (de la Nuez Veulens és Rodríguez, 2009; 

Brogi és mtsai., 2014). A virtuális (in silico) szűrés a HTS-hez hasonlóan nagyszámú vegyület 

szűrését teszi lehetővé, de amíg a HTS kísérleti megvalósításának meglehetősen nagy 

költségvonzata van, addig a virtuális szűrés elméleti megközelítésen alapuló módszereivel 

jelentős költség- és időmegtakarítást eredményez. Egyrészt a rendelkezésre álló vegyülettáron 

alkalmazva a vizsgálni kívánt célfehérjére fókuszált alkönyvtárak hozhatók létre a HTS 

hatékonyságának növelésére, másrészt a vizsgálat kiterjeszthető a kereskedelmi forgalomban 

elérhető gyógyszerszerű vegyületek adatbázisainak szűrésére is, növelve ezáltal azt a kémia 

teret, amely új szerkezetű jelöltek azonosításához vezethet. A GPCR-ek eddigi kutatási 
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programjaiban sikeresen alkalmaztak már szerkezet-alapú (receptor alapú) illetve ligand-alapú 

megközelítéseket is in silico szűrés során. A szerkezet-alapú módszerek a receptorfehérje 

röntgen-krisztallográfiával vagy NMR-spektroszkópiával meghatározott szerkezetéből 

indulnak ki (Senderowitz és Marantz, 2009; Sela és mtsai., 2010). Széleskörű alkalmazásukat 

azonban nehezíti, hogy viszonylag kevés számú GPCR esetében ismert és elérhető a 

receptorfehérje 3 dimenziós szerkezete (Tautermann, 2014). Amennyiben kísérleti úton 

meghatározott szerkezet nem áll rendelkezésre, ún. homológia modelezéssel, rokonság és 

aminosav szekvencia átfedés alapján is becsülhető a vizsgált receptor 3 dimenziós szerkezete. 

Ezek a modellek azonban korlátozott felbontásúak és ezáltal csak fenntartásokkal 

alkalmazhatók. Nem megfelelő minőségű fehérjeszerkezet és megbízható modellek hiányában 

ligand-alapú módszerek hívhatók segítségül (Tropsha és Wang, 2006; Gruber és mtsai., 

2010). Az ismert ligandok által szolgáltatott experimentális adatok révén, a szerkezet-hatás 

összefüggések ismeretében a még nem vizsgált vegyületek hatása is előre jelezhető és 

potenciálisan új, hatékony vegyületek azonosíthatók (Brogi és mtsai., 2014). 

 

2.3.2. Fragmens alapú szűrés 

A potenciálisan új, hatékony vegyületek azonosításának egy alternatív stratégiáját a 

fragmens alapú gyógyszerkutatás (fragment based drug discovery, FBDD) jelenti, amely 

során kis komplexitású és molekulatömegű ligandok, ún. fragmensek szűrése vezethet a 

vezérmolekula optimalizálás kiindulópontját jelentő új találatok felfedezéséhez. Az FBDD az 

elmúlt néhány évben jelent meg és terjedt el a gyógyszeripari gyakorlatban (Baker és mtsai., 

2013, Visegrády és Keserű, 2013). Alkalmazhatóságát jól jelzi, hogy már elérhető fragmens 

alapon kifejlesztett gyógyszer a piacon (Tsai és mtsai., 2008; Bollag és mtsai., 2010). Mivel a 

fragmensek kisebb affinitással kötődnek a fehérjékhez, és a kötőhely részleges lefedése 

indukálta konformáció változás nem minden esetben éri el a hagyományos tesztek 

érzékenységi küszöbét, szűrésük többnyire speciális biofizikai módszereket igényel. Ilyen pl. 

a röntgen krisztallográfia (Jhoti és mtsai., 2007), az NMR spektroszkópia (Chilingaryan és 

mtsai., 2012), a felületi plazmon rezonancia (SPR) (Perspicace és mtsai., 2009). A 

hagyományos biokémiai és funkcionális tesztek előnyeként említhető azonban, hogy 

segítségükkel magasabb komplexitású vegyületek is szűrhetők (Ferenczy és Keserű, 2013). 

Ezeket a megközelítéseket sikerrel alkalmazták már különféle enzim célpontokon 

(Erlanson, 2012; Murray és mtsai., 2012) és membrán-fehérjéken is. Annak ellenére, hogy a 

membrán fehérjéket célzó vizsgálatok nehezebben valósíthatók meg, a közelmúltban sikeres 
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fragmens alapú szűrésről számoltak be immobilizált és termostabilizált GPCR-ek kapcsán 

NMR és SPR módszerek alkalmazásával. Ily módon ortosztérikus és allosztérikus ligandokat 

is sikerült azonosítani (Congreve és mtsai., 2011; Chen és mtsai., 2012; Seeger és mtsai., 

2012; Christopher és mtsai., 2013). Az MC4 melanokortin, a H4 hisztamin, az A3 adenozin 

valamint a β2-AR receptorokon (Albert és mtsai., 2007; Verheij és mtsai., 2011,  Stoddart és 

mtsai., 2012; de Graaf és mtsai., 2013) radioaktív receptorkötési teszt alapú szűréssel találtak 

aktív fragmenseket. Funkcionális tesztek alkalmazásáról kevés adat áll rendelkezésre; 5-HT3A 

és ASIC3 ioncsatornákon, valamint CXCR4 receptorokon végzett fragmens-szűrési 

kampányokról számoltak be eddig az irodalomban (Verheij és mtsai., 2011; Wolkenberg és 

mtsai., 2011; Mysinger és mtsai., 2012). 

 2.4. Funkcionális szelektivitás 

A klasszikus receptorelméletben, az ún. kettős állapot modell szerint a receptorok a 

működésük során egy aktív („on”) és egy inaktív („off”) konformációt vehetnek fel (Leff, 

1995; Bridges és Lindsley, 2008).  A specifikus ligand kötődésének hatására a kétféle 

konformáció között egy új egyensúly alakul ki, melyet az agonista ligand az aktív 

konformáció irányába, az inverz agonista az inaktív konformáció irányába tol el (Leff, 1995; 

Rang, 2006). Az antagonisták az aktív és az inaktív konformációhoz egyaránt kötődnek és 

gátolják az agonista hatását (Giraldo, 2004; Vauquelin és Van Liefde, 2005).  Az elmúlt 

években azonban egyértelművé vált, hogy egy GPCR-nek több aktív konformációja is 

létezhet („többszörös állapot modell”), amelyek közül egy adott ligand a receptorhoz való 

kötődés hatására a rá jellemző aktív konformációt stabilizálja (Ghanouni és mtsai., 2001; 

Kenakin, 2002; Vauquelin és Van Liefde, 2005; Perez-Aguilar és mtsai., 2014). A sejtválasz 

minőségét tehát nem csupán a receptor egymaga, hanem a ligand-receptor komplex határozza 

meg (Lutrell és mtsai., 2013). Másfelől egy receptor többféle szignalizációs útvonalat is 

aktiválhat, amelyeket a különféle ligandok eltérő mértékben befolyásolhatnak az általuk 

stabilizált különböző receptorkonformációkon keresztül (Kenakin, 2004; Galandrin és 

Bouvier, 2006; Galandrin és mtsai., 2007; Vaidehi és Kenakin, 2010). Ezt a jelenséget 

jelátvitel-szelektív agonizmusnak („biased agonism”) vagy funkcionális szelektivitásnak 

nevezik (Kenakin, 2005; Kenakin, 2007, Urban és mtsai., 2007; Kenakin és Miller, 2010; 

Kenakin és Williams, 2014). Mivel az endogén agonisták a receptorral való koevolúciójuk 

következtében a fiziológiásan leginkább adaptív jelpályákat aktiválják („balanced agonist”), a 

funkcionális szelektivitás mértékét leggyakrabban az endogén liganddal történő 

összehasonlítás képezi (Lutrell, 2014). 
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Az elmúlt években számos receptor esetében leírták, hogy a receptorok G-fehérje által 

közvetített, vagy éppen G-fehérjétől független jelátviteli mechanizmusainak szelektív 

aktiválása terápiás szempontból kedvezőbb. Bizonyos esetekben a G-fehérje aktiváció az 

előnyös, mint pl. a GPR109A (niacin) ligandja, az MK-0354 (Semple és mtsai., 2008; Walters 

és mtsai., 2009; Kammermann és mtsai., 2011), vagy a TRV130, egy a µ-opioid jelátvitel 

szelektív agonista általi aktiváció esetén (DeWire és mtsai., 2013; Soergel és mtsai., 2014). 

Más esetekben viszont a β-arresztin függő jelátvitel a jobb hatásspektrum jellemzője, mint pl. 

a béta-blokkoló karvedilol (Noma és mtsai., 2007; Kim és mtsai., 2008), az AT1aR ligand 

TRV120027 (Rajagopal és mtsai., 2006; Violin és mtsai., 2010), vagy a PTH1 ligand [D-

Trp
12

,Tyr
34

]-PTH(7-34) (Gesty-Palmer és mtsai., 2009; Bohinc és Gesty-Palmer, 2011) általi 

aktiváció esetén. Számos, a klinikán már hosszú ideje sikeresen használt gyógyszerről (pl. a 

β2-AR receptorokon ható karvedilol, formoterol, szalmaterol) csak a későbbiek során derült 

ki, hogy funkcionálisan szelektív és valószínűleg több más, már forgalomban levő 

gyógyszernek is lehet hasonló jelátvitel-szelektív hatása (Kim és mtsai., 2008; Rajagopal és 

mtsai., 2011; van der Westhuizen és mtsai., 2014). Ezért már a gyógyszerjelölt molekulák 

optimalizációjának korai fázisában előnyös lehet a vizsgált vegyületek esetleges jelpálya-

specifikus hatásainak felismerése és jellemzése, hiszen ezáltal új lehetőség nyílhat az 

eddigieknél kedvezőbb tulajdonságokkal rendelkező (gyógy)szerek kifejlesztésére. 

A gyakorlatban azonban nehézséget jelenthet a funkcionálisan szelektív ligandok 

azonosítása és az egyes jelpályák iránti elfogultságuk („bias”) mértékének a meghatározása a 

különböző vizsgálati rendszerekben. Noha a hatékonysági (potency) vagy hatáserősségi 

(efficacy) sorrendekben tapasztalható változások jelátvitel-szelektív hatásra utalhatnak (Berg 

és mtsai., 1998; Kenakin, 2007), a vegyületek farmakológiai jellemzésére használt biológiai 

tesztendszerekre jellemző különböző mértékű receptortartalék (receptor reserve), valamint a 

detektált funkcionális válasz erősítéséből adódó különbségek az agonisták hatáserősségét 

és/vagy hatékonyságát nagymértékben befolyásolhatják, és ezáltal megnehezítik az Emax és 

EC50 értékek közvetlen összehasonlítását. Ezért a ligandok objektív összehasonlítása céljából 

olyan módszereket dolgoztak ki, amelyek alkalmasak a funkcionális szelektivitás kvantitatív 

meghatározására és a jelátvitel-szelektív ligandok fejlesztése során a szerkezet-hatás (SAR) 

összefüggések meghatározására is. E módszerek alapjait az agonizmus operatív modelljéből 

(Black és Leff, 1983) származtatható jelátviteli hatékonyság (τ) illetve transzdukciós 

koefficiens (τ/KA), vagy a relatív aktivitás (RA) meghatározása képezi (Ehlert, 2005; 2008; 

Figueroa és mtsai., 2009; Evans és mtsai., 2011; Rajagopal és mtsai., 2010; 2011; Kenakin 
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és mtsai., 2012; Kenakin és Christopoulos, 2013; Shonberg és mtsai., 2013; Kenakin, 2014; 

Shonberg és mtsai., 2014).  

A szakirodalomban jelenleg is vita folyik arról, hogy melyik a leginkább alkalmas 

módszer a funkcionális szelektivitás kvantitatív jellemzésére. Például a τ és a τ/KA 

meghatározásához egyaránt szükséges a vizsgált agonistára jellemző disszociációs konstans 

ismerete. A jelátviteli hatékonyság modell a kötődési affinitást a vizsgált útvonaltól 

függetlennek feltételezi és a receptor-G-fehérje komplexek képződését megakadályozó 

körülmények között végzett receptorkötési tesztből származtatja (Rajagopal és mtsai., 2011). 

A transzdukciós koefficiens modell szerint egy ligand kötődési affinitása nem választható 

külön a ligand különféle útvonalakat aktiváló képességétől. Tehát, ha az agonista receptorhoz 

kötődésének mértékét a különböző vizsgálati rendszerekben az agonista–receptor komplex 

effektor molekulákhoz való affinitása is befolyásolja, akkor az előzetesen meghatározott 

disszociációs konstans alkalmazása hibát jelenthet a funkcionális szelektivitás mértékét 

kifejező ún. “bias” faktor meghatározása során (Kenakin és Christopoulos, 2013a). A 

jelátviteli hatékonyság modell hívei szerint viszont az esetleges eltérések oka abban 

keresendő, hogy a transzdukciós koefficiens meghatározása során a disszociációs konstans a 

funkcionális válaszok koncentráció-hatás összefüggéséből származtatott érték, amely az egyes 

jelpályák esetén különböző lehet. Mindemellett, a transzdukciós koefficiens modell 

meglehetősen bonyolult egyenletének alkalmazása a teljes agonisták elemzése során csak 

bizonyos paraméterek önkényesen kijelölt értékei mellett lehetséges, amely szintén torzítást 

jelenthet a bias faktor meghatározásában (Kenakin és mtsai., 2012; Rajagopal, 2013). 

Gyakran a gyenge parciális agonisták funkcionális szelektivitásának számszerűsítésére az 

agonizmus operatív modellje szintén nem alkalmazható (Rajagopal és mtsai., 2011). Egy 

másik olyan módszer, amely lehetővé teszi a jelátvitel-szelektív agonizmus mértékének 

kvantitatív meghatározását, az agonista maximális hatáskiváltó képessége (Emax) és a 

félmaximális választ létrehozó agonista koncentráció (EC50) arányaként jellemezhető RA 

érték meghatározásán alapszik (Ehlert és mtsai., 1999; Ehlert 2005; 2008; Figueroa és mtsai., 

2009; Kenakin és Christopoulos, 2013). Irodalmi adatok igazolták, hogy az RA módszer 

alkalmazásával az előzőekben említett receptor modellekben nyert adatokhoz igen hasonló 

mértékű jelátvitel szelektív hatás mutatható ki abban az esetben, ha az agonista koncentrációja 

és a kiváltott hatás közti kapcsolatot leíró görbe meredeksége egységnyi (Hill koefficiens ~ 1) 

(Ehlert 2008; Kenakin és Christopoulos, 2013; Kenakin, 2014; Shonberg és mtsai., 2014). 

Ezen feltétel teljesülése esetén az RA módszer a fentebb ismertetett módszerekkel 

összehasonlítva egyszerűbb és megbízható bias faktor meghatározást tesz lehetővé. 
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3. Célkitűzések 

 

Rekombináns humán α2C-adrenoreceptorokat expresszáló heterológ sejtes 

modellrendszerek létrehozásával, amelyek egyaránt alkalmasak a gyógyszerkutatás korai 

szakaszában a célpont-specifikus új gyógyszerjelölt vegyületek kiválasztására, valamint a 

receptorok sokszínű szignalizációs útvonalainak farmakológiai jellemzésére, mód nyílhat új, a 

jelenleg rendelkezésre álló szereknél előnyösebb altípus- és funkcionális-szelektivitást mutató 

gyógyszerek kifejlesztésére.  

Mindezek alapján célunk volt: 

 

 az α2C-AR aktivációját kísérő különböző jelpályák farmakológiai tulajdonságainak 

vizsgálata 

 ennek során:  

 az α2C-AR ligandok kötődésének meghatározása az [
3
H]-UK14,304 receptorkötési 

tesztben 

 az α2C-AR aktiváció adenilát ciklázra kifejtett hatásának vizsgálata a 

citoplazmatikus cAMP-szint változásának detektálásával 

 egy olyan sejtvonal létrehozása, amely az α2C-AR és kiméra Gαqi5 fehérjék 

koexpressziójával lehetővé teszi a [Ca
2+

]i változásainak fluorometriával történő 

vizsgálatát 

 az α2C-AR és a β-arresztin-2 közötti molekuláris interakció vizsgálata 

 az α2C-AR internalizáció vizsgálata 

 az α2C-AR agonisták funkcionális szelektivitásának kvantitatív elemzése a relatív aktivitás 

(RA) módszer alkalmazásával 

 fragmens alapú szűréssel azonosított újszerű α2C-AR ligandok farmakológiai jellemzése a 

fenti módszerek segítségével 
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4. Anyagok és módszerek 

4.1. Hatóanyagok  

Az összes vizsgált vegyületet: B-HT 920, klonidin, guanabenz, MK912, moxonidin, 

oximetazolin, noradrenalin (NA), UK14,304, yohimbin a Sigma-Aldrich-tól (St. Louis, MO, 

USA) szereztük be. A NA kivételével DMSO-val készítettünk törzsoldatot (vizsgált 

koncentrációtól függően 1-30 mM), amelyeket - 20 ºC-on tároltunk. A NA-t desztillált vízben 

oldottuk. 

