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1. Bevezetés

Az human genom egyik legnagyobb csaladjat alkotdo G-fehérje-kapcsolt receptorok
(GPCR) a gyogyszerkutatas legnépszeriibb célpontjai kozé tartoznak. Jelentéségiiket jol
jellemzi, hogy a jelenleg alkalmazott gyogyszerek kozel fele kdzvetve vagy kozvetleniil
ezeken a receptorokon keresztiil fejti ki hatasat.

A metabotrop, 7 transzmembran doménnel rendelkez6 GPCR-0k csaladjanak egyik
fontos képviseléi az ap-adrenoreceptorok (oz-AR). Molekularis bioldgiai és farmakologiai
vizsgalatok harom o,-AR altipus (axa-AR, a28-AR és axc-AR) jelenlétét igazoltak a kozponti
idegrendszerben és a periférias szovetekben. A miikodésiiket befolyasold vegyiileteket széles
korben alkalmazzak a gyogyaszatban, foként a kardiovaszkularis rendszert és a kozponti
megoszlasa és az altaluk kozvetitett biologiai hatasok kiilonbozésége alapjan ugy tiinik, hogy
az altipus-szelektiv ay-AR ligandok legalabb részben mentesek lehetnek a jelenlegi, érdemi
altipus-szelektivitdst nem mutatd (gyogy)szerek mellékhatasaitol. Ennek jegyében az elmult
10 évben tobb mint 90 szabadalom sziiletett az ayc-AR altipus-szelektiv vegyiiletek
vonatkozasdban. A kiemelkedd erdfeszitések ellenére ezidaig csupan 10-100-szoros altipus-
szelektivitassal rendelkezd vegyiileteket sikeriilt azonositani.

A kozelmult kutatdsi eredményei azonban arra is ravilagitottak, hogy az eddig
kizardlag a kiilonféle altipusoknak tulajdonitott hatas-mellékhatas tulajdonsagok pontosabb
megértéséhez elengedhetetlen a receptorok jelatviteli ttvonalainak részletes feltérképezése. A
legtobb GPCR esetében, a receptor ligandkotését kovetden, a G-fehérje kozvetitette jelatvitel
mellett G-fehérje-fiiggetlen szignalizacios utvonalak is aktivalodhatnak, amelyek mas-mas
¢lettani hatasokat kozvetithetnek. Az egymastol fiiggetleniil aktivalodd jelpalydk 1n.
jelatvitel-szelektiv agonistakkal (,,biased agonists”) szelektiven befolyasolhatéak. Az egyazon
receptorhoz kapcsolddd kiilonbozd jelatviteli utvonalak kozotti funkcionalis kiilonbségek
felismerése kiterjesztette a szelektivitas értelmezését a gyogyszerkutatok szamara. Ennek
értelmében a gydgyszermolekuldk nem csupan egy adott receptorra vagy receptor altipusra
lehetnek szelektivek, hanem egy receptor kiilonbozd jelatviteli utvonalainak szelektiv
aktivalasara, illetve gatlasara is képesek lehetnek, tehat funkcionalis szelektivitassal is
rendelkezhetnek. Ezaltal a jelatvitel-szelektiv ligandok lehet6vé teszik, hogy az egyik Gtvonal
altal kozvetitett hatast kiilonvalaszthassuk egy masik utvonal kozvetitette mellékhatastol. A
legtobb esetben azonban még nem egyértelmiien bizonyitott, hogy mely utvonal szelektiv

modulalasa vezethet hatékonyabb és kevesebb mellékhatassal rendelkezé gyogyszerekhez, igy



a gyogyszerjelolt molekulak szignalizacios soksziniiségének ismerete jelentds mértékben
jarulhat hozza jobb hatasspektrumu készitmények Kifejlesztéséhez.

Mindezek ismeretében, munkdm soran egyrészt olyan rekombindns humdan oyc-
adrenoreceptorokat expresszalo heterolog sejtes modellrendszert hoztam Iétre, amely alkalmas
a gyogyszerkutatds korai szakaszaban a célpont-specifikus ) gyogyszerjelolt vegyiiletek
kivalasztasara, masrészt olyan in vitro farmakoldgiai modszereket dolgoztam ki, amelyek
alkalmasak az oyc-AR-0k kiilonbozé G-fehérjétdl fiiggd és G-fehérje-fiiggetlen jelatviteli
utvonalainak farmakologiai jellemzésére €s ezen tulmenden a ayc-AR agonistak funkcionalis

szelektivitasanak kvantitativ jellemzésére.