4.2. Rekombináns sejtvonalak  

Az Euroscreen S.A-tól (Brüsszel, Belgium) vásárolt rekombináns humán α2C-AR-t 

konstitutívan és stabilan kifejező kínai hörcsög petefészek (CHO-K1) sejtvonalat (α2C-C1 

sejtvonal, kat. szám: ES-032-C) 10% magzati borjú savóval (FCS, Gibco BRL, 

LifeTechnologies, Carlsbad, CA, USA), 0,25 µg/ml amfotericin B-vel, 100 U/ml penicillin G-

vel, 100 µg/ml streptomicinnel, 400 µg/ml neomicinnel (G418, Invitrogen, LifeTechnologies) 

kiegészített F-12 médiumban (nutrient mixture Ham’s F-12 + L-Glutamine, Gibco BRL) 

tartottuk 5% CO2/ 95% levegő atmoszférán, 37 °C-on. 3-4 naponta az alábbiak szerint 

passzáltuk: Dulbecco foszfát pufferes (D-PBS: KCl 2,7 mM, KH2PO4  1,5 mM, NaCl 137 

mM, Na2HPO4 8 mM, pH = 7,4) mosás után a sejteket 1% tripszines (Trypsin-EDTA, Gibco) 

emésztéssel választottuk el az aljzatról (2 perc). Triturálás után a sejteket a 10% FCS-t 

tartalmazó F-12 médiummal, centrifugálással (125 g, 5 perc) mostuk. A sejtkoncentráció 

Bürker-kamrában történő meghatározását követően a sejteket 2-4 × 10
4
 sejt/cm

2
 sűrűségben 

szélesztettük a fentiek szerint kiegészített F-12 médiumban. 

A PathHunter
TM

 ADRA2C total GPCR internalizációs U2OS sejtvonalat (kat. szám: 

93-0923C3) a DiscoveRx-től (Fremont, CA, USA) vásároltuk. A α2C-AR-t konstitutívan és 

stabilan kifejező humán oszteoszarkóma sejteket (U2OS sejtvonal) a gyártó által ajánlott 

PathHunter
TM

 U2OS médiumban tenyésztettük (DiscoveRx, 92-0018GM3), melyet 10% 

PathHunter
TM

 szérummal és 29-szeres töménységű penicillint, streptomicint, higromicint és 

puromicint tartalmazó PathHunter
TM

 antibiotikum keverékkel egészítettünk ki. A sejtek 

passzálása és szélesztése a α2C-C1 sejtvonalnál leírtak szerint történt. 
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4.3. α2C-AR és Gαqi5 fehérjéket stabilan expresszáló sejtvonalak 

létrehozása 

A humán α2C-AR-t és Gαqi5 kiméra fehérjét stabilan kifejező sejtvonalak létrehozása 

során a Gαqi5 kiméra fehérjét és hemagglutinin epitópot (HA-tag) kódoló cDNS-t pCEP4 

vektorba (Invitrogen) építve juttattuk be a sejtekbe (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, 

USA). A vektor klónozóhelyére beépített 1,1 kb hosszúságú inzert egy citomegalovírus 

(CMV) promoter szabályozása alatt áll. A higromicin-rezisztencia gén lehetővé teszi az 

expressziós vektorokat tartalmazó sejtek szelekcióját. A vektor tartalmazza a ColE1 

replikációs kezdőpontot (origó) amely az E.Coli-ban történő replikációt biztosítja, az 

ampicillinrezisztencia gén pedig lehetővé teszi a vektorral transzformált baktériumokra 

történő szelekciót. Az episzómális replikációt az Epstein Barr vírus promoter szabályozza (8. 

ábra). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8. ábra: A pCEP-Gαqi5-HA vektor térképe 

 

A transzfekciót megelőző napon az α2C-AR-t expresszáló α2C-C1 sejteket 10% FCS-t 

tartalmazó F-12 médiumban, 96-lyukú sejttenyésztő lemezekbe (Costar), 10
4
 sejt/lyuk 

sűrűségben szélesztettük. A D-PBS-es mosást követően a sejteket négy órán keresztül 

inkubáltuk lipofectint (Pfx-7, Invitrogen) és 5µg/ml pCEP-Gqi5-HA vektort tartalmazó 

szérum-mentes F-12 médiumban. Négy óra múlva a transzfekciós médiumot 10% FCS-t, 200 

µg/ml higromicint (Invitrogen) és 400 µg/ml neomicint tartalmazó F-12 tápfolyadékra 

(szelekciós médium) cseréltük. A 96-lyukú sejttenyésztő lemezekben történő két hetes 

szelekciót követően a túlélő sejteket a klónok felnövesztése során szintén szelekciós 

médiumban tartottuk újabb két héten át. 
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4.3.1. A Gαqi5 mRNS kimutatása RT-PCR módszerrel 

Az Gαqi5 mRNS kimutatását reverz transzkripciót követő polimeráz láncreakcióval (RT-

PCR) végeztük, Biometra T Gradient (Biometra, Göttingen, Németország) PCR készülék 

segítségével. A Gαqi5 cDNS-t tartalmazó vektorral transzfektált, illetve nem transzfektált α2C-

C1 sejtvonalakból származó mintákból totál RNS-t izoláltuk RNeasy Mini Kit (Qiagen, 

Hilden, Németország) felhasználásával. A reverz transzkripciót, azaz az RNS minták cDNS-

sé történő átírását Ready-To-Go You-Prime First-Strand Beads Kit-tel (Amersham 

Biosciences, New Jersey, USA) végeztük. A 20 µl PCR reakcióelegy 1 µl cDNS-t, 1-1 µl 

primerpárt, 10 µl 2 × Master Mix-et (Promega Corporation, Madison, WI, USA) és 7 µl 

dH2O-t tartalmazott. A primerek megtervezéséhez a Primer 2.0 szoftvert használtuk (Applied 

Biosystems, Life Technologies). A DNS-szekvencia forrásadatai a Molecular Devices-től 

származtak. A 293 bázispár hosszúságú PCR-terméket a 5’-

CTCTGGAGTCCATCATGGCA-3’ szekvenciájú forward primer, valamint a 5’-

GATCTTGAGCGTGTCCATCG-3’ szekvenciájú reverse primer alkalmazásával nyertük. A 

PCR reakció alatt a következő hőmérséklet-idő paramétereket alkalmaztuk: DNS polimeráz 

enzim aktiválása 95
 o

C-on, 5 perc majd 30 cikluson keresztül történő PCR amplifikáció: a 

kettős szálú DNS hődenaturációja 94 
o
C, 60 s, primer hibridizáció 55 

o
C, 30 s, valamint a 

DNS szál szintézise (elongáció) 72 
o
C, 60 s. A negatív kontrollokban a templát cDNS-t 

desztillált vízzel illetve a nem transzfektált, α2C-C1 sejtvonalból nyert cDNS-sel 

helyettesítettük. A PCR-termék azonosítását Bioanalyzer 2100 (Agilent, Santa Clara, CA, 

USA) készülékkel, DNA 7500 LabChip Kit segítségével végeztük, az eredményeket az 

Agilent Technologies 2100 Expert Software (Verziószám:  B.02.02.SI238) programmal 

értékeltük ki. 

4.3.2. A Gαqi5 expresszió immuncitokémiai vizsgálata 

A Gαqi5 cDNS-ében található belső hemagglutinin (HA) epitóp jelenléte lehetővé teszi a 

Gαqi5 fehérje expressziójának immuncitokémiai vizsgálatát a kereskedelmi forgalomban 

megvásárolható anti-hemagglutinin ellenanyag segítségével. Immuncitokémiai vizsgálatokra a 

sejteket 24-lyukú tenyésztőedényekben (Costar) tenyésztettük. A Dulbecco foszfát pufferes 

(D-PBS) mosást követően a sejtszuszpenziót 4%-os paraformaldehiddel 30 percen át 

szobahőmérsékleten fixáltuk. További három mosási lépést követően az 1:20 arányban 

higított egér monoklonális anti-hemagglutinin (HA)-FITC ellenanyagot (Roche, Bázel, Svájc) 

0,2% TritonX-100 detergenst és 2 % BSA-t, 0,01 % Na-azidot tartalmazó D-PBS-ben adtuk a 

mintákhoz, melyeket egy éjszakán át, 4 
o
C-on inkubáltunk. Egy újabb mosási lépést követően 



 41 

a FITC fluoreszencia intenzitást FACScan (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) áramlási 

citométerrel elemeztük. A fluorescens jel detektálása 530/30 nm-en áteresztő filterrel (Fl-1) 

történt. 300 sejt/s áramlási sebesség mellett mintánként 3000 sejt adatait rögzítettük. Az 

adatelemzést a CellQuest (3.2.f, Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) program segítségével 

végeztük. A Gαqi5 expresszióját a nem-jelölt illetve az anti-hemagglutinin (HA)-FITC 

antitesttel jelölt transzfektált és nem transzfektált minták mérésével nyert fluoreszcencia 

hisztogramok összehasonlításával határoztuk meg. 

4.4. Az α2C-AR farmakológiai jellemzése 

4.4.1. [
3
H]-UK14,304 receptorkötési teszt 

A [
3
H]-UK14,304 receptorkötési tesztet α2C-AR receptorokat stabilan expresszáló 

CHO-K1 sejtekből származó membrán-készítményen végeztük.  A sejteket 5 mM Tris–HCl , 

5 mM EDTA, 5 mM EGTA, 0,1 mM fenil-metil-szulfonil-fluorid (pH = 7,4) pufferben 

homogenizáltuk. A homogenizátum 2 centrifugálással történő mosását követően (30000 g, 15 

perc, 4 ºC) a membránpreparátumot 50 mM Tris–HCl, 1 mM EDTA, 5 mM MgCl2, 0,1 mM 

PMSF (pH=7,4) Tris pufferben reszuszpendáltuk és a fehérjetartalmat 1 mg/ml végső 

koncentrációban állítottuk be. A telítődési görbét 0,1-15 nM [
3
H]-UK14,304 (PerkinElmer) 

jelenlétében 30 perces szobahőmérsékletű inkubációt követően határoztuk meg. Ennek 

alapján a sejtekhez 2 nM koncentrációban adtuk a radioligandot és a növekvő koncentrációjú 

vizsgálandó, jelöletlen ligandot a hideg leszorításos kísérletek során (30 perc 

szobahőmérsékleten). A nemspecifikus kötődést 10 µM fentolamin jelenlétében határoztuk 

meg. A reakciót egy UniFilter-96 GF/B készülékkel (PerkinElmer) történt gyors szűrési 

lépéssel választottuk szét. A nem kötődött izotóp eltávolításához a szövettenyésztő lemezeket 

hideg Tris pufferrel ötször mostuk, majd a lemezeken maradt izotópmennyiséget 

folyadékszcintilláció mérésével határoztuk meg, Topcount NXT szcintillációs plate counter 

(PerkinElmer) segítségével. A jelöletlen ligand leszorítási görbéiből a Microcal Origin 6.0 

program segítségével (OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA) meghatározzuk az 

50%-os leszorításhoz szükséges koncentrációt (IC50), amelyből a Cheng-Prusoff-egyenlet 

(Cheng és Prusoff, 1973) alapján kiszámítható volt a hideg ligand leszorítási (vagy gátlási) 

konstansa (Ki).  
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4.4.2. cAMP teszt 

A citoplazmatikus cAMP-szint változását időkapuzott fluoreszcencia rezonancia 

energia transzfer (HTRF®) technológiát használó cAMP Dynamic2 kit-tel (kat. szám: 

62AM4PEB, Cisbio, Codolet, Franciaország) határoztuk meg. A α2C-C1 sejteket a mérést 

megelőző napon 96 lyukú, kis-térfogatú, fehér sejttenyésztő lemezekre szélesztettük 10% 

FCS-t tartalmazó F-12 médiumban, 10 000 sejt/lyuk sűrűségben. A médium eltávolítása után 

a sejteket 20 µl 100 µM 3-isobutil-1-metilxantint (IBMX, nem specifikus foszfodiészteráz 

gátló, Sigma-Aldrich), 0,1% BSA-t (Sigma-Aldrich) valamint a vizsgálni kívánt agonistákat 

tartalmazó mérőpufferben (140 mM NaCl, 5 mM KCl, 5 mM HEPES-Na, 5 mM HEPES, 2 

mM CaCl2, 2 mM MgCl2, 10 mM glükóz, pH=7,4) 20 percig szobahőmérsékleten inkubáltuk. 

Az antagonistákat (10 µl) az agonista kezelést (10 µl) megelőzően 10 perccel jutattuk a 

sejtekre. Az anyagokat közvetlenül a mérések előtt a DMSO-s törzsoldatokból (kivéve NE, 

melyet vízben oldottunk) a mérőpufferben hígítottuk a kívánt koncentrációra. A DMSO végső 

koncentrációja 0,3% volt. 1 µM forskolinnal (FSK, 20 µl) történő 30 perces inkubációt 

követően a sejt aktivációt lízis pufferben higított detekciós komponensek (20 µl cAMP-d2 és 

20 µl anti-cAMP-kriptát) hozzáadásával állítottuk le. A reakció során a sejtekből felszabaduló 

cAMP verseng a d2-jelölt cAMP-val (akceptor fluorofór) az európium-kriptáttal jelölt anti-

cAMP ellenanyag kötőhelyeiért (hosszú életidejű donor fluorofór), melynek 

eredményeképpen a mért időkapuzott fluoreszcencia-intenzitás negatívan korrelál a sejtekből 

felszabadult cAMP mennyiségével. 60 perces szobahőmérsékleten történő inkubáció követően 

a specifikus jelet a PHERAstar FS (BMG Labtech, Ortenberg, Németország) multi-mode 

plate olvasóval detektáltuk, az adatfeldolgozást a Microsoft Excel program segítségével 

végeztük. A TR-FRET mértékét az akceptor fluoreszcencia (A665 nm) valamint a donor 

fluoreszcencia (A620 nm) aránya x 10
4
 ráciometrikus hányadosként a 96-lyukú 

szövettenyésztő lemez minden bemélyedésében kiszámoltuk. A kapott mérési adatokat egy 

standard sorhoz kalibrálva kiszámolható a minták tényleges cAMP (nM) tartalma is, de mivel 

célunk a változások mérése volt, ennek jellemzésére a háttér fluoreszcenciával korrigált  

ráciometrikus értékek megfelelőnek bizonyultak, így a fluoreszcencia-adatokat nem 

konvertáltuk tényleges [cAMP]i értékekké. A mérési módszer legjobb dinamikus tartományát 

(jelablak) 1 µM FSK-al történő stimulációval értük el, az így kiváltott cAMP-szint emelkedést 

tekintettük 100%-nak. A vizsgált agonisták által maximálisan kiváltható választ (Emax) az 

ugyanazon a lemezen meghatározott maximális UK14,304 (1 µM) válasz százalékában adtuk 

meg. Az adatokat átlag ± az átlag standard hibája (SEM) formában tüntettük fel. Az Emax, 
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valamint az EC50 (a FSK-stimulált cAMP-akkumuláció 50%-os gátlását kiváltó agonista 

koncentráció) illetve az IC50 (az agonista hatását 50%-ban visszafordító antagonista 

koncentráció) értékeket az Origin 6.0 program által illesztett koncentráció-hatás görbék 

alapján határoztuk meg. 

4.4.3 A citoplazmatikus [Ca
2+

]i  mérése 

A mérésekhez 96-lyukú sejttenyésztő lemezre (4 x 10
4
 sejt/lyuk sűrűségben) 

szélesztett α2C-AR és Gαqi5 fehérjéket expresszáló sejteket 0,02% Pluronic-127 jelenlétében 2 

µM Fluo-4-AM (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) kalcium érzékeny fluoreszcens 

festékkel töltöttük fel. A festéket mérőpufferben (140 mM NaCl, 5 mM KCl, 2 mM CaCl2, 2 

mM MgCl2, 10 mM HEPES, 20 mM D-glükóz, pH = 7,4) hígítva a tenyésztőmédium 

eltávolítása után 100 μl/lyuk mennyiségben adtuk a sejtekhez. A festék aktív transzporttal 

történő leadását a töltés és a mérés folyamán 2 mM probenecid (Sigma) aniontranszport-

inhibitor hozzáadásával akadályoztuk meg. A sejteket 60 percig inkubáltuk 37 ºC-on, majd a 

fel nem vett festék eltávolítása céljából mérőpufferrel kétszer mostuk. A mosás után a 

sejtekhez adtuk a vizsgálandó antagonisták különböző koncentrációit tartalmazó oldatokat 

100 μl/lyuk mennyiségben, és a sejteket 15 percig inkubáltuk 37 ºC-on. Ezt követően a 

FlexStation II (Molecular Devices) plate reader fluorométer készülék segítségével mértük a 

sejttenyészet 485 nm-es gerjesztő fény melletti 525 nm-en emittált fluoreszcens 

fényintenzitását. Az alap [Ca
2+

]i szinthez tartozó fluoreszcencia 20 másodpercig tartó 

monitorozása után a műszer beépített 8-csatornás adagolójával 25 µl 5 x töménységű 

vizsgálandó agonistát jutattunk a sejtekre, majd a fluoreszcencia intenzitás változását (ΔF) 

további 40 másodpercen keresztül rögzítettük. Az eredményeket ΔF/F arányaként fejeztük ki, 

ahol ΔF a maximális mért fluoreszcencia és a kiindulási átlagos fluoreszcencia különbségét, F 

pedig a kiindulási fluoreszcenciát jelenti. Az egyes mérési adatokat SoftMax Pro 4.3.1 DD 

program (Molecular Devices) segítségével rögzítettük és értékeltük. A vizsgált agonisták által 

maximálisan kiváltható választ (Emax) a maximális UK14,304 válasz százalékában adtuk meg. 

Az antagonista mérésekben az anyagok hatását a kontroll UK14,304 válaszhoz hasonlítottuk, 

és gátlás %-ként fejeztük ki. Az adatokat átlag ± az átlag standard hibája (SEM) formában 

tüntettük fel. A koncentráció-hatás adatok elemzéséhez és az EC50 illetve IC50 értékek 

meghatározásához nem-lineáris regressziót (szigmoid görbeillesztés) végeztünk az Origin 6.0 

program segítségével. 
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4.4.4. β-arresztin-2 transzlokáció 

Az aktivált receptorok β-arresztin-2 kötését az enzim-fragmens komplementáción 

alapuló (EFC) PathHunter
TM

 módszer (DiscoveRx) alkalmazásával vizsgáltuk. A kísérleteket 

PathHunter
TM

 eXpress ADRA2C β-arrestin GPCR Assay kit (kat. szám: 93-0218E2) 

segítségével végeztük. A fagyasztásból felvett, a β-galaktozidáz 42 aminosavnyi 

fragmensével (PK) jelölt α2C-AR-t és a deléciós β-galaktozidázzal (EA) jelölt β-arresztin-2-t 

stabilan és konstitutívan kifejező CHO-K1 alapú sejteket 96 lyukú, fehér falú szövettenyésztő 

lemezekre 10000 sejt/lyuk sűrűségben 100 µl szélesztő médiumban (CP0) ültettük ki. 48 órás 

5% CO2/ 95% levegő atmoszférán, 37°C-on történő inkubációt követően a sejteket a vizsgálni 

kívánt agonistákkal (10 µl) és kontroll oldatokkal kezeltük. Az antagonistákat (5 µl) az 

agonista kezelést (5 µl) megelőzően 30 perccel jutattuk a sejtekre. Az anyagokat közvetlenül a 

mérések előtt a DMSO-s törzsoldatokból (kivéve NE, melyet vízben oldottunk) hígítottuk a 

kívánt koncentrációra a szélesztéshez használt CP0 médiumban. A DMSO végső 

koncentrációja 0,9% volt. Az agonistákkal történő 90 perces inkubáció után a holoenzim 

aktivitását 55 µl PathHunter
TM

 detekciós reagens hozzáadásával 60 perces 

szobahőmérsékleten történő inkubációt követően a Synergy4 (BioTek, Winooski, VT, USA) 

multi-mode plate olvasóval detektáltuk, az adatfeldolgozást a Microsoft Excel program 

segítségével végeztük. Az agonisták koncentrációfüggő lumineszcencia értékeit (RLU) az 

ugyanazon a lemezen mért maximális UK14,304-válasz (30 µM) százalékában adtuk meg. Az 

antagonista mérésekben az anyagok hatását a kontroll UK14,304 válaszhoz hasonlítottuk, és 

gátlás %-ként fejeztük ki. Az adatokat átlag ± az átlag standard hibája (SEM) formában 

tüntettük fel. Az Emax, valamint EC50 illetve IC50 értékeket az Origin 6.0 program által 

illesztett koncentráció-hatás görbék alapján határoztuk meg. 

 

4.4.5 Receptor internalizáció 

Az aktivált α2C-AR internalizációját a PathHunter
TM

 ADRA2C teljes GPCR 

internalizáció módszer alkalmazásával vizsgáltuk (DiscoveRx). A módszer lehetővé teszi az 

internalizáció következtében a PK-jelölt korai endoszómákban lokalizálódó EA-jelölt α2C-AR 

meghatározását a β-galaktozidáz két fragmensének komplementációja révén. A jelölt α2C-AR-

t és endoszómákat stabilan és konstitutívan kifejező U2OS alapú sejteket 96 lyukú, fehér falú 

szövettenyésztő lemezekre 10000 sejt/lyuk sűrűségben 55 µl szélesztő médiumban (CP5) 

ültettük ki. 24 órás 5% CO2/ 95% levegő atmoszférán, 37°C-on történő inkubációt követően a 



 45 

sejteket a vizsgálni kívánt agonistákkal (55 µl) és kontroll oldatokkal kezeltük. Az 

antagonistákat (27,5 µl) az agonista kezelést (27,5 µl) megelőzően 30 perccel jutattuk a 

sejtekre. Az anyagokat közvetlenül a mérések előtt a DMSO-s törzsoldatokból (kivéve NE, 

melyet vízben oldottunk) hígítottuk a kívánt koncentrációra a szélesztéshez használt CP5 

médiumban. A DMSO végső koncentrációja 0,9% volt. Az agonistákkal történő 180 perces 

inkubáció után a holoenzim aktivitása 55 µl PathHunter
TM

 detekciós reagens hozzáadásával 

60 perces szobahőmérsékleten történő inkubációt követően vált detektálhatóvá. A 

kemilumineszcenciát (RLU) a Synergy4 (BioTek, Winooski, VT, USA) multimode plate 

olvasóval rögzítettük, az adatfeldolgozást a Microsoft Excel program segítségével végeztük. 

Az agonisták koncentráció-hatás kísérleteiben az adatokat az ugyanazon a lemezen mért 

maximális UK14,304-válasz (180 µM) százalékában adtuk meg. Az antagonista mérésekben 

az anyagok hatását a kontroll UK14,304 válaszhoz hasonlítottuk, és gátlás %-ként fejeztük ki. 

Az adatokat átlag ± az átlag standard hibája (SEM) formában tüntettük fel. Az Emax, valamint 

EC50 illetve IC50 értékeket az Origin 6.0 program által illesztett koncentráció-hatás görbék 

alapján határoztuk meg. 

4.5. Az α2C-AR agonisták funkcionális szelektivitásának elemzése 

Az agonisták funkcionális szelektivitásának elemzéséhez az Ehlert és munkatársai által 

javasolt relatív aktivitás (RA) módszert használtuk (Ehlert és mtsai., 1999; Ehlert, 2005; 

2008; Figueroa és mtsai., 2009). A koncentráció-hatás görbék alapján meghatározott Emax és 

EC50 értékek hányadosaként minden agonista RA értéke kiszámítható. A sejttípus-függő 

hatások valamint a különböző funkcionális módszerek érzékenységéből fakadó hatékonysági 

különbségek kiküszöbölése miatt minden módszer esetén a vizsgált agonisták log(RA) 

értékeit az endogén ligand, a NA log(RA) értékeivel normalizáltuk (log(RAn) = Δlog(RA)). 

Minden vizsgált jelpálya Δlog(RA) értékének meghatározása lehetővé tette az útvonalak közti 

összehasonlítást, ΔΔlog(RA) értékek formájában. A ΔΔlog(RA) értékek kiszámítása az alábbi 

képlet alapján történt: ΔΔLog(RA) = Δlog(RA)[jelpálya1] - Δlog(RA)[jelpálya2]. Azon 

ΔΔlog(RA) értékek, melyek a nullától szignifikánsan különböznek, jelátvitel szelektív 

agonizmusra utalnak az adott szignalizációs útvonalak vonatkozásában az endogén liganddal 

összehasonlítva. Ennek mértékét az ún. bias faktor fejezi ki, melyet számszerűen a 10
ΔΔlog(RA)

 

érték jellemez. A bias faktor a NA esetén 1. A statisztikai szignifikancia (p<0,05) eldöntésére 

Student-féle párosítatlan t-próbát alkalmaztunk. Mivel a Student-féle t-próba normál eloszlást 

feltételez, az RA értékek logaritmusának meghatározása valós statisztikai elemzést tett 

lehetővé azáltal, hogy statisztikailag összehasonlítottuk minden egyes agonista 
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log(RA)[jelpálya1] – log(RA)[jelpálya2] értékeit a referencia agonista NA log(RA)[jelpálya1] 

– log(RA)[jelpálya2] értékeivel.  

 

4.6. Nagy áteresztőképességű fragmens alapú szűrés (HTS) 

potenciálisan új α2C-AR agonisták azonosítására 

A Maybridge (160 fragmens) és AMRI (3071 fragmens) vegyülettárakból vásárolt 

fragmensek Ca
2+

-fluorometriával történő tesztelését megelőzően a vegyületeket 384-lyukú 

lemezeken mérő pufferben (140 mM NaCl, 5 mM KCl, 2 mM CaCl2, 2 mM MgCl2, 20 mM 

D-glükóz, 10 mM HEPES, pH=7,4) 750 µM koncentrációra hígítottuk Biomek NX automata 

adagoló (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) segítségével. Az α2C-AR és Gαqi5 fehérjéket 

expresszáló sejteket a mérést megelőző napon 384-lyukú, fekete falú sejttenyésztő lemezekre 

(BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ) 20 µl térfogatban 12500 sejt/lyuk sűrűségben 

szélesztettük. A mérés előtt BioTek ELx405CW automatizát plate mosó segítségével 

eltávolítottuk a tenyésztő médiumot és a sejteket mérőpufferben higított 20 µl FLIPR Calcium 

5 fluoreszcens festékkel töltöttük fel (Molecular Devices). 25 perces 37°C-on történő 

inkubációt követően a vizsgálandó vegyületek kiváltotta fluoreszcencia intenzitás változását 

FLIPR Tetra imaging plate reader (Molecular Devices) berendezés segítségével követtük 

nyomon. A találatok megerősítését a fenti protokoll szerint 96-lyukú szövettenyésztő lemezre 

kiültetett α2C-AR és sst4 receptorokat expresszáló CHO-K1 alapú sejtvonalakon végeztük. Az 

eredményeket ΔF/F arányaként rögzítettük, majd a maximális UK14,304 (3 µM) illetve L-

803,087 (5 µM) agonisták válasz százalékában adtuk meg. A mérések minőségét a Zhang és 

mtsai (1999) által leírt Z’ faktor meghatározásával jellemeztük: 



















negpoz

negpoz

RR

SDSD
Z 31  

ahol az Rpoz, Rneg a pozitív és a negatív kontroll átlagos válasza, azaz a dinamikus tartomány; 

az SDpoz, SDneg pedig a pozitív és a negatív kontroll átlagos válaszának szórása. 

A találatokat gyógyszerkémiai szempontok alapján is jellemeztük a ligand 

hatékonyság (LE) valamint a ligand-hatékonyság-dependens lipofilitás (LELP) értékeinek 

meghatározásával. Az LE jellemzésére, amely a ligand és kötőhelye közti komplementaritást 

kifejező egy atomra eső kötődési szabadenergia változást jelöli, a leszorításos kísérletekből 

nyert Ki egyensúlyi állandót használtuk (LE = 1.4(-logKi)/N; N= nem hidrogén atomok 

száma). A lipofilitás a oktanol-víz megoszlási hányados logaritmusával (logP) jellemezhető 

paraméter. A LELP meghatározásához a LELP = logP/LE összefüggést használtuk. 

http://en.wikipedia.org/wiki/Partition_coefficient
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5. Eredmények 

5.1. α2C-AR és Gαqi5 fehérjéket stabilan expresszáló sejtvonalak 

létrehozása  

A Gαqi5 fehérjét stabilan kifejező α2C-C1 alapú sejtvonalak létrehozása során a Gαqi5 

gén expresszióját lehetővé tevő pCEP-Gqi5-HA vektort lipid mediálta transzfekcióval 

juttattuk be a sejtekbe. 192 tenyészetben a rezisztencia faktorokra történő szelekciót követően 

25 klónt sikerült izolálnunk. Mivel a kiméra Gαqi5 alegységek a C-terminálisukon található 5 

aminosav révén képesek az alapvetően Gαi-kapcsolt α2C-AR-hoz kötődve a Gαq-ra jellemző 

PLC-β útvonalat aktiválni, ezért mód nyílt arra, hogy a létrehozott sejtvonalak funkcionális 

aktivitását Ca
2+

-fluorometriával vizsgáljuk. Míg 1 µM UK14,304 hatására a Fluo-4 kalcium 

érzékeny fluoreszcens festékkel feltöltött α2C-AR-t expresszáló sejtekben egyáltalán nem volt 

mérhető fluoreszcencia-intenzitás-növekedés, addig az α2C-AR-t és a Gαqi5 alegységet stabilan 

koexpresszáló sejtvonalakban 1 µM UK14,304 gyors növekedést idézett elő a sejtek [Ca
2+

]i 

koncentrációjában (9. ábra). A maximális válasz nagysága sejtvonalanként eltérő volt, a 

legnagyobb fluoreszcens jel változást (ΔRFU ~ 45000) a H7 sejtvonalban tapasztaltuk. Az 

UK14,304-válasz időbeli lefutását egy igen gyors emelkedő (tmax.válasz ≈ 8-12 s) és egy ezt 

követő ugyancsak gyors csökkenő fázis jellemezte (9. ábra).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

9. ábra 1 µM UK14,304 által kiváltott Ca
2+

-válasz kinetikája egy-egy reprezentatív 

mérésben az α2C-C1 (○) és H7 (□) sejtvonalakon. A görbék mindkét esetben 6-6 lyuk 

adatainak átlagát ± az átlag szórását (SEM) mutatják.  

0 10 20 30 40 50 60 70
20000

30000

40000

50000

60000

70000

R
F

U

Idõ (s)

 
2c

 
2c

 + G
qi5



 48 

  A funkcionális vizsgálatok alapján kiválasztott legjobb, átlagosan ΔF/F = 1,8 értékkel 

jellemezhető H7 sejtvonalban megvizsgáltuk a Gαqi5 expresszióját mRNS és fehérje szinten 

is. A Gαqi5 mRNS RT-PCR analízise során a H7 sejtvonalban, a pCEP-Gqi5-HA vektort 

tartalmazó pozitív kontroll mintához hasonlóan, a tervezett primerpár által határolt 293 bp 

hosszú PCR-terméket detektáltunk (10. ábra). 

A HA-epitóppal jelölt Gαqi5 fehérje expressziójának immuncitokémia kimutatását 

áramlási citometriával végeztük. A kiméra fehérje expresszióját a nem festett H7 sejtvonal 

(autofluoreszcencia) valamint az anti-HA-FITC ellenanyaggal festett α2C-C1 és H7 

sejtvonalak fluoreszcencia hisztogramjainak összehasonlításával igazoltuk. A nem 

transzfektált sejtvonal átlag fluoreszcencia értékét 7,8-nak találtuk. Ugyanez az érték a H7 

sejtvonalban 43,1-nek adódott, azaz a Gαqi5 fehérje jelenlétében a specifikus fluoreszcencia 

intenzitás mértéke mintegy nyolcszorosára növekedett (11. ábra). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

10. ábra: A Gαqi5 mRNS kimutatására 

alkalmazott RT-PCR eljárás termékének 

elektroforetikus képe. A PCR-termék 

azonosítását Bioanalyzer 2100 (Agilent) 

készülékkel, DNA 7500 LabChip Kit 

segítségével végeztük. L: DNS 

molekulatömeg marker, 1: negatív kontroll 

(α2C-C1 sejtvonal), 2: H7 sejtvonal, 3: 

pozitív kontroll (pCEP-Gqi5-HA vektor) 

 

 

11. ábra: A Gαqi5-HA specifikus 

immunfestődés vizsgálata áramlási 

citometriával. A Gαqi5 expresszióját a 

nem-jelölt illetve az anti-HA-FITC 

antitesttel jelölt transzfektált és nem 

transzfektált minták mérésével nyert 

fluoreszcencia hisztogramok 

összehasonlításával határoztuk meg. 

Hisztogramok: kék: nem-jelölt H7 

sejtvonal (3,4 AFU); zöld: jelölt α2C-C1 

sejtvonal (7,8 AFU); piros: jelölt H7 

sejtvonal (43,1 AFU). 
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5.2. α2C-AR farmakológiai jellemzése 

 5.2.1 Az α2C-AR ligandkötési vizsgálata 

Az α2C-C1 sejtekből származó membrán-készítményen 0,1-15 nM [
3
H]-UK14,304 

liganddal végzett telítődési méréseknél a kötőhelyek maximális száma Bmax = 589,2 fmol/mg 

fehérjének mutatkozott Kd = 1,8 nM disszociációs állandó mellett. A nem-specifikus kötést 10 

µM fentolamin jelenlétében a teljes kötés 10%-ának találtuk. A kompetíciós kísérletek során a 

sejtekhez adott 2 nM [
3
H]-UK14,304-t növekvő koncentrációjú jelöletlen liganddal 

szorítottuk le. A vizsgált vegyületek koncentráció-függően gátolták a [
3
H]-UK14,304 kötését, 

az affinitási sorrend: MK912 > UK14,304 > noradrenalin > B-HT 920 > yohimbin  > 

oximetazolin ~ klonidin > moxonidin volt (12. ábra). A ligandok leszorítási görbéiből 

származtatott Ki értékeket a 3. táblázatban foglaltam össze. 

 

 

A.             B. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

12. ábra: Tríciált UK14,304 kompetitív leszorítása α2C-AR-on ható ligandokkal α2C-C1 

sejtekből származó membrán-készítményen. A [
3
H]-UK14,304 kötés gátlása a specifikus 

kötés százalékában van kifejezve. Az adatok 3 független kísérlet átlagát ± az átlag szórását 

(SEM) mutatják. A görbék az A. UK14,304 ( ), Klonidin ( ), Moxonidin ( ), Oximetazolin 

( ) valamint B. NA ( ), B-HT 920 ( ), MK912 ( ), Yohimbin ( ) koncentráció-hatás  

összefüggését mutatják.
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3. Táblázat: Az α2C-AR ligandok farmakológiai tulajdonságainak összehasonlítása a ligandkötési és a funkcionális tesztekben.   