2. Irodalmi attekintés

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

szupercsaladjanak képviseloi

2.1.1. A G-fehérje-kapcsolt receptorok

A sejtmembranban elhelyezkedd, evolucidos szempontbdl konzervativ szerkezetii
GPCR-ek jelfelismeré makromolekulakként a fény, a ho, a kiilonféle iz- és szagmolekulak,
tovabba hormonok, neurotranszmitterek, novekedési faktorok altal érkezd informaciok
érzékelésében és kozvetitésében vesznek részt (Trewavas és Malho, 1997; Perez, 2003; Roux
és Cottrell, 2014). A human genom egyik legnagyobb csaladjat (a kodolt fehérjék mintegy
3%-at) alkotd receptorok mindegyikére jellemzd egy hét transzmembran (7-TM) a-hélixet
tartalmazo hidrofob mag és az azokat 6sszekotd intra- (ICL1-ICL3) és extracellularis (ECL1-
ECL3) hurkok jelenléte (Baldwin, 1994; Lefkowitz, 2004). Az extracellularisan elhelyezkedd
N-terminalis domén, az extracellularis hurkok, illetve egyes altipusoknal a molekula
membranba agyazodo része a ligandkotésért felelds, mig az intracelluldrisan taldlhaté C-
terminalis domén egy harom alegységbdl allo effektor molekulaval, a G-fehérjével képez
komplexet (1. abra) (Bockaert és Pin, 1999; Hamm, 2001). A G-fehérjék szerkezetét és

miikodését Az a-adrenoreceptorok jelatviteli utvonalai c. fejezetben ismertetem.

NH;*
_ ECL1 ECL2 ECL3
EXTRACELLULARIS
I St A e
H1||H2| |H3| (H4| |[H5| |H6| [H7
INTRACELLULARIS L J U ) i oo™
IcL IcL2
ICLS A G-FEHERJE
INTERAKCIO

1. abra: Egy GPCR vazlatos felépitése



A GPCR-ek szupercsaladja szekvencia homologia (a terminalisok, a hurkok hossza ¢és
aminosav sorrendjének hasonldosaga), filogenetikai és mas, alternativ megkozelitések alapjan
tobb csaladra oszthatd (Bockaert és Pin, 1999, Pierce és mtsai., 2002, Fredriksson és mtsal.,
2003; Lagerstrom és Schidth, 2008). Mindezek alapjan 6t csaladot szoktak megkiilonboztetni:

A. Rodopszin receptor csalad. Ebbe a csaladba tartozik a GPCR-ek kozel 80%-a; a
gyogyaszati  szempontbdl  fontos  receptorok  tobbsége.  Szédmos
neurotranszmitter, neuromodulator és hormon receptor tagja ennek a
csaladnak (igy pl. a szerotonin, a dopamin, a hisztamin, a katekolaminok, a
muszkarin tipusu acetilkolin, a melatonin, a kemokinek, a bradikinin, a
szomatosztatin, az opioid és a vazopresszin receptorok).

B. Szekretin receptor csalad. Ez a csalad peptid hormon (glukagon, vazoaktiv
intesztinalis peptid, szekretin, kortikotropin friilést serkentd hormon,
parathyroid hormon, kalcitonin) receptorokat foglal magéba.

C. Metabotrop glutamat receptor csalad. Ezt a csaladot a mGlu, a GABAg, a Ca?'-
érzékeld receptorok és néhany izérzékeld receptor képviseli.

Feromon receptorok csaladja.
E. Az un. ,Frizzled/Smoothened” receptorok, amelyek az embrionalis fejlddésben

jatszanak fontos szerepet (pl. Wnt, Hedgehog).

2.1.2. Az adrenoreceptorok osztilyozdsa

Az adrenalin (A) és noradrenalin (NA) hatasait a rodopszin-szer(i G-fehérje-kapcsolt
receptorok csaladjaba tartoz6 adrenoreceptorok (adrenerg receptorok) kozvetitik. A kdzponti
és a periférias idegrendszer neuronjaibol felszabaduld A és NA neurotranszmitterként, mig a
mellékveseveld kromaffin sejtjeibdl felszabaduld A és NA hormonként télt be fontos szerepet
a szivmikodés, a vérnyomas, a 1égzés és szamos metabolikus-, valamint idegi- és endokrin
funkci6 szabalyozasaban.