A pKi, pEC50 és Emax (az agonisták válasza a maximális UK14,304 válasz %-ában kifejezve) értékeket az illesztett koncentráció-hatás görbék alapján 

határoztuk meg. A pIC50 értékeket az UK14,304 ~ EC80 válaszának koncentrációfüggő gátlásából határoztuk meg. A jelátviteli folyamatok jellemzésére α2C-

AR-t expresszáló CHO-K1 sejteket (cAMP teszt); α2C-AR-t és kiméra Gαqi5 fehérjéket koexpresszáló CHO-K1 sejteket (Ca
2+

 teszt); PK-jelölt α2C-AR-t és EA-

jelölt β-arresztin-2-t koexpresszáló CHO-K1 sejteket (β-arresztin teszt); valamint EA-jelölt α2C-AR-t és PK-jelölt endoszómákat koexpresszáló U2OS sejteket 

(internalizáció) használtunk. A táblázatban feltüntett adatok 3-7 független kísérlet eredményeinek átlagát ± az átlag szórását (SEM) mutatják.  

n.d:  nem meghatározott; * antagonista

Vegyületek 

 

Ca
2+

-felszabadulás 
 

cAMP  
 β-arresztin 

transzlokáció 

 
Internalizáció  

Receptor 

kötés 

pEC50/pIC50 
Emax/Imax; 

% 

 
pEC50/pIC50 

Emax/Imax; 

% 

 
pEC50/pIC50 

Emax/Imax; 

% 

 
pEC50/pIC50 

Emax/Imax; 

% 
pKi 

Noradrenalin 8,61 ± 0,06   97 ± 0,4 
 

8,60 ± 0,03 97 ± 2 
 

6,60 ± 0,03  103 ± 3 
 

6,02 ± 0,04 108 ± 0,5 8,70 ± 0,03 

Fenilefrin 6,44 ± 0,04 76 ± 4 
 

6,45 ± 0,03 81 ± 1 
 

5,72 ± 0,06 52 ± 5 
 

4,64 ± 0,01  45 ± 0,3 n.d 

UK14,304 8,77 ± 0,03  100 
 

8,51 ± 0,02 99 ± 1 
 

6,88 ± 0,02 100 ± 0,2 
 

5,88 ± 0,05 100 ± 0,9 8,77 ± 0,09 

Klonidin 8,16 ± 0,04  77 ± 1 
 

7,74 ± 0,03 88 ± 2 
 

6,74 ± 0,03 36 ± 3 
 

4,64 ± 0,03   35 ± 4 8,13 ± 0,15 

Moxonidin 6,94 ± 0,04    84 ± 1 
 

6,60 ± 0,03 82 ± 3 
 

 5,35 ± 0,01 65 ± 2 
 

4,73 ± 0,02    43 ± 3 7,20 ± 0,04 

Oximetazolin 8,56 ± 0,08  82 ± 3 
 

8,22 ± 0,08 88 ± 4 
 

6,92 ± 0,02 25 ± 2 
 

n.d   23 ± 0,1 8,16 ± 0,16 

B-HT 920 8,24 ± 0,02 94 ± 4 
 

8,40 ± 0,01 94 ± 4 
 

6,68 ± 0,08 64 ± 2 
 

 5,56 ± 0,04    65 ± 3 8,48 ± 0,08 

Guanabenz 7,67 ± 0,04 83 ± 5 
 

7,86 ± 0,05 80 ± 6 
 

6,57 ± 0,07 60 ± 1 
 

 5,14 ± 0,04  64 ± 7 n.d 

MK912* 9,12 ± 0,03  101 ± 1
 
 

 
9,34 ± 0,02  102 ± 3 

 
9,55 ± 0,02 98 ± 2 

 
  8,20 ± 0,02 100 ± 0,3 9,68 ± 0,08 

Yohimbin* 7,76 ± 0,07  101 ± 1
 
 

 
8,16 ± 0,03 97 ± 2 

 
7,90 ± 0,03  101 ± 1 

 
  6,48 ± 0,01   101 ± 2 8,37 ± 0,08 
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5.2.2. A Gαi által közvetített jelátvitel vizsgálata a cAMP-válasz mérésével 

Az α2C-AR receptorok Gαi alegységen keresztüli szignalizációját a forskolin (FSK) 

stimulálta cAMP-akkumuláció gátlásának révén vizsgáltuk. 0,03-100 µM FSK a membrán 

kötött AC aktiválásával koncentrációfüggő módon megnövelte a cAMP-szintet az α2C-C1 

sejteken (nem mutatott adat). 1 µM-nál kisebb koncentrációjú FSK által indukált cAMP-

akkumulációt az UK14,304 (1 µM) szinte teljes mértékben gátolta (> 90%, nem mutatott 

adat). Mivel nagyobb FSK koncentrációk mellett a gátlás mértéke fokozatosan csökkent, 

egyre kisebb jelablakot eredményezve, a további kísérleteket 1 µM FSK jelenlétében 

végeztük. Az összes vizsgált agonista koncentráció-függően gátolta az 1 µM FSK által 

stimulált cAMP-akkumulációt. A koncentráció-hatás görbék (13. ábra) alapján meghatározott 

EC50 értékek (3. táblázat) az alábbi hatékonysági (potency) sorrendet eredményezték: NA ≥ 

UK14,304 > B-HT 920 > oximetazolin > guanabenz > klonidin > moxonidin > fenilefrin. Míg 

a NA, UK14,304 és B-HT 920 szinte teljesen gátolta a FSK által kiváltott cAMP-választ (> 

94%), a többi vizsgált vegyület parciális gátló hatással és az alábbi hatáserősségi (efficacy) 

sorrenddel volt jellemezhető: UK14,304 ≥ NA > B-HT 920 > oximetazolin ≥ klonidin > 

moxonidin > fenilefrin ≥ guanabenz (3. táblázat). Az MK912 és yohimbin koncentráció-

függően visszafordította az UK14,304 gátló hatását (17. ábra, 3. táblázat). Az UK14,304 

hatását 100 ng/ml PTX előkezelés (18 h) is teljes mértékben felfüggesztette (nem mutatott 

adat).     

   A.             B.           

     

       

 

 

 

 

13. ábra: A FSK-indukált cAMP-akkumuláció gátlása α2C-C1 sejtekben. Az adatok, 

melyeket az 1 µM UK14,304 által kiváltott gátlás %-ában adtuk meg, 4 független kísérlet 

eredményeinek átlagát ± az átlag szórását (SEM) mutatják. A görbék az A. UK14,304 ( ), 

Klonidin ( ), Moxonidin ( ), Oximetazolin ( ) valamint B. NA ( ), B-HT 920 ( ), 

Guanabenz ( ), Fenilefrin ( ) koncentráció-hatás összefüggését mutatják.  
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 5.2.3. A Gαqi5 által közvetített jelátvitel vizsgálata a [Ca
2+

]i mérésével 

Az α2-AR agonisták hatását a H7 sejtvonal [Ca
2+

]i szintjére fluorometriás módszerrel 

vizsgáltuk. Az α2C-AR receptort és Gαqi5 kiméra fehérjét kifejező sejtvonalban a [Ca
2+

]i-ban 

bekövetkező változás a vizsgált agonisták koncentrációjától függő növekedést mutatott (14. 

ábra). A maximális válasz 50%-át létrehozó agonista koncentrációk (EC50) által jellemezhető 

hatékonysági sorrend: UK14,304 ≥ NA > oximetazolin  > B-HT 920 > klonidin > guanabenz 

> moxonidin > fenilefrin volt (3. táblázat). A cAMP teszthez hasonlóan, a [Ca
2+

]i  tesztben is 

megkülönböztethetőek voltak a teljes és parciális agonisták. Az UK14,304 válasz 

százalékában kifejezett Emax értékeket a 97% (NA) és 76% (fenilefrin) közötti tartományban 

az UK14,304 ≥ NA > B-HT 920 > moxonidin ≥ guanabenz ≥ oximetazolin > klonidin > 

fenilefrin hatáserősségi sorrend jellemezte.   

A 40 nM UK14,304 kiváltotta [Ca
2+

]i-emelkedést MK912-vel és yohimbinnel 

koncentrációfüggő módon gátolni lehetett (17. ábra, 3. táblázat). A PLC-inhibitornak, az U-

73122-nek az UK14,304 által kiváltott [Ca
2+

]i válaszra gyakorolt koncentrációfüggő gátló 

hatása (IC50 = 1,51 ± 0,18 M) igazolta, hogy a H7 sejtvonalban tapasztalt [Ca
2+

]i-változás a 

kiméra Gαqi5 alegység PLC-közvetített szignalizációjának a következménye. 

   

A.           B. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

14. ábra:  Az α2-AR agonisták koncentrációfüggő hatása a H7 sejtvonal [Ca
2+

]i változására.  
Az adatok, melyeket az 1 µM UK14,304 által kiváltott válasz %-ában adtuk meg, 4-7 

független kísérlet eredményeinek átlagát ± az átlag szórását (SEM) mutatják. A görbék az A. 

UK14,304 ( ), Klonidin ( ), Moxonidin ( ), Oximetazolin ( ) valamint B. NA ( ), B-HT 

920 ( ), Guanabenz ( ), Fenilefrin ( ) koncentráció-hatás összefüggését mutatják.  
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  5.2.4. A β-arresztin-2 transzlokációjának vizsgálata 

Az aktivált α2C-AR és a β-arresztin-2 közötti interakciót enzim-fragmens 

komplementációval PathHunter
TM

 eXpress ADRA2C β-arresztin CHO-K1 sejtekben 

vizsgáltuk. A sejtek agonistákkal történt stimulációja a β-arresztin-2 α2C-AR-hoz való 

kötődésének következtében koncentrációfüggően megemelte a β-galaktozidáz aktivitását (15. 

ábra). A koncentráció-hatás görbék alapján meghatározott EC50 és Emax értékek (3. táblázat) a 

cAMP és [Ca
2+

]i tesztekben tapasztalt hatékonysági és hatáserősségi sorrendtől eltérő 

sorrendet mutattak: oximetazolin > UK14,304 > klonidin > B-HT 920 > NA > guanabenz > 

fenilefrin > moxonidin valamint NA ≥ UK14,304 > moxonidin ≥ B-HT 920 > guanabenz > 

fenilefrin > klonidin > oximetazolin. A β-arresztin teszt is alkalmasnak bizonyult a teljes és 

parciális agonisták megkülönböztetésére, azonban a parciális agonisták maximális válaszai 

kisebbek voltak a cAMP és [Ca
2+

]i tesztekben meghatározott Emax értékeknél (3. táblázat). 

Mindemellett az agonisták átlagosan 1,6 log egységnyi hatékonyság-csökkenését is 

tapasztaltuk a Gαi- és Gαqi5-fehérje aktivációt detektáló funkcionális tesztekhez képest.  

Az UK14,304-indukálta β-arresztin-2 transzlokációt az MK912 és a yohimbin 

koncentrációfüggő módon gátolta (17. ábra és 3. táblázat). 100 ng/ml PTX előkezelés nem 

befolyásolta az UK14,304 hatására kialakuló β-arresztin transzlokációt, sem az UK14,304 

Emax (100 ± 0,2%) sem az EC50 értéke (133 ± 7 nM) nem változott szignifikáns mértékben a 

PTX kezelést követően (Emax = 91 ± 3%, EC50 = 153 ± 10 nM). 

 

  A.        B.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

15. ábra: A β-arresztin-2 α2C-AR receptorhoz való kötődésének vizsgálata. Az adatok, 

melyeket a 30 µM UK14,304 válasz %-ában adtuk meg, 3 független kísérlet eredményeinek 

átlagát ± az átlag szórását (SEM) mutatják. A görbék az A. UK14,304 ( ), Klonidin ( ), 

Moxonidin ( ), Oximetazolin ( ) valamint B. NA ( ), B-HT 920 ( ), Guanabenz ( ), 

Fenilefrin ( ) koncentráció-hatás összefüggését mutatják. 
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5.2.5. Az α2C-AR internalizációjának vizsgálata 

Az aktivált receptorok internalizációját az enzim-fragmens komplementáción alapuló 

PathHunter
TM

 ADRA2C teljes GPCR internalizáció módszer segítségével U2OS sejtekben 

vizsgáltuk. A vizsgált agonisták mindegyike koncentrációfüggően növelte a korai 

endoszómákban holoenzimmé alakuló β-galaktozidáz aktivitását (16. ábra). A teljes és 

parciális agonisták internalizációjára jellemző maximális válaszok a 180 perces kezelést 

követően szinte teljes mértékben azonosak voltak a β-arresztin-2 transzlokációt jellemző Emax 

válaszokkal (3. táblázat) és az alábbi hatáserősségi sorrendet mutatták: NA > UK14,304 > B-

HT 920 > guanabenz > fenilefrin > moxonidin > klonidin > oximetazolin. A vizsgált 

vegyületek hatékonysága azonban átlagosan kb. 1 log egységgel alacsonyabb volt a β-

arresztin-2 kötődését vizsgáló tesztben kapott eredményeinkhez képest: NA > UK14,304 > 

BH-T 920 > guanabenz > moxonidin > klonidin > fenilefrin hatékonysági sorrend mellett (3. 

táblázat). Az oximetazolin igen alacsony internalizációs aktivitása (23% aktivitás 180 µM-ban 

és 12% 90 µM-ban) nem tette lehetővé az EC50 értékének meghatározását.  

 

  A.        B. 

 

 

 

 

 

 

 

16. ábra: Az α2-AR agonisták koncentrációfüggő hatása U2OS sejtekben expresszált  α2C-

AR internalizációjára. Az adatok, melyeket a 180 µM UK14,304 által kiváltott válasz %-

ában adtuk meg, 3 független kísérlet eredményeinek átlagát ± az átlag szórását (SEM) 

mutatják. A görbék az A. UK14,304 ( ), Klonidin ( ), Moxonidin ( ), Oximetazolin ( ) 

valamint B. NA ( ), B-HT 920 ( ), Guanabenz ( ), Fenilefrin ( ) koncentráció-hatás 

összefüggését mutatják. 

 

Az UK14,304-indukálta internalizációt mind az MK912, mind pedig a yohimbin 

koncentrációfüggően gátolta (17. ábra, 3. táblázat). A β-arresztin-2 transzlokációhoz 
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hasonlóan, 100 ng/ml PTX előkezelés nem befolyásolta az α2C-AR internalizációját sem, az 

UK14,304 maximális válasza és hatékonysága minimális mértékben csökkent a kezelést 

követően (Emax értékek 100 ± 0,4% és 92 ± 6%, valamint EC50 értékek 1332 ± 155 nM és 

1594 ± 183 nM). 

 

 A.        B. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

17. ábra: Az MK912 (A.) és yohimbin (B.) koncentrációfüggő gátló hatása az UK14,304 

kiváltotta válaszokra különböző funkcionális tesztekben α2C-AR-t expresszáló 

sejtvonalakon. Az adatok, melyeket a ~ EC80  koncentrációban alkalmazott UK14,304 által 

kiváltott válasz gátlás %-ában adtuk meg, 3-4 független kísérlet eredményeinek átlagát ± az 

átlag szórását (SEM) mutatják. A görbék a cAMP ( ), a Ca
2+

 ( ), a β-arresztin ( ) és az 

internalizáció ( ) tesztek funkcionális válaszainak koncentrációfüggő gátlását mutatják. Az 

antagonisták önmagukban egyik tesztben sem váltottak ki funkcionális választ. 

 

A továbbiakban megvizsgáltuk a különböző agonistáknak az α2C-AR internalizáció 

kinetikájára gyakorolt hatását. Míg az internalizáció mértéke a maximális koncentrációban 

(180 µM) alkalmazott két teljes agonista, a NA és UK14,304 esetén  hasonló volt a stimuláció 

után 180 perccel (teljes vizsgált időtartam), az internalizáció időbeli lefutásában szignifikáns 

különbségeket tapasztaltunk (18. és 19. ábra). Az UK14,304 hatására gyorsan bekövetkezett 

az aktivált receptorok internalizációja, 15 perccel a stimulációt követően már a teljes 

internalizáció 54%-a detektálható volt. 30, valamint 60 perccel az aktiváció után a receptorok 

59, valamint 69%-a került a sejtek felszínéről az endocitotikus vezikulákba a maximálisan 

internalizálódó mennyiséghez képest. Az endogén liganddal aktivált receptorok azonban 

sokkal lassabb internalizációs kinetikát mutattak, 15, 30, valamint 60 perccel a stimuláció 

után a teljes internalizáció 3, 14, valamint 33%-a volt megfigyelhető. A parciális agonista 

imidazolin-származékok (oximetazolin, moxonidin és klonidin) hatására a receptorok 
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internalizációs kinetikája az UK14,304 általi aktivációhoz nagyon hasonló mintázatot 

mutatott, tehát a receptorok gyors endocitózisát figyeltük meg (18. és 19. ábra). A parciális 

hatáserősség következtében azonban a teljes internalizáció mértéke az UK14,304 válaszhoz 

képest jóval kisebb volt (18. ábra). A fenilefrin az imidazolin származékokhoz hasonlóan 

szintén gyorsan kiváltotta a receptorok internalizációját, míg a B-HT 920-szal és a 

guanabenzzel stimulált receptorok internalizációs kinetikája nem különbözött szignifikánsan 

az endogén ligandétól (18. és 19. ábra). 

   A.         B. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

18. ábra: Az agonisták (180 µM) által kiváltott α2C-AR internalizáció időbeli lefutása U2OS 

sejtekben. Az adatokat a nem stimulált sejtek válaszának %-ában fejeztük ki, és 3-4 független 

kísérlet eredményeinek átlagát ± az átlag szórását (SEM) mutatják. A görbék az A. UK14,304 

( ), Klonidin ( ), Moxonidin ( ), Oximetazolin ( ) valamint B. NA ( ), B-HT 920 ( ), 

Guanabenz ( ), Fenilefrin ( ) indukálta internalizáció időfüggését mutatják. 

 

Az eredmények statisztikai értékelésekor a normalizált válasz %-okat hasonlítottuk 

össze ANOVA-val, majd az azt követő Tukey-féle post hoc próbával, p < 0,05 szignifikancia-

szint mellett. Mindegyik agonista saját maximális válasz arányában kifejezett internalizációs 

válasza közötti különbség szignifikáns volt a következő párosításokban: NA-val 

összehasonlítva 15 és 30 perccel a stimulációt követően az összes imidazolin: UK14,304 

(p<0,001 és p<0,01), oximetazolin (p<0,001), klonidin (p < 0,05) és moxonidin (p < 0,01 és 

p<0,05) valamint fenilefrin (p < 0,05) esetén, NA-val összehasonlítva 60 perccel az aktivációt 

követően az UK14,304 (p < 0,05), oximetazolin (p < 0,001) és fenilefrin (p < 0,05) esetén. Az 

agonista stimulálás utáni 15. és 30. percben mért internalizáció reprezentatív diagramjai a 19. 

ábrán láthatók. 
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 A.        B.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

19. ábra:  Az α2-AR agonisták (180 µM) által kiváltott internalizáció a stimulációt követő 

15. és 30. percben. Az adatok, melyeket a stimuláció után 180 perccel mért maximális 

internalizáció %-ában adtunk meg, 3 független kísérlet eredményeinek átlagát ± az átlag 

szórását (SEM) mutatják. A statisztikai szignifikancia (p < 0,05) eldöntésére alkalmazott 

Tukey-féle post hoc próbával kombinált varianciaanalízis (ANOVA) szignifikáns különbséget 

mutatott  a receptor internalizációjának kinetikájában az UK14,304, oximetazolin, moxonidin, 

klonidin és fenilefrin általi aktiváció esetén a NA-val összehasonlítva mindkét vizsgált 

időpontban. 