Az adrenoreceptorok sokszinliségének torténete 1913-ban kezdddott, amikor Dale
kisérletei sordn korvonalazddni latszott, hogy az A alkalmazasaval tapasztalt szisztémas
vérnyomas-emelkedés tobb receptorpopulacio egyiittes aktivacidjanak eredménye (Todman,
2008). Elmélete azonban csak 1948-ban, Ahlquist munkaja révén nyert igazolast, aki az
adrenerg receptorokat az agonistak hatékonysagi sorrendjének alapjan: a-adrenerg (o-AR: NA

> A > izoproterenol) és B-adrenerg (B-AR: izoproterenol > A > NA) receptorokra osztotta
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(Ahlquist,1948). Néhany évvel kés6ébb Lands és munkatarsai (1967) eltéré farmakologiai
sajatsagaik révén a P-adrenerg receptorokat ;- és Pp-receptorokra osztottak. Az a-receptorok
heterogenitasa valamivel késébb, az 1970-es években valt ismertté, amikor beigazoldodott,
hogy a NA nemcsak posztszinaptikusan, hanem preszinaptikusan is képes az ingeriiletatvitelt
befolyasolni. Igy anatomiai lokalizaci6 alapjan a preszinaptikusan elhelyezkedd receptort a-,
mig a posztszinaptikusan talalhat6 receptort a;-adrenoreceptornak nevezték el (Langer, 1974).
Ez az anatdmiai elhelyezkedésen alapuld osztalyozds azonban a nem-szinaptikus és
posztszinaptikus lokalizacidju ap-adrenoreceptorok (ap-AR) felfedezésével a receptorok
osztalyozasanak atgondolasat vonta maga utan. Berthelsen és Pettinger (1977) funkcionalis
csoportositast javasoltak: oj-nek a serkenté valaszokat létrehozd, mig op-adrenerg
receptoroknak a gatlast kivaltokat nevezték. Amikor bizonyitast nyert, hogy a serkentd
funkciok oayp-adrenerg receptoron keresztiil is kivalthatok, a receptorok farmakoldgiai
kiilonbozdségét vették alapul. Ez alapjan a metoxaminnal vagy fenilefrinnel aktivalhato és kis
koncentracioban alkalmazott prazosinnal kompetitiven gatolhatd receptorokat az o;-AR-0K
kozé, mig o-metil-noradrenalinnal, apraklonidinnel, B-HT 920-szal, vagy brimonidinnel
aktivalhatd és yohimbinnel, rauwolscinnel vagy idazoxannal kompetitiven gatolhato
receptorokat az ap-AR-0k ko6zé soroltak (Ruffolo és Hieble, 1994). E receptorok tovabbi
receptorkotési tesztek) fejlodése hozott ujabb attorést. A kilenc adrenoreceptor altipus
klonozasa utan nyilvanvalova valt mind a B-AR (Emorine és mtsai 1989), mind az o;-AR
(Schwinn és mtsai., 1990), mind pedig a-AR (Lomasney és mtsai., 1990) molekularis
heterogenitasa. Az adrenerg receptorok jelenleg elfogadott osztalyozasat a 2. abra foglalja

0ssze:

Adrenerg receptorok

a;-adrenoreceptor ay-adrenoreceptor -adrenoreceptor

wa-AR  ap-AR  05p-AR 0a-AR  0s-AR  a,c-AR B-AR  BrAR  PBs-AR

2. dbra: Az adrenoreceptorok osztilyozdsa
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2.1.3. Az ay-adrenoreceptorok molekularis biologidja

Az 0,-AR csaladon beliil harom altipust kiilonboztetiink meg: aza, 028, és azc (Bylund
1992; Bylund és mtsai., 1994; MacDonald és mtsai., 1997; Docherty, 1998; Calzada és
Artinano, 2001; Bylund, 2005). A korabban ragcsalokban azonositott ayp altipusrol idékozben
kideriilt, hogy a human oya altipus homologjanak tekinthetd (MacDonald és mtsai, 1997).
Kromoszoéma lokalizaciojuk alapjan az egyes altipusokat 0p-C10, a,-C2 és ap-C4 néven
azonositottak (Kobilka és mtsai., 1987; Regan és mtsai., 1988; Lomasney és mtsai., 1990). E

receptor altipusok biokémiai tulajdonsagait az 1. tablazat foglalja dssze:

1. Tablazat: A humdn a,-AR altipusok biokémiai tulajdonsdgai*

(IZA-AR (az-ClO) (IZB-AR ((lz-CZ) (lzc-AR ((lz-C4)

Teljes aminosav szam 450 450 462
N-terminalis aminosav szam 33 12 51
ICL3 aminosav szam 157 179 148
C-terminalis aminosav szam 20 20 21
N-terminalis - N-terminalis
Glikozilacios hely (Asn-10, Asn-14) (Asn-19, Asn-
33)
% aminosav szekvencia hasonlosag 78 77 i
az ogc-AR TM régidjaval
% aminosav szekvencia hasonlosag
az ayc-AR teljes szekvencidjara 50 47 -

nézve

* UniProt adatbdzis (www.uniprot.org)

A helikalis szerkezeti 7-TM régié meglehetésen konzervativ szerkezetii, keveset
valtozott az evolicid soran. Az aminosav szekvencidk alapjan pl. az egyes altipusok kozott
80-87% homologia tapasztalhaté a human és zebrahal a,-AR altipusok k6zott (Ruuskanen és
mtsai., 2004). A receptorok genetikai variabilitasat vizsgalva mindharom altipus esetén
azonositottak polimorf variansokat is. Az opa-AR esetén ez egyetlen aminosav cseréjét érintd
valtozas (Asn251/Lys251), azonban a as-AR és ayc-AR esetében a polimorfizmus egy 3
illetve 4 aminosavnyi delécioval tarsul (azg Del301-303 és ayc Del322-325). Az ICL3 hurkot
érinté Glu-Glu-Glu illetve Gly-Ala-Gly-Pro aminosavak hianya, mindkét esetben a receptor
G-fehérje-koto képességét, és igy funkcionalis aktivitasat érinti (Heinonen és mtsai., 1999;

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

Az 0,-AR endogén agonistai az adrenalin (A) és a noradrenalin (NA). A kiilonb6z6
szerkezeti csoportokba sorolhatd, folyamatosan boviilé szamu szintetikus agonistak (3. abra)
kozos jellemzoéje, hogy nem, vagy csak mérsékelten rendelkeznek altipus-szelektivitassal, s6t
némelyik koziilik mas receptorokon (oy-, P-adrenoreceptorok, imidazolin receptorok) is
mérheté affinitassal kotddik. Az egyik ilyen vegyiilet példaul a feniletilamin szarmazék
fenilefrin, amely nem rendelkezik szamottevl ap-altipus szelektivitassal. Nagy szamban
allitottak el6 arilamino-imidazolin szarmazékokat is, amelyek egyik legismertebb tagja a
klonidin. Tovabbi imidazolin analogokat hoztak Ilétre egyrészt az aromas gyiri
szubsztitualasaval (ilyen pl. a p-aminoklonidin vagy apraklonidin), masrészt a fenilgyri
heteroaromas gytrlivel torténd helyettesitésével (pl. a moxonidin). A gylr(i tagszam
novelésével is olyan hatékony o,-AR agonistakat sikeriilt eléallitani, mint pl. az UK14,304
(brimonidin) és a tizanidin. A nagy térigényii csoportokat tartalmazo szarmazékokrol (mint pl.
az oximetazolin) is kiderilt, hogy rendelkeznek a,-AR affinitassal. A nyitott gytriis
imidazolin szarmazékoknak tekintheté guanidinek két jellegzetes képvisel6je a guanfacin és a
guanabenz. Az imidazolin gytr(i oxazolinra (B-HT 920) vagy tiazolinra (B-HT 933) t6rténé
cseréje is aktiv ap-agonistakat eredményezett. Az ap-AR-on antagonista hatadst az MK912, a
yohimbin, a rauwolscin, az idazoxan (4. abra), valamint a nem szelektiv a-AR blokkolo

fenoxibenzamin is.

HN/'>
OH OH /k\

H HN N
NH, N oy
(R) (R) HO N O~ Cl
HO HO Nxx lN
OH OH \[/
noradrenalin adrenalin fenilefrin moxonidin
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HN N
N H D D
N N N/ N\> Cl Cl Cl Cl
H H
Br

NH,

UK14,304 oximetazolin klonidin apraklonidin

Cl Cl O
N
N NH
NN Sy 2 D—NH, —_ S
NH, H,N N | )—NH,
cl o] N
guanabenz guanfacin B-HT 920

3. dbra: Néhany, ay-adrenoreceptorokon hato agonista Szerkezeti képlete

A\ N
0 .CHa
N
OH:““A N/go
/7 \\o OH bH;;
yohimbin MK912 rauwolscin idazoxan

4. dbra: Néhany, ar-adrenoreceptorokon hato antagonista szerkezeti képlete

2.1.5. Az ay-adrenoreceptorok lokalizacidja

Az a-AR-ok felfedezésekor ugy gondoltak, hogy azok kizarolag az adrenerg
neuronok axontermindlisain preszinaptikusan talalhatok és feladatuk a NA felszabadulas
gatlasa  (autoreceptorok). KeésObb igazoldst nyert, hogy heteroreceptorként mas
neurotranszmitterek  (glutamat, acetilkolin, szerotonin, dopamin) felszabadulasat is
szabalyozhatjak, mint ahogy az is, hogy léteznek posztszinaptikus a-AR-0K is (Langer, 1997;
Starke, 2001; Gilsbach és Hein., 2008, Gilsbach és mtsai., 2011).
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A kozponti idegrendszerben az op-AR-0k kifejez6désének mintazatit mRNS

expresszios,

In situ hibridizaciés, autoradiografidas és immuncitokémiai moddszereket

alkalmazva térképezték fel, és az egyes altipusok kiilonb6z6 megoszlasat figyelték meg (2.

tablazat).