A * a statisztikailag szignifikáns különbségeket jelzi: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. 

 

5.3. Az α2C-AR agonisták funkcionális szelektivitásának elemzése 

 

Az α2C-AR stimulációja következtében párhuzamosan aktiválódó jelátviteli utak 

funkcionális válaszainak összehasonlítása megmutatta, hogy egyetlen vizsgált agonista sem 

volt teljes mértékben egy adott szignalizációs útvonalra szelektív. Ugyanakkor a ligandok 

funkcionális válaszainak különböző hatékonysági és hatáserősségi sorrendje (3. táblázat) arra 

utalt, hogy ezen agonisták a G-fehérje-függő és a G-fehérje-független jelátviteli útvonalakat 

különböző mértékben aktiválták. Pl. a β-arresztin tesztben az oximetazolin, UK14,304 és 

klonidin a NA-nál hatékonyabbnak bizonyult, miközben a cAMP, a [Ca
2+

]i tesztekben 

valamint az internalizáció vizsgálata során az endogén ligand volt a hatékonyabb. Mivel 

irodalmi adatok alapján az egyes jelpályákat jellemző erősorrend különbségek funkcionális 

szelektivitásra utalhatnak, ennek mértékét szerettük volna kvantitatívan is meghatározni. A 

vizsgált agonisták különböző szignalizációs utak iránti preferenciájának kvantitatív 

elemzéséhez a relatív aktivitás (RA) módszert használtuk. Mivel a funkcionális aktivitást 
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jellemző koncentráció-hatás görbék meredeksége egyetlen agonista esetén sem különbözött 

szignifikánsan egytől (Hill slope ~ 1), az RA modell alkalmazható volt az α2C-AR-on ható 

ligandok jellemzésére. Az egyes agonisták RA (RA = Emax/EC50) értékeinek logaritmusát 

(log(RA)) valamint ezen értékek NA-ra normalizált adatait (log(RAn)) a 4. táblázatban, a 

különböző útvonalak log(RAn) értékekből származtatott bias faktorokat az 5. táblázatban 

foglaltam össze. A bias faktor értéke az endogén agonista NA esetén 1. A Student-féle 

párosítatlan t-próbával statisztikailag értékelt és egytől szignifikánsan különböző bias 

faktorok (kiemelten jelölve az 5. táblázatban) olyan agonistákra utaltak, amelyek bizonyos 

fokú útvonal-specificitással rendelkeztek („partially biased”). 

Az eredményeink azt mutatták, hogy az endogén liganddal összehasonlítva az 

UK14,304, moxonidin, klonidin, guanabenz és fenilefrin rendelkezett funkcionális 

szelektivitással a β-arresztin szignalizáció irányába, a G-fehérje aktivációhoz és receptor 

internalizációhoz képest (5. táblázat). Ez a hatás a fenilefrin esetében volt a legkifejezettebb. 

A fenilefrin receptorhoz kötődése egy olyan konformációt stabilizált, amelynek a NA által 

stabilizált konformációhoz képest 11,3-szor és 16,2-szer hatékonyabb volt a β-arresztin kötő 

képessége mint a Gαi- és Gαqi5-fehérjéket aktiváló képessége, azaz a β-arresztin-kötődés és 

cAMP-válasz közötti összehasonlítás 11,3 bias faktor értékkel volt jellemezhető, míg a β-

arresztin-kötődés és Ca
2+

-válasz összehasonlítását 16,2 bias faktor jellemezte. Az UK14,304, 

moxonidin, klonidin és guanabenz kisebb mértékű, de szintén szignifikáns elfogultságot 

mutatott a β-arresztin szignalizáció irányába (1,6 és 6,6 közötti bias faktor értékek) a NA-hoz 

képest (5. táblázat). A fenilefrin-stimulált receptorok Gαi- és Gαqi5 aktivációja és a receptorok 

internalizációjának összehasonlítása 3,1 és 4,5 bias faktorral jellemezhető szignifikáns bias 

hatást mutatott az internalizáció irányába. Ugyanakkor a klonidin sokkal hatékonyabb volt a 

G-fehérje aktivációban, mint a receptor internalizációban (5. táblázat). A Gαi- és a Gαqi5 

aktivációra irányuló szelektivitás mértéke 8,6 (cAMP-válasz) és 15,7 (Ca
2+

-válasz) bias 

faktorral volt jellemezhető. A NA-hoz képest az összes agonista hatékonyabban aktiválta a β-

arresztin transzlokációt, mint a receptor internalizációt (az oximetazolin internalizációs 

hatékonyságát az EC50 érték hiánya miatt nem tudtuk kiszámítani). Mivel a vizsgált ligandok 

által stabilizált konformációk ugyanolyan mértékben aktiválták a Gαi- és a Gαqi5-fehérjéket, a 

cAMP- és Ca
2+

-szignalizáció között nem volt statisztikailag szignifikáns különbség.  
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4. Táblázat:  Az α2C-AR-on ható agonisták relatív aktivitásából (RA) származtatható logRA és normalizált log(RAn) meghatározása. 

 

 

Az RA értékeket minden vizsgált agonistára és jelpályára a 3. táblázatban összesített adatokból, az Emax és EC50 értékek arányaként definiáltuk. 

Az így kapott RA értékek logaritmusa a log(RA). A különböző funkcionális tesztek érzékenységéből adódó különbségek kiküszöbölésére minden 

jelpálya esetén a vizsgált agonisták log(RA) értékeit az endogén ligand, a NA log(RA) értékeire normalizálva jutottunk a log(RAn) értékekhez. 

n.a: nem alkalmazható 

Agonisták 

 

Ca
2+

-felszabadulás 
 

cAMP  
 

β-arresztin transzlokáció 
 

Internalizáció 

log(RA) log(RAn) 

 

logRA logRAn 

 

logRA logRAn 

 

logRA logRAn 

Noradrenalin 1,71 ± 0,07     0 ± 0,10  1,59 ± 0,03      0 ± 0,04  -0,38 ± 0,03     0 ± 0,04  -0,96 ± 0,03     0 ± 0,04 

Fenilefrin -0,68 ± 0,05 -2,40 ± 0,09  -0,65 ± 0,03 -2,24 ± 0,04  -1,57 ± 0,01 -1,19 ± 0,03  -2,71 ± 0,01 -1,75 ± 0,03 

UK14,304 1,77 ± 0,03 0,06 ± 0,08  1,51 ± 0,02 -0,08 ± 0,04  -0,12 ± 0,02 0,26 ± 0,04  -1,12 ± 0,05 -0,16 ± 0,06 

Klonidin 0,07 ± 0,04 -0,67 ± 0,08  0,66 ± 0,01 -0,93 ± 0,03  -0,68 ± 0,05 -0,3 ± 0,06  -2,82 ± 0,06 -1,86 ± 0,07 

Moxonidin -0,13 ± 0,05 -1,85 ± 0,09  -0,48 ± 0,01 -2,08 ± 0,03  -1,87 ± 0,02 -1,48 ± 0,04  -2,64 ± 0,02 -1,69 ± 0,03 

Oximetazolin 1,47 ± 0,08 -0,25 ± 0,11  1,18 ± 0,07 -0,41 ± 0,08  -0,69 ± 0,003 -0,31 ± 0,03  n.a n.a 

 B-HT 920 1,22 ± 0,03 -0,5 ± 0,08  1,38 ± 0,02 -0,21 ± 0,04  -0,51 ± 0,09 -0,13 ± 0,1  -1,63 ± 0,04 -0,68 ± 0,05 

Guanabenz 0,61 ± 0,06 -1,1 ± 0,09  0,78 ± 0,05 -0,81 ± 0,06  -0,67 ± 0,07 -0,28 ± 0,08  -2,04 ± 0,04 -1,08 ± 0,05 
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5. Táblázat:  Az α2C-AR receptoron ható agonisták funkcionális szelektivitásának elemzése a bias faktor meghatározásával.  

 

 

A vizsgált agonisták funkcionális szelektivitásának elemzéséhez a 4. táblázatban összesített log(RAn) értékek lehetővé tették az aktivált 

szignalizációs útvonalak összehasonlítását a ΔΔLog(RA) = log(RAn)[jelpálya1] - log(RAn)[jelpálya2] képlet alapján. A jelátvitel szelektív 

agonizmus mértékét a bias faktorral fejeztük ki, melyet számszerűen a 10
ΔΔlog(RA)

 érték jellemez. A log(RAn)[jelpálya1] - log(RAn)[jelpálya2] 

szórás (S.E.M.) értékeit a √((S.E.M.: log(RAn)[jelpálya1])
2
 + (S.E.M.: log(RAn)[jelpálya2])

2
) képlet alapján határoztuk meg. A Student-féle 

párosítatlan t-próbát a nyers log(RA) értékekre alkalmaztuk, összehasonlítva minden agonista log(RA)[jelpálya1] – log(RA)[jelpálya2] értékeit a 

referencia agonista NA log(RA)[jelpálya1] – log(RA)[jelpálya2] értékeivel. A kiemelten jelölt bias faktorok valamint a * a statisztikailag 

szignifikáns különbségeket jelzik: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. n.a: nem alkalmazható 

 

Agonisták 

 

LogRAn [jelpálya 1 – jelpálya 2] 

[arresztin-

cAMP] 
Bias 

faktor 

[arresztin-

Ca
2+

] 
Bias 

faktor 

[arresztin-

internal] 
Bias 

faktor 
[Ca

2+
- 

cAMP] 
Bias 

faktor 
[Ca

2+
 -

internal] 
Bias 

faktor  
[cAMP-

internal] 

Bias 

faktor 

Noradrenalin        0 ± 0,06 1 0 ± 0,11 1 0 ± 0,06 1      0 ± 0,11 1     0 ± 0,11 1   0 ± 0,06 1 

Fenilefrin  1,05 ± 0,05*** 11,3   1,21 ± 0,1*** 16,2 0,56 ± 0,05** 3,66   -0,16 ± 0,10 0,7 -0,65 ± 0,10* 0,23 -0,49 ± 0,05** 0,32 

UK14,304   0,35 ± 0,06* 2,22 0,21 ± 0,09* 1,61   0,43 ± 0,07* 2,67 0,14 ± 0,09 1,33  0,22 ± 0,09 1,66   0,08 ± 0,07 1,2 

Klonidin  0,63 ± 0,07*** 4,28     0,37 ± 0,1* 2,33  1,56 ± 0,09*** 36,7 0,26 ± 0,09 1,83  1,2 ± 0,11** 15,7  0,93 ± 0,07** 8,57 

Moxonidin  0,59 ± 0,05*** 3,92  0,36 ± 0,09* 2,3 0,2 ± 0,05* 1,59 0,23 ± 0,09 1,71  -0,16 ± 0,09 0,69  -0,39 ± 0,05 0,41 

Oximetazolin   0,10 ± 0,08 1,26    -0,06 ± 0,11 0.86 n.a n.a 0,16 ± 0,13 1,46 n.a n.a n.a n.a 

B-HT 920   0,09 ± 0,1 1,22     0,37 ± 0,12 2.32 0,55 ± 0,11** 3,53 -0,28 ± 0,09 0,53  0,18 ± 0,09 1,52   0,46 ± 0,06 2,89 

Guanabenz   0,53 ± 0,1*** 3,35    0,82 ± 0,12*** 6,58  0,80 ± 0,09** 6,28 -0,29 ± 0,11 0,51  -0,02 ± 0,10 0,95   0,27 ± 0,08 1, 87 
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5.4. A létrehozott rekombináns sejtvonal alkalmazása a hatóanyag-

kutatásban 

Az általunk létrehozott H7 sejtvonal lehetővé tette újszerű α2C-AR agonisták 

azonosítását automatizált mérőrendszerben végzett fragmensszűrés segítségével, amelyhez a 

receptorkötési teszt és a funkcionális [Ca
2+

]i teszt jelentette a kiindulópontot. Nagyobb 

mennyiségű vegyület szürővizsgálatát megelőzően elemeztük a fenti módszerek 

alkalmasságát a fragmensszűrésre egy kisebb teszt-vegyületcsoport segítségével (Maybridge 

vegyülettárból származó 160 változatos szerkezetű fragmens). A találati arány a kötődési 

tesztben 30%-nak, a funkcionális tesztben 2%-nak adódott. Közös találatként pedig egy 

hatékony, nagy affinitású (Ki = 1,5 µM) vegyület azonosítottunk. Mivel a receptorkötési teszt 

szokatlanul magas célpont-specifikus találati aránya elővigyázatosságra adott okot (a tesztelt 

fragmensek egy peptid receptor kötési tesztjében kivétel nélkül hatástalannak bizonyultak), a 

funkcionális tesztet választottuk a 3071 tagú fragmens-vegyülettár (AMRI) nagy 

áteresztőképességű szűréséhez. A 250 µM tesztkoncentrációban, 2 párhuzamossal 

(duplikátumban) kivitelezett szűrés alacsony mérésen belüli variabilitással rendelkezett (Z’ = 

0,80 ± 0,07). Az 50%-os aktivitási küszöböt a tesztelt vegyületek 10,3%-a, mintegy 318 

találat érte el. Az újramérés során azonban csupán 86 vegyület 50%-os aktivitását tudtuk 

megerősíteni. A meglehetősen alacsony (27%) megerősítési arány a biológiai rendszer 

érzékenységének napok közti variabilitásával magyarázható, ugyanis a megerősítés során az 

eredeti 318 találatból 217 vegyület 500 µM koncentrációban elérte az 50%-os aktivitási 

küszöbértéket. A mérőnapok közti variabilitás a referencia agonista UK14,304 

hatékonyságának csökkenésében is jelentkezett. A nem-specifikus, α2C-AR független 

aktivitást mutató (hamis pozitív) találatok kiszűrésére a megerősített találatokat sst4 receptort 

expresszáló sejteken is megvizsgáltuk. A megerősített 86 találatból 21 vegyület kevesebb, 

mint 30% -ban növelte a citoplazma L803,087-indukálta [Ca
2+

]i-változását. A target-

specificitás további megerősítéseként a receptorkötési és funkcionális vizsgálatok 16 vegyület 

koncentrációfüggő hatását igazolták, így végső soron a fragmens alapú szűrés 16 validált 

fragmens találatot eredményezett.  

A fragmens találatok továbbfejlesztési potenciáljának felmérésére elvégeztük a 16 

vegyület kémiai környezetének vizsgálatát a Richter Gedeon NyRt. nagy diverzitású 

vegyülettárának hasonló szerkezetű és a nehéz-atom-szám alapján lehetőleg azonos méretű 

vegyületeinek szűrésével. Minden megerősített találat öt legközelebbi szerkezeti analógjának 

meghatároztuk a kötődési affinitását és a 10 µM alatti Ki értékkel rendelkező analógoknak 
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meghatároztuk a [Ca
2+

]i tesztben detektálható funkcionális aktivitását 20 µM 

tesztkoncentrációban. Mindemellett, gyógyszerkémiai szempontokat figyelembe véve 

jellemeztük a találatokat és a szerkezeti analógokat a ligand hatékonyság (LE) valamint a 

ligand-hatékonyság-függő lipofilitás (LELP) értékeinek meghatározásával.  

A 6. táblázatban feltüntetett legérdekesebbnek talált vegyületek az eredeti találatoknál 

(A és B vegyület) jobb receptorkötési affinitással és jobb ligand-hatékonyság-függő 

lipofilitással rendelkeztek (C, D, és E vegyület). Ezek a szerkezeti analógok a [Ca
2+

]i tesztben 

nem váltottak ki funkcionális választ, ugyanakkor hatékonyan gátolták az UK14,304 által 

előidézett [Ca
2+

]i-emelkedést. Mikor további kísérletek során megvizsgáltuk, hogy a 

kiválasztott vegyületek képesek-e a receptor különböző jelátviteli folyamatainak szelektív 

aktiválására, esetleg gátlására, azt tapasztaltuk, hogy a [Ca
2+

]i tesztben kapott eredményekhez 

hasonlóan, ezek a vegyületek a többi vizsgált jelpályát sem aktiválták, viszont az UK14,304 

EC80 válaszát minden funkcionális tesztben gátolták.   

  

6. Táblázat: A fragmens találatok szerkezeti analógjainak kötődési affinitása és 

funkcionális aktivitása. 

  

Találatok környezete Találatok 

Vegyüle

t 
Szerkezet pKi 

LE / 

LELP 

Funkcionális aktivitás* (%) 
Vegyület Szerkezet pKi 

LE / 

LELP Ca
2+

 cAMP β-arr. int. 

C 

 

6,25 
0,61 / 

1,8 
82 80 90 90 A 

 

5,82 
0,57 / 

1,9 

D 

 

6,62 
0,65 / 

1,7 
87 83 98 96 A 

 

5,82 
0,57 / 

1,9 

E   

 

6,60 0,43 / 

5,8 

84 74 93 90 B 

 

5,21 
0,37 / 

8,7 

 

*Funkcionális aktivitás: az UK14,304 EC80 válaszának gátlása 20 µM-ban ([Ca
2+

]i és cAMP) 

illetve 100 µM-ban (β-arresztin és internalizáció) 
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6. Megvitatás 

A G-fehérje-kapcsolt receptorok a gyógyszerkutatás legnépszerűbb molekuláris 

célpontjait jelentik (Lappano és Maggiolini, 2011; Swinney és Anthony, 2011). Fontosságukat 

jelzi, hogy a piacon levő gyógyszerek 30-40%-a valamely GPCR működését befolyásolja 

(Rask-Andersen és mtsai., 2011; Stevens és mtsai., 2013). Napjaink gyógyszerkutatási 

gyakorlatában azonban már nem csupán a molekuláris célpont kiválasztása és validálása, 

hanem a hozzá kapcsolódó, (kór)élettani szempontból releváns jelpályák validálása is 

elsődleges fontosságúvá vált.  