2. Tablazat: Az a,-AR altipusok szoveti lokalizdacidja a kozponti idegrendszerben

(lz-A R
altipusok

in situ hibridizacid, autoradiografia,
immunlokalizacio™* alapjan

mRNS vizsgalatok alapjan

12,346,738,
(lZA-AR

1,2 7
ap-ARY ,3,5,7,8,

1 7
ac-AR 13,5,7,8,9,

Locus coeruleus (preszinaptikus és
szomatodendritikus autoreceptor)

Talamikus magvak

Bazalis ganglion, hippokampusz,
tuberculum olfactorium, agykéreg,
gerincveld

Locus ceruleus, kozépagy,
hipotalamusz, amigdala,
hippokampusz, gerincveld,
agykéreg, kisagy
Szaglorendszer, talamusz,
hippokampalis piramis sejtek,
Kisagyi Purkinje sejtek,
gerincveld

Talamusz, amigdala, hats6 gyoki
ganglion (DRG), szaglorendszer,
agykéreg, bazalis ganglionok

YSaunders és Limbird, 1999; “Sallinen és mtsai., 1997; >Scheinin és mtsai., 1994; 4Wang és
mtsai., 1996; *Weinshank és mtsai., 1990; ®Nicholas és mitsai., 1993; "MacDonald és Scheinin,
1995; 8Ongjoco és mtsai., 2000; 9Holmberg és mtsai., 2003; *4oki és mtsai., 1994, *Hieble és
mtsai., 1995; *Rosin és mtsai., 1996

A periférias szovetekben taldlhatd altipus megoszlasra fOként farmakologiai
vizsgalatok deritettek fényt. Vérlemezkéken nagy mennyiségli apa-AR expresszalodik
(Bylund, 1988), mint ahogy a szemben, az aortaban, a hasnyalmirigyben és gyomor
nyalkahartyajaban is foként ezen altipus eléfordulasa a jellemz6 (Blaxall és mtsai., 1994,
Wang és Pilkey, 1994; Huang et al., 1995; Stamer et al., 1996; Gyires és mtsai., 2007). A
szivre és a majra az as-AR jelenléte a jellemz6 (Blaxall és mtsai., 1994). A vesében mind a
harom altipus megtalalhatd. A periférias szovetekben az apc-AR 6sszességében Kis
mennyiségben fordul eld; a saphenous vénaban, a vesében és a gyomorban mutathato 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 ap-adrenoreceptorok szerepének vizsgdlata transzgénikus
egertorzsekben

A kiilonb6zé ax-AR altipusok élettani szerepét, megfeleld altipus-szelektivitassal
rendelkez6 ligandok hianyaban, elsésorban olyan transzgénikus egértorzsek létrehozasaval
vizsgaltak, melyekben az egyes altipusok expresszidjat genetikailag modositottak. A receptor-
funkciok felderitéséhez az egyszeres (ooa-AR”, a2a-AR™, aoc-AR™), dupla (c2ac-AR™, aoas-
ARTY vagy tripla (c2asc-AR™) génkiiitdtt (knock-out, KO), valamint egy aminosaveserét
hordozé (D79N) opa-AR-t, illetve az apc-AR altipust overexpresszaldo egértorzseket
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 apa és ayc altipusok hidnya esetén az egerek nem mutattak fejlodési
rendellenességet, az ayp kiiitése azonban a tiidé alveolusok fejlédési rendellenessége miatt
ujszilott egerekben 1égzési elégtelenséggel tarsult (Knaus és mtsai., 2007; Haubold és mtsai.,
2010). Két altipusra egyidejlileg hianyos (dupla KO) egerek is életképesek voltak (apac-KO
Hein és mtsai., 1999; ayas-KO Paris és mtsai., 2003), mindharom altipus egyiittes kititésekor
azonban az allatok - a placenta érhalozatanak rendellenes fejlédése miatt - mar magzati

korban elpusztultak (Philipp és mtsai., 2002).

2.1.6.1. Az a2a-AR altipus élettani szerepe

Az aa-ART fenotipust egerek vizsgalatakor kiderilt, hogy a klasszikus o,-AR
hatasok, mint a hipotenzid, a szedacio, a bradikardia, a hipotermia, a monoaminok centralis
felszabaduldsanak ¢és metabolizmusanak gatladsa foként ezen altipus révén kozvetitddnek
(Lakhlani és mtsai., 1997, MacDonald és mtsai., 1997, Kable és mtsai., 2000; Hein, 2001;
Philipp és Hein, 2004; Gilsbach és Hein, 2012). Az aya-AR génkiiitott egereket magasabb
vérnyomas ¢és pulzusszam, sziv hipertrofia, szivelégtelenség kialakulasara, valamint
trombozisra/emboliara vald hajlam jellemezte (Brum és mtsai., 2002; Pozgajova és mtsai.,
2006). Az ay-AR agonistak kivaltotta antinociceptiv hatas és az opiatok analgetikus hatasanak
fokozasa szintén nem volt megfigyelheté opa-hianyos egerekben (Hunter és mtsai., 1997,
Lakhlani és mtsai., 1997). A posztszinaptikus aza-AR-nak a memoria folyamatokban betoltott
szerepe a prefrontalis agykéreg vérellatasanak fokozasaval hozhato Gsszefiiggésbe (Wang és
mtsai., 2007). A periférias érosszehtizodas, a gyomorsav szekrécido és motoros aktivitas
gatlasa ugyancsak a posztszinaptikus opa-AR aktivaciojanak kovetkezménye (MacMillan és

mtsai., 1996, Gyires és mtsai., 2009).
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2.1.6.2. Az a25-AR altipus élettani szerepe

Az ae-AR altipus felelés els6sorban az a-AR agonistak kivaltotta tranziens
hipertenziv valaszért (Link és mtsai., 1996) és fontos szerepet jatszik a sé-indukalta
hipertenzidban (Makaritsis és mtsai., 1999). Szintén jelentés a szerepe az ereket szikitd
(vazokonstrikcids) hatas kivaltasaban, és ellentétben a masik két altipussal a vemhes patkany
uterusz NA indukalta 0Osszehtzodasat is kozvetiti (Gdspdr és mtsai., 2007). A
neurotranszmitter felszabadulés preszinaptikus gatlasaban, a masik két altipus mellett, az ops-
AR is részt vesz (Knaus és mtsai., 2007), mint ahogy az a,-AR agonistak fajdalomcsillapitd
hatasanak kozvetitésében is. A gerincveldben, a leszallo noradrenerg palyak végzodésein ezek

a receptorok kozvetitik a nitrogén-monoxid fajdalomcsillapité hatasat (Sawamura és mtsai.,

2000).

2.1.6.3. Az a,c-AR altipus élettani szerepe

A foként kozponti idegrendszerben expresszaldodd apc-AR altipus mind auto-, mind
heteteroreceptorként fontos szerepet tolt be a neurotranszmitter-felszabadulas (glutamat, NA,
acetilkolin, dopamin, szerotonin) preszinaptikus gatlasaban (Scheibner és mtsai., 2001,
Bucheler és mtsai., 2002). Ugyanakkor a periférias szovetekben is fontos szabalyozo6 funkciot
tolt be: a mellékvese kromaffin sejtjeiben a katekolamin-felszabadulas visszacsatolasos
gatlasaért teheté felelossé (Brede és mtsai., 2003, Moura és mtsai., 2006). Részt vesz a
fajdalom spinalis transzmisszidjanak Szabalyozasaban, analgetikus hatiasa neuropatias és
gyulladasos fajdalom korképekben fokozottabb, tovabba kozvetité eleme az adrenerg-opioid
szinergia kialakulasanak (Stone és mtsai., 1997, Kable és mtsai., 2000; Fairbanks és mtsai.,
2002; 2009). Mindemellett szerepet jatszik a memoria folyamatok szabalyozasaban (Tanila és
mtsai., 1999). A figyelemhianyos hiperaktivitas zavart (attention deficit hiperactivity disorder,
ADHD) az a,c-AR polimorfizmusaval is dsszefliggésbe hoztak (Arnsten és mtsai., 2007, Cho
és mtsai., 2008; Cinnamon Bidwell és mtsai., 2010). Az ayc-AR deficiens egerekre fokozott
agresszivitas és modosult motoros viselkedés jellemz6 (Link és mtsai., 1995). Leirtak tovabba
szerepiiket a testhomérséklet szabalyozasaban: aktivacidjuk a bor artéridinak osszehtizodasat
okozza és hipotermiat indukal, ugyanakkor a receptorok részt vesznek a vénak
kontrakcidjanak szabalyozasaban is (Gavin és mtsai., 1997, Chotani és mtsai., 2004; Gilsbach
és mtsai., 2009).
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2.1.7. Az a, -adrenoreceptorokat moduldlo vegyiiletek terapids alkalmazdsinak
lehetoségei