Az elmúlt évek kutatási eredményei rávilágítottak, hogy a GPCR-ek nem csupán a G-

fehérjék aktiválásával fejthetik ki a hatásukat. Az aktivált receptorokhoz kötődő β-arresztinek 

révén egyidejűleg G-fehérje-független jelátviteli utak is aktiválódnak, amelyek akár 

egymástól eltérő funkcionális hatásokat is közvetíthetnek (Luttrell és mtsai., 1999; DeFea és 

mtsai., 2000b; Luttrell és Gesty-Palmer, 2010). A szignalizációs útvonalak funkcionális 

különbségeinek felismerése a jelátviteli folyamatok szelektív modulációjára irányította a 

figyelmet, és ezzel párhuzamosan a farmakológiai kutatásban a különböző 

szignáltranszdukciós utakat vizsgáló módszerek szerepe is egyre inkább felértékelődött (van 

Der Lee és mtsai., 2008; Hanson és mtsai., 2009; Rajagopal és mtsai., 2011; Castaldo és 

mtsai., 2014; Zhu és mtsai., 2014). A jelátviteli útvonalak részletes feltérképezése, a 

különböző szignalizációs útvonalak funkcionális különbségeinek megismerése 

kulcsfontosságú egy adott betegség patomechanizmusának lehető legteljesebb megértéséhez, 

és ezáltal jobb hatásspektrumú gyógyszerek kifejlesztéshez. 

 

6.1. α2C-AR farmakológiai vizsgálata, a G-fehérje-függő és G-

fehérje-független szignalizációs útvonalak jellemzése 

Az aktivált α2C-AR több irányú jelátviteli folyamatot indít el a sejtekben. A különféle 

G-fehérjék serkentése mellett a receptor képes β-arresztint kötni és internalizálódni is 

(Limbird, 1988; Eason és mtsai., 1992; Daunt és mtsai., 1997; Kukkonen és mtsai., 1998; 

DeGraff és mtsai., 1999). 

Az α2C-AR G-fehérje-függő és G-fehérje-független szignalizációs útvonalainak 

jellemzésére különböző in vitro módszereket alkalmaztunk és optimalizáltunk, amelyek 

alkalmasak lehetnek nagyszámú vegyület farmakológiai vizsgálatára. Kísérleteinkben négy 
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jelátviteli rendszer farmakológiai sajátságait vizsgáltuk. A Gαi jelpályát α2C-AR-t expresszáló 

CHO-K1 sejtek (cAMP teszt), a Gαqi5 szignalizációt α2C-AR-t és kiméra Gαqi5 fehérjéket 

koexpresszáló CHO-K1 sejtek [Ca
2+

]i teszt); a β-arresztin transzlokációt PK-jelölt α2C-AR-t és 

EA-jelölt β-arresztin-2-t koexpresszáló CHO-K1 sejtek (β-arresztin teszt), a receptor 

internalizációt pedig EA-jelölt α2C-AR-t és PK-jelölt endoszómákat koexpresszáló U2OS 

sejtek funkcionális válaszainak összehasonlításával jellemeztük. A funkcionális tesztekben 

különböző szerkezeti családokba tartozó agonistákat: két feniletilamint (NA és fenilefrin), egy 

guanidint (guanabenz), egy oxazolint (B-HT 920), 4 imidazolint (UK14,304, oximetazolin, 

klonidin, moxonidin), valamint antagonistákat (MK912 és yohimbin) alkalmaztunk. Az 

agonisták hatékonysági sorrendje igen hasonló volt a cAMP és [Ca
2+

]i tesztekben, viszont 

meglehetősen különbözött a β-arresztin tesztben kapott hatékonysági sorrendtől. Ehhez 

hasonlóan, az agonisták hatáserősségi sorrendje azonos volt a Gαi- és Gαqi5-fehérjék 

aktivációját detektáló tesztek esetén, de különbözött a β-arresztin transzlokáció és receptor 

internalizáció esetében tapasztalt hatáserősségi sorrendtől. A NA és UK14,304 minden 

tesztben teljes agonista volt, a B-HT 920 a cAMP és [Ca
2+

]i tesztekben teljes agonistaként, a 

β-arresztin és internalizációs tesztekben viszont parciális agonistaként volt jellemezhető. Az 

összes többi ligand az irodalmi adatokkal megegyezően parciális agonista hatással 

rendelkezett (Munk, 1994; MacDonald és mtsai., 1997; Parsley és mtsai., 1999; Pauwels és 

Colpaert, 2000c;  Umland és mtsai., 2001; Millan, 2002; Szabó, 2002, Stone és mtsai., 2003), 

kisebb hatáskiváltó képességgel (Emax) a G-fehérje-független jelpályákon.  Az antagonisták az 

irodalmi adatoknak megfelelő hatékonysággal gátolták az UK14,304 EC80 válaszát mind a 

négy vizsgált útvonal esetén (Schaak és mtsai., 1997; Uhlen és mtsai., 1997; Lalchandani és 

mtsai., 2002; Mustafa és mtsai., 2005).  

A Gαi kapcsolt α2C-AR G-fehérje-függő szignalizációja elsősorban cAMP tesztekkel 

vizsgálható. Az általunk beállított HTRF-alapú cAMP tesztben az agonisták az irodalmi 

adatoknak megfelelő hatékonysággal gátolták a forskolin stimulálta cAMP akkumulációt 

(Jeon és mtsai., 1995; Parsley és mtsai., 1999; Umland és mtsai., 2001), az antagonisták 

pedig koncentrációfüggően visszafordították az agonista (UK14,304) hatását (Lalchandani és 

mtsai., 2002). A módszer azon túl, hogy jó egyezést mutatott más munkacsoportok 

eredményeivel, kisebb volumenű szűrővizsgálatokra is kiválóan alkalmasnak bizonyult. 

Annak ellenére, hogy a teszt technikai szempontból a nagyszámú vegyület vizsgálatának 

feltételeit is teljesítette, hátrányaként említhető a reagensek meglehetősen magas ára, valamint 

az, hogy a hosszú inkubációs idők miatti áteresztőképessége is elmaradt a várttól. Erre a 

problémára jelenthetnek megoldást a kiméra vagy promiszkuus G-fehérjék, amelyek 



 65 

segítségével az eredetileg más jelátviteli útvonallal jellemezhető receptorok is a Gαq 

szignalizáció irányába „terelhetők”. Ezáltal Ca
2+

-fluorometria segítségével gyors és 

költséghatékony módon vegyületek nagy mennyisége tesztelhető abban az esetben, ha a 

rekombináns G-fehérjék nem okoznak változást a receptorok aktiválhatóságában. 

Az első kiméra G-fehérjéket Conklin és munkatársai (1993) hozták létre azáltal, hogy 

a Gαq G-fehérje alegység C-terminálisán elhelyezkedő 1-23 aminosavat a Gαi G-fehérje 

alegység szekvenciájának megfelelő aminosavakkal helyettesítették (qi1-qi23). Az így 

létrehozott kiméra fehérjéket HEK293 sejtekben A1 adenozin, D2 dopamin illetve α2A-AR 

receptorokkal együtt expresszáltatták és vizsgálták azok PLC-aktiváló képességét. Azt 

tapasztalták, hogy a receptor típusától függően a qi4-qi11 kimérák expressziója fokozta a PLC 

aktivitását, a legmarkánsabb választ azonban mindhárom receptoron a qi5 eredményezte 

(Conklin és mtsai., 1993). Ezt követően számos más Gαi kapcsolt GPCR estén is sikerrel 

alkalmazták a kiméra G-fehérje stratégiát, mint ahogy azt pl. neuropeptid Y (hY1, hY2, hY4; 

Dautzenberg és mtsai., 2005), mGluR2, mGluR4 (Gomeza és mtsai., 1996; Kowal és mtsai., 

2003; Downey és mtsai., 2005), H3 hisztamin (Uvegas és mtsai., 2002), mel-1a és mel-1b 

melatonin (Yokoyama és mtsai., 2003), D3, D4 dopamin receptorokon (Moreland és mtsai., 

2004) végzett vizsgálatok is megerősítették. Sikertelen eredményekről számoltak be azonban 

néhány más receptor esetén (pl. sst1 szomatosztatin és CB1 kannabinoid receptorok), amelyek 

jelátvitelének [Ca
2+

]i felé terelése nem volt megvalósítható kiméra G-fehérjék alkalmazásával 

(Conklin és mtsai., 1996). Ugyanakkor számos receptor promiszkuus Gα15- vagy a Gα16-

fehérjékkel történő koexpressziója jelentős agonista indukálta citoplazmatikus [Ca
2+

]i-

növekedést váltott ki pl. a β2-adrenerg, az M2 muszkarin, a D1 dopamin, a V2 vazopresszin, az 

A2A adenozin, az 5-HT1A, az fMLP, a -opioid, az S1P szfingozin-1-foszfát receptorokat 

expresszáló rekombináns sejtvonalakon (Offemanns és Simon, 1995; Valentin és Tigyi, 2012). 

Mivel a promiszkuus fehérjék nem képesek univerzálisan minden receptorhoz kötődni, 

számos Gαi kapcsolt receptor (pl. D3 dopamin, sst1 somatostatin, MT1c melatonin, CCR1 és 

CCR2 kemokin) promiszkuus fehérjékkel történő együttes expressziója nem eredményezett 

detektálható [Ca
2+

]i választ (Milligan és mtsai., 1996; Marchese és mtsai., 1999; Mody és 

mtsai., 2000; Kostenis, 2001; Liu és mtsai, 2003). Néhány esetben azonban mindkét 

megközelítés sikeres volt. Ez jellemezte az mGluR2 és az mGluR4 receptorokat (Gomeza, 

1996), az 5-HT1A receptorokat (Offermanns és Simon, 1995; Kowal és mtsai., 2002), a δ-, κ- 

és µ-opioid receptorokat (Coward és mtsai., 1999), az S1P1 szfingozin-1-foszfát receptorokat 

(Valentin és Tigyi, 2013), noha receptor típusától függően különböző mértékű kiméra, illetve 

promiszkuus G-fehérje aktiváció volt megfigyelhető. 
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Bár már Conklin és munkatársai (1993) is igazolták, hogy az α2A-AR receptorok 

kapcsolódhatnak kiméra G-fehérjékhez, a különböző jelelterelt α2-AR altípusok farmakológiai 

sajátságait Pauwels és munkatársai (2000a; 2000b; 2000c; 2000d) jellemzték. Ők α2A-AR-t és 

α2B-AR-t Gα15 promiszkuus G-fehérje alegységgel tranziens módon CHO-K1 sejtekben 

expresszáltattak és mérték a [Ca
2+

]i változásait (Pauwels és mtsai., 2000a; 2000b; 2000d). Az 

α2C-AR esetében módosított egér Gαq/i1 kiméra G-fehérje alegység jelenlétében sikerült 

agonista indukálta [Ca
2+

]i-emelkedést detektálniuk (Pauwels és Colpaert, 2000c).  

Nagyszámú vegyület funkcionális tesztelésére azonban a tranziens transzfekció 

kevésbé előnyös. Emiatt ahhoz, hogy az α2-AR ligandok hatására létrejövő PLC aktivációt ne 

csak tranziens módon vizsgálhassuk, olyan sejtvonalakat hoztunk létre, amelyek a humán α2C-

AR mellett kiméra Gαqi5 fehérjét is stabilan koexpresszálnak (Kurko és mtsai., 2009). A 

jelelterelt α2C-AR farmakológiai jellemzéséhez a létrehozott sejtvonalak válaszkészsége 

alapján Ca
2+

-fluorometriával kiválasztottuk a legnagyobb jelablakkal jellemezhető H7 

sejtvonalat, amelyben a Gαqi5 expresszióját mRNS és fehérje szinten is azonosítottuk RT-PCR 

és áramlásos citometria segítségével. A funkcionális tesztben a referencia agonisták az 

irodalmi adatoknak megfelelő hatékonysággal, koncentrációfüggően növelték a [Ca
2+

]i-t 

(Pauwels és Colpaert, 2000c), és az antagonisták gátló hatása is jó egyezést mutatott a másféle 

sejtekben mért adatokkal (Lalchandani és mtsai., 2002). Mindemellett, az általunk beállított 

cAMP és [Ca
2+

]i tesztek egymáshoz és más munkacsoportok irodalomban közölt 

eredményeihez igen hasonló eredményei arra utaltak, hogy a α2C-AR Gαi szignalizációjának 

Gαq irányba terelése nem változtatta meg a receptor farmakológiai tulajdonságait (Jeon és 

mtsai., 1995; Parsley és mtsai., 1999; Umland és mtsai., 2001., Lalchandani és mtsai., 2002). 

A vizsgált vegyületek hatékonysági és hatáserősségi sorrendje is megegyezett más 

munkacsoportok különböző funkcionális tesztekben nyert eredményeivel (pl. extracelluláris 

savasodási, [
35

S]-GTPγS kötési, cAMP és [Ca
2+

]i tesztek) (Pihlavisto és Scheinin, 1999; 

Jasper és mtsai., 1998; Umland és mtsai., 2001; Jansson és mtsai., 1999; Kukkonen és mtsai., 

1998).  

További kísérleteink során olyan sejtvonalat is létrehoztunk, amely α2C-AR-t és 

promiszkuus Gα16 fehérjét stabilan koexpresszál. Ezáltal az irodalomban elsőként kimutattuk, 

hogy az α2C-AR promiszkuus G-fehéjék révén is a Ca
2+

-szignalizáció irányába terelhető, bár a 

Gαqi5 kiméra alegység erősebb α2C-AR kötési és/vagy hatékonyabb szignáltranszdukciós 

képességgel rendelkezett (Kurko és mtsai., 2009). 

Kísérleteinkben a csak α2C-AR-t expresszáló α2C-C1 sejtvonalban 1 µM UK14,304 

hatására sem volt detektálható [Ca
2+

]i-változás. Ettől eltérően Kukkonen és munkatársai 
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(1998) azt találták, hogy az egyes α2-AR altípusok CHO-K1 sejtekben történő heterológ 

expressziója agonista-stimuláció hatására koncentrációfüggően megemelte a [Ca
2+

]i-t, amely 

feltehetőleg a G-fehérje βγ alegységei által előidézett PLC aktiváció következménye volt. Ezt 

látszott igazolni az a megfigyelés is, miszerint az UK14,304 hatékonysága mintegy 150-

szeres csökkenést mutatott az általunk meghatározott EC50 értékkel összehasonlítva 

(Kukkonen és mtsai., 1998, Kurko és mtsai, 2009). Ugyanakkor a rekombináns sejtek α2C-AR 

expressziójának különbségei (mintegy 3,5-ször nagyobb fehérje expresszió a Kukkonen és 

munkatársai által létrehozott sejtvonalban) is vezethettek a βγ alegység általi aktivációban 

tapasztalt különbségekhez (Kukkonen és mtsai., 1998, Kurko és mtsai., 2009).  

A vizsgált ligandok [Ca
2+

]i és cAMP tesztekben mért funkcionális válaszai jó 

korrelációt mutattak a [
3
H]-UK14,304 receptorkötési tesztben mért hatékonysági adatokkal is. 

Továbbá a receptorkötési teszt által szolgáltatott adatok jó egyezést mutattak az irodalomban 

közölt azon eredményekkel, melyeknél a leszorításos kísérletekben a vizsgált ligandok a 

receptor nagy affinitású kötőhelyeiért versengtek (Piletz és mtsai., 1996; Umland és mtsai., 

2001; Uhlen és mtsai., 1997; Lalchandani és mtsai., 2002; Mustafa és mtsai., 2005). 

Bár az α2C-AR G-fehérje-függő szignalizációját számos sejtféleségben igen intenzíven 

tanulmányozták, a G-fehérjétől független szignalizációs útvonalak farmakológia tulajdonságai 

és élettani jelentősége sokkal kevésbé ismert. Mivel az α2C-AR agonista által indukálta β-

arresztin kötésének hatékonysági adatait elsőként publikáltuk (Kurko és mtsai, 2014), így 

elérhető irodalmi adatok hiányában eredményeinket csak más funkcionális tesztek 

eredményeivel tudtuk összehasonlítani. Az általunk meghatározott EC50 értékek igen 

hasonlóak voltak a receptor-G-fehérje komplexek képződését megakadályozó körülmények 

között végzett receptorkötési tesztek Ki értékeivel (Pohjanoksa és mtsai., 1997; Jasper és 

mtsai., 1998; Umland és mtsai., 2001; Audinot és mtsai., 2002) valamint a GTPγS kötési 

tesztek eredményeivel is (Jasper és mtsai., 1998; Audinot és mtsai., 2002). Ugyanakkor, a 

vizsgált agonisták által kiváltott β-arresztin transzlokációt jellemző EC50 értékek 1,6 log 

egység hatékonyság csökkenést mutattak a cAMP vagy [Ca
2+

]i tesztekben meghatározott 

értékekhez képest. Úgyszintén kisebb volt a parciális agonisták hatáserőssége is. Az 

irodalomban hasonló eredményekről számoltak be µ-opioid (McPherson és mtsai., 2010), 

EDG1 és EDG2 receptorok (van Der Lee és mtsai., 2008; Yin és mtsai., 2009), S1P1 és S1P3 

receptorok (Yin és mtsai., 2009; Riddy és mtsai., 2012) vizsgálata esetén is. Az adatok közötti 

eltérés egyik lehetséges oka az lehet, hogy a cAMP és [Ca
2+

]i méréseket olyan CHO-K1 alapú 

sejtvonalakon végeztük, amelyek nagyobb receptortartalékkal (receptor reserve) rendelkeztek, 

mint a β-arresztin mérésekhez használt sejtvonal. Ezért a cAMP vagy [Ca
2+

]i tesztekben 
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ahhoz, hogy egy agonista a rá jellemző maximális hatáserősséget kiválthassa, kisebb 

receptorhányad aktivációja (kisebb receptor okkupancia) szükséges, mint a β-arresztin 

tesztben. A tartalék receptorok mennyiségének meghatározására irányuló vizsgálataink 

alapján a cAMP tesztben alkalmazott α2C-C1 sejtvonalon az α2C-AR-ok csupán 2,5%-ának 

aktivációja elégséges volt az UK14,304 félmaximális válaszának kiváltáshoz (nem mutatott 

adat). Míg a G-fehérje aktivációt követően a másodlagos hírvivők képződésével jelentős a 

jelamplifikáció mértéke, addig a β-arresztin tesztben a receptor aktiváció és β-arresztin 

transzlokáció 1:1 sztöchiometrikus aránnyal jellemezhető (Eglen és mtsai., 2007; Bassoni és 

mtsai., 2012). Ennek következtében, és az eredményeinkkel összhangban, az agonisták 

hatékonysága a β-arresztin tesztben sokkal inkább hasonló az olyan biológiai tesztekben mért 

hatékonysághoz, amely a receptor aktivációjához viszonylag közeli végpontot detektál, mint 

pl. GTPγS kötés (Rosethorne és Charlton, 2011; Bassoni és mtsai., 2012). Ugyanakkor az is 

lehetséges, hogy a β-arresztin teszt érzékenysége is alacsonyabb a G-fehérje aktivációt 

detektáló tesztekhez képest. Riddy és munkatársai (2012) az S1P3 receptoron tapasztalt 

hatékonyságcsökkenés okának magyarázataként új megközelítést vezettek elő. Szerintük a β-

arresztin receptorhoz történő transzlokációjával a receptor konformációja is megváltozik a 

csak G-fehérjét kötött receptor konformációjához képest, így a β-arresztin és [Ca
2+

]i tesztek 

közötti különbségek oka az eltérő receptorkonformációkban keresendő (Riddy és mtsai., 

2012).   