Figyelembe véve az a,-AR altal kozvetitett bioldgiai funkcidok soksziniiségét, nem
meglepd, hogy felfedezésiik o6ta kiemelkedd célpontjai a gyogyszerkutatasnak. Noha a
gyogyaszatban szamos indikacidban régota hasznalnak oy-AR agonistdkat, az altipus-
szelektivitdas hidnya miatt a rendelkezésre allo vegyiiletek kedvezotlen mellékhatas profilja
gatat szab szélesebb korti alkalmazhatosaguknak (Kamibayashi és Maze, 2000, Scholz és
Tonner, 2000; Sanders és Maze, 2007; Gilsbach és Hein, 2012).

Az 0-AR agonistdk egyik nagy terapids teriiletét az ugynevezett mutét koriili
allapotok jelentik: nyugtatoként, altatoként, és fajdalomcsillapitoként alkalmazzak Oket
(Pertovaara, 2004; Zhang és Bai, 2014). A locus coeruleus szomatodendritikus
autoreceptorai altal kozvetitett Szedativ hatast kihasznalva, az a,-AR agonistakat mitéti
érzéstelenités soran is hasznaljak mind az allatorvosi gyakorlatban (dexmedetomidin,
detomidin, xilazin), mind pedig a human gyogyaszatban (klonidin, dexmedetomidin,
tizanidin) (Kanazi és mtsai., 2006, Shukry és Kennedy, 2007). Foként a hagyomanyos Opiat
érzéstelenitok addsa mellett, adjuvansként alkalmazzak Oket, mivel az Opidtok igy kisebb
dozisban is hatékonyak, €s ezaltal az a,-AR agonistak kompenzalni tudjak ezek kedvezdtlen
(pl. 1égzésbénulast okozo) mellékhatasait (Coursin és Maccioli, 2001; Carollo és mtsai.,
2008). Tovabbi eldnyiik a posztoperativ terapiaban, hogy alkalmazasukkal csokkentheté az
émelygés, és a hanyinger, valamint mérsékelik a mtitét utan fellép6 reszketést (Vanderstappen
és mtsai., 1996, Gerlach és mtsai., 2009).

Centralis kardiovaszkularis hatasuk révén egyes 0,-AR agonistak (klonidin, guanfacin)
er6s vérnyomascsokkenté hatassal rendelkeznek, azonban szedativ mellékhatasuk miatt
napjainkban mar jelent6sen kiszorultak errdl a terapias teriiletrél (Robinson és mtsai., 1998).
Azonban ha gyors és jelentds vérnyomascsokkentésre van sziikség, a mai napig alkalmazzak
ezeket a szereket (Rynn és mtsai., 2005). A tizanidin, a klonidin egy szerkezeti analdgja,
hatékony izomrelaxans, a széliités (stroke) vagy szklerozis multiplex soran fellépd koros
izomtonus-fokozodas (spaszticitas) kezelésére hasznaljak (Bes és mtsai., 1988; Eyssette és
mtsai., 1988; Hutchinson, 1989). A guanfacin és a guanabenz szintén hatékony
vérnyomascsokkentok, ugyanakkor az ADHD ¢és az o6piat- €s alkohol-megvonds tiineteinek
csokkentésére is alkalmazhatok, ezenkiviil fajdalomesillapitoként is hatasosak (Ruffolo és
mtsai., 1994, Scahill és mtsai., 2001; Cinnamon Bidwell és mtsai., 2010). A klonidint, a
brimonidint (UK14,304) és a p-aminoklonidint (apraklonidin) glaukomaban szenvedd betegek

18



esetében a szem belsd (intraokularis) nyomasanak csokkentésére, szemcseppként alkalmazzak
(Serle és mtsai., 1991; Ahmed és mtsai., 2001; Growing, 2002). Mellékhatasprofiljuk
kedvez6, mert a szemen at felszivodva nem okoznak keringési mellékhatasokat (szisztémas
vérnyomascsokkenés, bradikardia).