Mióta széles körben teret nyert az a felismerés, hogy számos gyógyszer(jelölt) klinikai 

hatékonyságcsökkenésének hátterében a vegyület kiváltotta gyors receptor internalizáció 

húzódik, a receptorok endocitózisának vizsgálata egyre fontosabbá vált. Az α2C-AR 

internalizációját az intracellulárisan lokalizálódó receptorok gyakori előfordulása miatt csak 

nehezen sikerült kimutatni (von Zastrow és mtsai., 1993; Wozniak és Limbird, 1996; Daunt és 

mtsai., 1997; DeGraff és mtsai., 1999; Olli-Lahdesmaki és mtsai., 1999). DeGraff és 

munkatársai (1999) igazolták, hogy α2C-AR internalizációja β-arresztin által közvetített 

folyamat, amely a G-fehérje aktiválódása nélkül is létrejön. Saját adataink is megerősítették, 

hogy az α2C-AR internalizációja független a G-fehérjék aktiválódásától: PTX előkezelés 

hatására sem az UK14,304 internalizációs hatékonyságában, sem a hatáserősségében nem 

tapasztaltunk szignifikáns változást.  

A vizsgált agonisták koncentrációfüggő módon indukálták az U2OS sejtekben 

expresszált sejtfelszíni α2C-AR internalizációját. Mivel az irodalomban nem találtunk a 

különböző agonisták internalizációs hatékonyságáról adatokat, eredményeinket a β-arresztin 

teszt adataival hasonlítottuk össze. Annak ellenére, hogy a vizsgált vegyületek hatáserőssége 
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teljesen azonos volt mindkét enzim-fragmens komplementáción alapuló tesztben, a ligandok 

internalizációs hatékonysága egy nagyságrenddel kisebbnek adódott. Ennek egyik lehetséges 

oka a mérési körülmények különbözősége a két tesztben (pl. ligand inkubációs idő), illetve a 

sejtspecifikus szabályozó fehérjék expressziójának eltérő szintje a CHO és U2OS 

sejtvonalakban. Pl. mivel az endogén β-arresztin-1 és β-arresztin-2 expressziója 

nagymértékben sejtspecifikus mintázatot mutat (Santini és mtsai., 2000; Oakley és mtsai., 

2012), és mivel az α2C-AR internalizáció leginkább meghatározó lépése a β-arresztin kötődés 

(DeGraff és mtsai., 1999), a receptor internalizációjának hatékonysága és mértéke szintén 

mutathat sejtspecifikus különbségeket. Hasonló különbségeket más receptorok estén is leírtak, 

pl. sst5 vagy kalcitonin receptorok 0,5-1 log egység különbséget mutattak a β-arresztin 

kötődést vizsgáló tesztben, attól függően, hogy CHO vagy U2OS sejtekben történt a 

transzlokáció (forrás: www.discoverx.com). 

Vizsgálatainkban minden tesztelt agonista kiváltotta az α2C-AR internalizációját U2OS 

sejtekben, de ennek mértéke és kinetikája ligandfüggő volt. A parciális agonisták kisebb 

mértékű α2C-AR internalizációt indukáltak, mint a teljes agonisták, valamint az imidazolin 

származékok kiváltotta receptor internalizáció szignifikánsan gyorsabb volt, mint az endogén 

agonista által okozott endocitózis. Bár mindkét teljes agonista (UK14,304 és NA) ugyanolyan 

mértékű internalizációt indukált 180 perccel a kezelést követően, az UK14,304 által kiváltott 

internalizáció kinetikája szignifikánsan gyorsabb volt a kezelés első 60 percéig az endogén 

agonistával összehasonlítva. Hasonlóan gyors internalizáció volt megfigyelhető a parciális 

agonista imidazolin-származékok esetén (klonidin, moxonidin, oximetazolin), valamint a 

fenilefrin esetében is a NA-val összehasonlítva. A B-HT 920 és a guanabenz internalizációs 

mintázata nem különbözött szignifikánsan a NA-tól. Szintén érdekes megfigyelés volt, hogy a 

gyors internalizációs kinetikával jellemzett agonisták β-arresztin útvonal-szelektivitása is 

kifejezettebb volt a NA-hoz képest. Klonidinnal és guanfacinnal végzett in vivo vizsgálataik 

alapján hasonló megfigyelést közöltek Lu és munkatársai (2009). A szerzők hemaglutinin 

jelölt α2A-AR-t expresszáló knock-in transzgén egereken végzett internalizációs vizsgálatai 

szerint a guanfacin hosszabb ideig tartó klinikai hatékonysága az internalizáció kinetikai 

mintázatában keresendő. Annak ellenére, hogy a klonidin és guanfacin hasonló α2A-AR 

affinitással és farmakokinetikai profillal rendelkezik, a klonidin sokkal gyorsabban kiváltotta 

az α2A-AR internalizációját SCG (felső nyaki idegdúc) neuronokban, és ennek mértéke is 

mintegy háromszorosa volt a guanfacin által indukált internalizációnak (Lu és mtsai., 2009). 

A szerzők szerint a gyorsabb internalizáció hátterében a klonidin kötődés által indukált 

http://www.discoverx.com/
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nagyobb mértékű receptor foszforiláció és β-arresztin transzlokáció állhat (Lu és mtsai., 

2009). 

6.2. α2C-AR agonisták funkcionális szelektivitásának elemzése 

Az elmúlt évtized számos kísérleti eredménye rávilágított arra, hogy a receptor 

ligandkötésének következtében aktiválódó jelátviteli utak az egyes ligandok által stabilizált, 

eltérő aktív receptor-konformációktól függően különböző mértékben aktiválódhatnak 

(Kenakin, 2004; Galandrin és Bouvier, 2006; Shonberg és mtsai., 2014). 

A funkcionális szelektivitás jelenéségét először szintetikus ligandok vizsgálatával 

kapcsolatosanírták le, noha a természetes ligandok is képesek a G-fehérjék által közvetített 

vagy a G-fehérje-független, valamint a receptor internalizációhoz köthető jelátviteli utak 

szelektív aktiválására (Gurwitz és mtsai., 1994; Reiner és mtsai., 2010; Rajagopal és mtsai., 

2013). Rajagopal és munkatársai úgy vélik, hogy a kemokin receptorok endogén agonistáira 

jellemző funkcionális szelektivitás konzervatív evolúciós biológiai mechanizmusnak 

tekinthető (Rajagopal és mtsai., 2013).  

Az utóbbi években számos cikk látott napvilágot a különféle GPCR-ek jelátvitel-

szelektivitásáról (áttekintve Violin és Lefkowitz, 2007; Urban éa mtsai., 2007; Kenakin, 2011; 

Whalen és mtsai., 2011; Marti-Solano és mtsai., 2013; Shonberg és mtsai., 2014; Violin és 

mtsai., 2014 által). Az idézett közleményekben a legtöbb útvonal specifikus ligand 

jellemzését a különféle funkcionális tesztekben meghatározott hatáserősségi, vagy 

hatékonysági sorrendek összehasonlítása képezte. Noha ez a megközelítés alkalmas arra, hogy 

a teljes szelektivitással rendelkező ligandokat azonosítsa, a különböző mértékben jelátvitel-

szelektív (partially biased) vegyületek jellemzésének egy szuboptimális módját jelenti. 

Nemrégiben a vegyületek objektív összehasonlítására több módszeret is kidolgoztak 

(transzdukciós koefficiens, jelátviteli hatékonyság, RA meghatározása), amelyek már 

megteremtik a különböző fokú útvonal szelektivitással rendelkező ligandok kvantitatív 

elemzésének a lehetőségét is (Ehlert, 2008; Rajagopal és mtsai., 2010; 2011; Shonberg és 

mtsai., 2014; Christopoulos, 2014). 

Jelen ismereteink szerint az α-adrenoreceptorok vizsgálata során ezidáig csupán az 

α1A-AR-ra vonatkozóan közöltek kvantitatív módszerrel (transzdukciós koefficiens modell) 

meghatározott bias faktor adatokat a ligandok funkcionális szelektivitásának jellemzésére 

(Evans és mtsai., 2011). Noha Kukkonen és munkatársai (2001) HEL 92.1.7 sejteken végzett 

vizsgálatai az α2A-AR aktivációjához köthető két G-fehérje-függő szignalizációs útvonal 

(cAMP és [Ca
2+

]i) farmakológia jellemzésével az α2-AR ligandok funkcionális 
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szelektivitására utaltak, az α2C-AR altípusú receptorokon ható ligandok funkcionális 

szelektivitását elsőként mi elemeztük, és fejeztük ki ennek számszerűsített mértékét a bias 

faktorok meghatározásával (Kurko és mtsai., 2014).  

Mivel az α2C-AR-on ható általunk vizsgált agonisták hatékonysági és hatáserősségi 

sorrendjében tapasztalt különbségek útvonal-szelektív aktivitásra utaltak, és az agonisták 

koncentráció-hatás görbéinek Hill-koefficiense nem különbözött szignifikánsan egytől, a 

funkcionális szelektivitás kvantitatív elemzésére az RA módszert alkalmaztuk. Ez a 

szignalizációs preferencia átfogó elemzését lehetővé tevő módszer néhány ligand szignifikáns 

mértékű funkcionális szelektivitására irányította a figyelmünket. Annak ellenére, hogy a 

vizsgált ligandok egyike sem mutatott teljes funkcionális szelektivitást valamelyik vizsgált 

jelpálya irányában, néhányuk (UK14,304, moxonidin, klonidin, guanabenz és fenilefrin) az 

endogén agonistához viszonyítva lényegesen nagyobb hatékonysággal aktiválta a β-arresztin 

útvonalat, mint a Gαi vagy Gαqi5 jelpályákat. Ezenkívül a vizsgált agonisták mindegyike 

szignifikáns bias hatással rendelkezett a β-arresztin transzlokáció irányába a receptor 

internalizációval összehasonlítva. Míg a klonidin a receptor internalizációhoz képest a Gαi 

illetve a Gαqi5 szignalizáció iránt mutatott szignifikáns elfogultságot, addig a fenilefrin esetén 

ez a hatás a receptor internalizáció javára tolódott el. Az agonisták közel azonos 

hatékonysággal és hatáserősséggel gátolták a cAMP-képződést és serkentették a [Ca
2+

]i- 

felszabadulást, így a ligandok Gαi- és Gαqi5-aktiváló képessége között nem volt kimutatható 

funkcionális szelektivitás. Az RA elemzés végső soron megerősítette, hogy az agonisták által 

stabilizált receptor konformációk ugyanolyan hatékonyan aktiválták a Gαi és Gαqi5 

szignalizációs útvonalakat, igazolva ezáltal előző eredményeinket, miszerint az α2C-AR 

szignalizációjának Ca
2+

-irányba terelése nem befolyásolja a receptor farmakológiai sajátságait 

(Kurko és mtsai., 2009). 

A különböző jelpályákat jellemző bias faktorok meghatározása azonban más érdekes 

adatokkal is gazdagította a α2C-AR-on ható ligandok funkcionális szelektivitására vonatkozó 

ismereteinket. A NA és fenilefrin összehasonlítása megmutatta, hogy kis szerkezeti 

különbségek is okozhatnak útvonal-specikfikus hatásokat. A fenilefrin stimulált receptornak 

11,3-szor, valamint 16,2-szer hatékonyabb volt a β-arresztin transzlokáló képessége mint a 

Gαi- illetve Gαqi5-aktiváló képessége. Hasonlóan, 3-szor illetve 4,5-szer hatékonyabban 

indukálta a receptor internalizációt, mint ahogyan a cAMP-akkumulációt gátolta és a [Ca
2+

]i-

felszabadulást serkentette. Ezen eredmények arra engednek következtetni, hogy a katekol 

gyűrű para-hidroxi csoportjának hiánya valamint a metil-csoport jelenléte a fenilefrin 

szerkezetében a NA-tól eltérő konformációs változásokat indukál, ami befolyásolja a 
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különböző effektor fehérjék aktivált receptorhoz való kötődését. Hasonló eredményről 

számoltak be Evans és munkatársai (2011) α1A-AR receptorokat kifejező sejtekben különféle 

útvonalak vizsgálatával (cAMP-, [Ca
2+

]i- és extracelluláris savasodási ráta tesztek). 

Kísérleteikben a fenilefrin szintén szignifikáns útvonal szelektív hatással rendelkezett a NA-

val összehasonlítva. Emery és munkatársai (2012) a glutársav és a szukcinsav β-arresztin 

útvonal iránti teljes szelektivitását igazolták mGluR1 receptorokon. E két vegyület csupán egy 

α-amino csoport hiányában különbözik az endogén ligand glutamáttól és aszpartáttól. Woo és 

munkatársai (2009) eredményei rámutattak, hogy a fenoterol sztereoizomérjei eltérő módon 

aktiválják a miokardiális β2-receptorokon keresztül a Gαs és Gαi fehérjéket. A µ-opioid 

agonista herkinorin analógok kémiai szerkezetében egyetlen oxigén nitrogénre történő cseréje 

olyan agonistát eredményezett, amely a G-fehérje-függő útvonalat szelektíven aktiválta, 

anélkül, hogy β-arresztin transzlokációt vagy receptor internalizációt indukált volna 

(Tidgewell és mtsai., 2008). Hasonlóan, az 5-HT2C szerotonin, a D2 és D1 dopamin vagy a β1-

AR ligandok kismértékű struktúrális változtatásai akár 100-szoros funkcionális 

szelektivitásbeli különbséget eredményeztek, anélkül, hogy a receptorhoz való kötődési 

affinitásuk megváltozott volna (Miller és mtsai., 2000; Gay és mtsai., 2004; Ryman-

Rasmussen és mtsai., 2005; Kim és mtsai., 2008). Ezen eredmények rendkívüli fontosságát az 

adja, hogy megmutatják, hogy a ligandok akár kis szerkezeti különbségeinek eltérő receptor 

konformációt stabilizáló hatása végső soron hogyan befolyásolja a jelátviteli válaszokat. A 

legtöbb esetben azonban előre nem jósolható meg az, hogy a különböző szerkezeti 

változásokhoz milyen mértékű jelátvitel-szelektív hatások társulnak. Ismertek már olyan 

próbálkozások az irodalomban ahol a funkcionális szelektivitás jellemzésére használt 

modellek által szolgáltatott adatokra alapozva jeleztek előre olyan kvantitatív szerkezet-hatás 

összefüggéseket (QSAR), amelyek végül a kívánt útvonalra szelektív ligandok kifejlesztéséhez 

vezettek (Tschammer és mtsai., 2011a; 2011b; Shonberg és mtsai., 2013; Schann és mtsai., 

2014; Szabo és mtsai., 2014 ). 

A különböző szignalizációs útvonalak élettani jelentőségének megismerése lehetővé 

teheti, hogy a kívánt jelpályára történő optimalizálás útján előnyösebb tulajdonságokkal 

rendelkező gyógyszereket fejlesszünk (Kenakin, 2011; Lutrell, 2014; Rominger és mtsai., 

2014; Wisler és mtsai., 2014). Azonban a legtöbb receptor esetén még nem ismert, hogy mely 

útvonal(ak) szelektív befolyásolása vezethet a jobb terápiás hatás eléréséhez a megcélzott 

betegség gyógyszeres kezelése során (Whalen és mtsai., 2011; Lutrell, 2013). Ennek 

tisztázására sokat segíthetnek a transzgénikus egértörzseken végzett in vivo kísérletek. Pl. az 

α2-AR agonisták fájdalomcsillapítóként történő széleskörű alkalmazhatóságának határt szab a 
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kardiovaszkuláris és szedatív mellékhatásprofiljuk. Wang és munkatársai (2004) azonban azt 

találták, hogy β-arresztin-2 génkiütött egerek sokkal ellenállóbbak voltak az α2A-AR által 

közvetített szedációra. Ha azonban szpinofilin génkiütött egereket vizsgáltak, az UK14,304 

szedatív hatása fokozotabb volt (Wang és mtsai., 2004). A szpinofilin a receptor és a GRK2 

kapcsolódásának megakadályozásával a β-arresztin transzlokációt is gátolja (Wang és mtsai., 

2004). Lu és munkatársai (2010) szpinofilin génkiütött egerekben a klonidin által közvetített 

erősebb szedációt is igazolták. Eredményeik azonban arra is rávilágítottak, hogy szpinofilin    

-/- egerekben az agonisták α2A-AR iránti affinitása, valamint a receptor G-fehérjékhez való 

asszociációja is hatékonyabb volt, mint a vad típusú egerekben. Konklúzióként arra a 

következtetésre jutottak, hogy az α2A-AR-szpinofilin kapcsolódást gátló peptidomimetikumok 

alkalmazásával fokozható lenne az α2A-AR agonisták iránti érzékenysége, és ezáltal ezek 

kisebb dózisban történő alkalmazásával el lehetne különíteni a fájdalomcsillapító vagy 

vérnyomáscsökkentő terápiás hatást a magasabb dózisban jelentkező, és feltételezhetően a β-

arresztin által közvetített szedatív hatástól (Lu és mtsai., 2010). Ezzel ellentétben Cottingham 

és munkatársai (2011) az α2A-AR β-arresztin szignalizációs útvonal előnyös voltát mutatták ki 

a dezipramin antidepresszáns hatásmechanizmusa mögött. A dezipramin funkcionális 

szelektivitásának köszönhetően a β-arresztin függő jelátvitelt és receptor internalizációt annak 

ellenére serkentette, hogy a G-fehérje útvonalat nem volt képes aktiválni. 14 napos 

dezipramin kezelést követően vad típusú egerek kortikális szinaptoszómáiban az α2A-AR 25-

30%-os csökkenését tapasztalták, ami nem volt megfigyelhető β-arresztin-2 génkiütött 

egerekben. A szerzők szerint a neuronok sejtfelszíni α2A-AR mennyiségének csökkenése 

(down regulációja) az endogén ligand mediálta szignalizáció csökkenése révén járul hozzá a 

hangulatjavító hatás kifejlődéséhez (Cottingham és mtsai., 2011).  

 

6.3. A létrehozott rekombináns sejtvonal alkalmazása a hatóanyag 

kutatásban 

 

A gyógyszerkutatás mai gyakorlatában a hatóanyagok kiválasztásának első lépésében 

több százezer vegyület in vitro szűrővizsgálatára kerül sor, melynek során a célfehérjére 

kifejtett hatás erőssége alapján választják ki, illetve szűkítik tovább a vizsgálandó vegyületek 

körét. Mivel a natív szövetekben a különféle receptor altípusok többnyire keverten és kis 

mennyiségben fordulnak elő, az altípus-szelektivitás biztosítása érdekében a vegyületeket 

ismert altípusú receptorokat stabilan kifejező rekombináns sejtvonalakon vizsgálják.  
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Az α2-AR receptorok modulációjához kapcsolódó kardiovaszkuláris és szedatív 

mellékhatások miatt az α2C-AR altípus szelektív vegyületek fejlesztése továbbra is kiemelt 

jelentőséggel bír a gyógyszeripar számára (Quaglia és mtsai., 2011). Az α2C-AR szelektív 

agonisták fejlesztésének leginkább korlátozó tényezője azonban a nagyfokú aminosav 

szekvencia hasonlóság az egyes α2-AR altípusok között. Ezért kis komplexitású és 

molekulatömegű fragmensek szűrésével terveztünk olyan új találatokat azonosítani, amelyek 

felhasználása a célfehérjénkkel optimális kölcsönhatások kialakítására képes 

gyógyszermolekulák kifejlesztését eredményezheti. Ismert továbbá, hogy a fragmensszerű 

kiindulópontok hatékonyabban mintavételezik a kémiai teret a hagyományos HTS 

kiindulópontoknál, így a belőlük kiinduló vezérmolekula-optimálás nagyobb kémiai teret ad 

az altípus-szelektív vegyületek kifejlesztéséhez. 

Az α2C-AR-on altípus-szelektivitást mutató új vegyületek azonosítása az általunk 

létrehozott H7 sejtvonalon kidolgozott [Ca
2+

]i fluorometriás módszeren alapuló nagy 

áteresztőképességű funkcionális módszerrel vált lehetővé. E módszer alkalmazásával a 

fragmens alapú szűrés során 3071 vegyületből 318 találatot sikerült azonosítanunk. Ez a ~ 

10%-os találati ráta, noha a hagyományos HTS szűrésnél magasabb, az irodalmi adatokkal 

összevethető mértékű (Albert és mtsai., 2007; Congreve és mtsai., 2011, Verheij és mtsai.,  

2011). A biológiai rendszer érzékenységének variabilitása miatt a vegyületek újramérése 

során az elsődleges találatoknak a 27%-át sikerült megerősítenünk. A megerősített találatok 

24%-a mutatott α2C-AR specificitást az sst4 receptorral szemben, ami miatt meglehetősen sok 

találatot ki kellett zártunk. A fragmens alapú szűrések során nem hagyható figyelmen kívül, 

hogy a fragmensek szerkezeti sajátságaikból adódóan alacsony specificitással rendelkeznek, 

továbbá a magas tesztkoncentráció következtében a nem-specifikus aktivitás kiszűrésére 

használt teszt jelentősen túlbecsülheti az aspecificitás mértékét (Barelier és mtsai., 2010; 

Verheij és mtsai., 2011). Ennek elkerülésére olyan teszteket alkalmaznak, amelyek a receptor-

aktivációt közvetlenül detektálják és kevésbé interferálnak a szignalizációs útvonal más 

molekuláival. Emellett olyan célpont-specifikus tesztek is alkalmazhatóak, amelyek a 

molekuláris hatásmechanizmusról szolgáltatnak információt.  

Tisztaságvizsgálat és oldhatóság mérés után a megmaradt 20 találatból 16 (80%) a 

receptor-kötési és funkcionális tesztekben koncentrációfüggő aktivitást mutatott. Ezen 

találatok gyógyszerfejlesztési szempontból igen fontos fizikokémiai paramétereinek elemzése 

(LE és LELP) megmutatta, hogy a fragmens alapú megközelítéssel sikerült hatékony, 

gyógyszerkémiai szempontból értékes találatokat azonosítanunk (Szőllősi és mtsai., közlésre 

benyújtva). Találataink szerkezeti elemzése azt is megerősítette, hogy annak ellenére, hogy a 



 75 

fragmensek kisebb affinitással kötődnek a vizsgálni kívánt célfehérjéhez (Hann és mtsai., 

2001), a fragmens-könyvtárak hatékonyabban mintavételezik a kémia teret a hagyományos 

HTS könyvtáraknál. A ChEMBL adatbázisban fellelhető, hasonló struktúrájú vegyületekkel 

összehasonlítva az általunk azonosított találatokat, azt tapasztaltuk, hogy csak egyetlen olyan 

fragmenst azonosítottunk, amely már ismert, az imodazolin struktúrkörbe tartozó α-AR 

agonista volt. Egy másik találatunk dopaminerg ligandként már ismeretes volt, melynek 

azonban az α-adrenoreceptorokon kifejtett hatását eddig nem közölték az irodalomban 

(Szőllősi és mtsai., közlésre benyújtva). A többi találat új volt, csak kismértékű szerkezeti 

hasonlóságot mutatott néhány ismert α2C-AR agonistával. A találatok potenciális 

vezérmolekulákká történő optimalizációjához Stoddart és munkatársai (2012) által 

alkalmazott módszerhez hasonlóan feltérképeztük a fragmensek kémiai környezetét. Ehhez a 

Richter Gedeon NyRt. vegyülettárát használtuk fel. Ez a megközelítés olyan szerkezeti 

analógokat is eredményezett, amelyek az eredeti találatoknál jobb affinitással rendelkeztek, 

azonban funkcionális aktivitásukat tekintve antagonista hatásúak voltak. Mivel az összes, 

általunk alkalmazott funkcionális tesztben ([Ca
2+

]i, cAMP, β-arresztin és receptor 

internalizáció) hasonló hatékonysággal gátolták az α2C-AR jelátviteli mechanizmusait, 

funkcionális szelektivitással sem rendelkeztek. Eredményeinkhez hasonló megfigyeléseket 

írtak le a Shering-Plough kutatói egy 2010-ben benyújtott szabadalomban. α2C-AR agonisták 

fejlesztésére irányuló erőfeszítéseik során egy ciklopropil-kromán vázas agonista 

szerkezetének kismértékű megváltoztatása hatékony antagonista ligandot eredményezett 

(Quaglia és mtsai., 2011). A további, a kémiai környezet feltérképezéséhez kötött optimálási 

erőfeszítéseinknek a vegyülettárunkban fellelhető szerkezeti analógok száma határt szabott, 

így nem sikerült olyan új gyógyszerjelölt kismolekulát találnunk, amely az α2C-AR-on 

agonista hatással rendelkezik. Mindazonáltal eredményeink rávilágítottak az egyes 

struktúrköröket jellemző agonista és antagonista aktivitású α2C-AR ligandok magas szerkezeti 

hasonlóságára. 

 

 6.4. Eredményeink összefoglalása 

A kutatási program során nyert fontosabb eredményeink az alábbiakban foglalhatók össze: 

 

1. A gyógyszerkutatás jelenlegi fejlődési irányait szem előtt tartva, munkánk során az 

α2C-AR aktivációját kísérő négy jelátviteli rendszer in vitro farmakológiai 

tulajdonságait vizsgáltuk. Ennek érdekében, olyan vizsgálati módszereket dolgoztunk 
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ki, amelyek segítségével jellemeztük az α2C-AR ligandkötő képességét, valamint a 

különböző ligandokkal történő aktiváció során a receptor által kiváltott cAMP és 

[Ca
2+

]i válaszokat, a β-arresztin-2 transzlokációját, és a receptor internalizációját. 

2. Noha az α2C-AR elsődlegesen Gαi kapcsolt, azaz aktivációja a cAMP szintet 

csökkenti, egy, a receptort és a kiméra Gαqi5 fehérjét stabilan koexpresszáló sejtvonal 

(H7) létrehozásával megállapítottuk, hogy az α2C-AR által aktivált jelátviteli útvonal a 

kiméra G-fehérjék révén a kalcium szignalizáció irányába terelhető.  

3. Megmutattuk, hogy a Gαi-szignalizáció Gαq irányba „terelése” nem befolyásolja a 

receptor farmakológia tulajdonságait, így ezáltal megerősítettük, hogy a létrehozott H7 

sejtvonal és a [Ca
2+

]i változásait detektáló fluorometriás módszer jól alkalmazható a 

hatóanyag-kutatásban.  

4. Megállapítottuk, hogy egyes ligandok különböző mértékben aktiválják az α2C-AR G-

fehérje-függő és G-fehérje-független szignalizációs útvonalait. Egy analitikai módszer 

alkalmazásával kvantifikáltuk ezen ligandok funkcionális szelektivitásának mértékét, 

és ezáltal objektív módon igazoltuk néhány agonista jelátvitel-szelektív hatását. Ezzel 

a módszerrel azt is megállapítottuk, hogy a vizsgált α2C-AR ligandok kismértékű 

szerkezeti különbségei is okozhatnak útvonal-specifikus hatásokat. 

5. A receptor internalizáció kinetikáját vizsgálva megmutattuk, hogy az imidazolin 

származékok szignifikánsan gyorsabb internalizációt indukálnak, mint az endogén 

agonista NA. Szintén érdekes megfigyelés volt, hogy a gyors internalizációs 

kinetikával jellemzett agonisták β-arresztin útvonal szelektivitása is kifejezettebb volt 

az endogén ligandhoz képest. 

6. Az α2C-AR receptorra szelektív új vegyületek azonosításához egy szerkezetileg nagy 

diverzitást mutató fragmenseket tartalmazó könyvtárat teszteltünk. Az így azonosított 

hatékony találatok, illetve a kémiai környezetük feltérképezése során kiválasztott 

szerkezeti analógjaik vizsgálatával megállapítottuk, hogy kis szerkezeti különbségek 

drasztikus módon befolyásolják ezen ligandok funkcionális aktivitását. Így 

eredményeink rávilágítottak az egyes struktúrköröket jellemző agonista és antagonista 

aktivitású α2C-AR ligandok magas szerkezeti hasonlóságára. 

 

Összességében, a különböző funkcionális tesztek által szolgáltatott eredményeink új 

felismerésekkel gazdagították a α2C-AR működéséről alkotott képünket, amelyek a 

közeljövőben hozzájárulhatnak az útvonal-specifikus ligandok, és ezáltal a kedvezőbb 

terápiás profillal rendelkező gyógyszerek kifejlesztéséhez. 
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10. Összefoglalás 

Noha a gyógyászatban, számos indikációban régóta használnak az α2-

adrenoreceptorok (α2-AR) működését befolyásoló vegyületeket, ezek kedvezőtlen mellékhatás 

profilja gátat szab széleskörű alkalmazhatóságuknak. A három α2-AR altípus (α2A-AR, α2B-

AR és α2C-AR) által közvetített biológiai hatások különbözőségét alátámasztó megfigyelések 

révén az utóbbi években megindult az altípus-szelektív α2-AR vegyületek kutatása. A 

közelmúlt kutatási eredményei azonban arra is rávilágítottak, hogy eddig kizárólag a 

különféle α2-AR altípusoknak tulajdonított hatás-mellékhatás tulajdonságok pontosabb 

megértéséhez elengedhetetlen a receptorok jelátviteli útvonalainak részletes feltérképezése, a 

különböző szignalizációs útvonalak funkcionális különbségeinek megismerése. 

A gyógyszerkutatás jelenlegi fejlődési irányait szem előtt tartva munkám során az α2C-

AR aktivációját kísérő különböző jelátviteli rendszerek in vitro farmakológiai tulajdonságait 

vizsgáltam. A beállított, cAMP és [Ca
2+

]i válaszokat, β-arresztin-2 transzlokációt, valamint 

receptor internalizációt detektáló módszerek alkalmasnak bizonyultak szerkezetileg 

különböző agonisták és antagonisták farmakológiai jellemzésére. Eredményeink szerint egyes 

vegyületek jelátvitel-szelektív hatással rendelkeztek, azaz különböző mértékben aktiválták az 

α2C-AR G-fehérje-függő és G-fehérje-független szignalizációs útvonalait. A relatív aktivitás 

(RA) módszer alkalmazásával objektív módon kvantifikáltuk e vegyületek funkcionális 

szelektivitását (bias faktor), és megállapítottuk, hogy a vizsgált vegyületek kismértékű 

szerkezeti különbségei is okozhatnak útvonal-specifikus hatásokat.  

Az α2C-AR receptorra szelektív új vegyületek azonosításához létrehoztunk egy 

rekombináns humán α2C-AR-t expresszáló heterológ sejtes modellrendszert, és az alkalmazott 

funkcionális tesztek közül a leginkább költséghatékony [Ca
2+

]i módszert oly módon 

optimalizáltuk, hogy nagy áteresztőképességű szűrővizsgálatok során is releváns információt 

szolgáltasson a potenciálisan új szerkezetű agonisták funkcionális aktivitásáról. Egy nagy 

diverzitású, fragmens alapú vegyületkönyvtár szűrésével hatékony fragmens-találatokat 

sikerült azonosítanunk, amelyek kémiai környezetének feltérképezése során kiválasztott 

szerkezeti analógok vizsgálatával megállapítottuk, hogy kis szerkezeti különbségek drasztikus 

módon befolyásolhatják az α2C-AR-on ható ligandok funkcionális aktivitását.  

Összességében, a különböző funkcionális tesztek által szolgáltatott eredményeink új 

felismerésekkel gazdagították a α2C-AR működéséről alkotott képünket, amelyek a 

közeljövőben hozzájárulhatnak az altípus- és útvonal-szelektív ligandok, és ezáltal a 

kedvezőbb terápiás profillal rendelkező gyógyszerek kifejlesztéséhez. 
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11. Summary 

Although drugs acting at the α2-adrenoreceptors (α2-ARs) are widely used in the 

human therapy, their therapeutic value is limited by severe adverse effects. However, 

according to our knowledge on distinct functional roles of different α2-AR subtypes (α2A-AR, 

α2B-AR and α2C-AR) there is a possibility to develop subtype selective therapeutic agents, 

which may have better efficacy and/or reduced side effect profile. Furthermore, during the last 

decade, accumulating experimental evidence have indicated that, in addition to subtype 

selectivity, ligands may also be selective for individual signalling pathways coupled to a 

particular receptor subtype. Therefore, it is reasonable to suppose that development of 

pathway-selective drugs may also have considerable therapeutic benefit. 

According to the current trends in drug discovery, in this work we compared the 

ability of several agonists acting at the α2C-AR to modulate distinct signalling pathways. Four 

assays were established, namely cAMP accumulation, Ca
2+

-release, β-arrestin2 translocation 

and receptor internalization assays, and all proved to be suitable for pharmacological 

characterization of structurally different agonists and antagonists. Our results showed that a 

series of agonists displayed pathway-dependent activities, causing markedly different 

activation of G-protein-dependent and -independent signalling pathways. Applying the 

relative activity method (RA) we were able to determine numerical values for the degree of 

biased signalling (bias factor), and we have demonstrated that small changes in chemical 

structures of various ligands can ultimately cause pathway-specific effects. 

To identify new, subtype selective ligands acting at the α2C-AR, we have generated a 

recombinant cell line stably expressing the human α2C-AR and we have established a robust 

and reliable fluorometry based [Ca
2+

]i assay applicable even for high-throughput screening. 

Active hits identified from a highly diverse fragment library and structural analogues of the 

hits highlighted the fact that ligands with high structural similarity may exert functionally 

opposing effects at the α2C-AR. 

In summary, our results obtained with different functional assays have broadened our 

understanding on α2C-AR signalling. This knowledge may help link functionally biased 

signalling properties to particular therapeutic activities and/or unwanted effects, and may also 

confer the ability to predict better activity and fewer side effects when designing novel drugs.  
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