A posztoperativ fajdalomcsillapitason kiviil az a,-AR agonistak tovabbi alkalmazasi
teriilete a kronikus fajdalom kezelése sulyos neuropatias fajdalmi korképekben. Korabban
daganatos megbetegedések, illetve posztherpetikus szo6vodmények terapiajaban alkalmaztak
Oket, azonban kardiovaszkularis, illetve szedativ mellékhatasaik korlatozzak széleskor
hasznalatukat (Eisenach és mtsai., 1995, Elkersh és mtsai., 2003). Mivel jelenleg ugy tiinik,
hogy ezek a mellékhatasok foként az apa-AR altipus révén kozvetitdédnek, az apc-AR altipus-
szelektiv hatoanyagok lehetOséget teremthetnek a terapids hatds és a mellékhatas
kiilonvalasztasara, ¢s fajdalomcsillapitoként torténd alkalmazésukban rejlé potencial
kiteljesitésére (Kamibayashi és Maze, 2000; Maze és Fujinaga, 2000, Gyires és mtsai., 2009;
Quaglia és mtsai., 2011).

A preszinaptikus auto- és heteroreceptorok altal kozvetitett negativ visszacsatolas
felfiiggesztésével az 0,-AR antagonistak potencidlis gydgyszerjeldltjei lehetnek a depressziot,
a kulonféle demenciakat, az Alzheimer- és Parkinson-kort célzé terapidknak (Maura és
mtsai., 1992; Tellez és mtsai., 1997; Sallinen és mtsai., 2013). Az ap-AR antagonistak jol
hasznalhatok periférias érsztikiilet (Raynaud-kor) kezelésére, mivel hatékonyan gatoljak a bor
artériak vazokonstrikcidjat (Flavahan és mtsai., 2003), tovabba antipszichotikumként is

hatasosak lehetnek (Brosda és mtsai., 2014).

2.1.8. Az ay-adrenoreceptorok jelatviteli titvonalai

A GPCR-ek ligandjuk kotédését kovetden egy molekularis kapcsold, a heterotrimer G-
fehérje révén tudnak kapcsolatot 1étesiteni az effektor molekulakkal. Nyugalmi allapotban a
G-fehérjét alkotd harom a-, B- és y-alegység egymashoz kapcsoldodva a sejtmembran belso
oldalan, a receptorok kozelében helyezkedik el, GDP asszocialt formaban (Wess, 1998). A
ligand altal aktivalt receptor konformacio valtozasa lehet6vé teszi a G-fehérje kapcsolodasat a
receptor ICL2 és ICL3 részeihez, amelynek kovetkeztében az o-alegységhez kotott GDP
kicserélodik GTP-re. A GTP-kotott a-alegység By dimer irdnti affinitdsa csokken, disszocial a
komplexr6l majd kiilonboz6 effektorokhoz kapcsolodva az adott receptorra jellemzo
jelpalyakat aktival, melyek kivaltjak a sejtvalaszt. Végiil az a-alegység intrinzik GTPaz

aktivitasa révén a hozza kotddé GTP-t GDP-v¢ alakitja, amely az a-alegység inaktivalodasat

rrrrrr
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Lambright és mtsai., 1996). Azt, hogy a G-fehérje konformaci6 valtozasat kovetéen mely
masodlagos hirvivd rendszer aktivalodik, az a-alegység hatdrozza meg, melynek tobb mint
hasz izoformaja ismeretes (Hermans, 2003). Ezek szerkezetiik és funkcidjuk alapjan négy
kiilonb6z6 csaladot alkotnak. A Gag valamint Go; és Ga, csaladok alegységei az adenilat-
ciklaz (AC) aktivalasan vagy gatlasan keresztiil a citoplazma ciklikus adenozin-monofoszfat
(cAMP) szintjét szabalyozzdk. A Gogq a foszfolipdz C enzim (PLC) aktivacidja révén
megndvekedett citoplazmatikus [Ca]; szintet eredményez, mig a Goi, a RhoGEF guanin
nukleotid cserélé faktor aktivalasan keresztiil fejti Ki hatasat (Hamm, 1998; Morris és
Malbon; 1999; Cabrera-Vera és mtsai., 2003; Milligan és Kostenis, 2006). Az aktivalt Gy
alegységeknek is tulajdonitanak effektor funkciokat, ioncsatornakat (K™ és Ca®* csatornak),
valamint enzimeket (PI3-kindz) is aktivalhatnak (Ford és mtsai., 1998; Milligan és Kostenis,
2006).

Az a-AR-ok aktivicidja tobb irdnyl jelatviteli folyamatot indit el a célsejtekben.
Mindharom altipus elsddlegesen a pertussis-toxin (PTX) szenzitiv Go; alegységek (Gair, Gaiz,
Gajsz) aktivacidjan keresztiil az AC gatlasaval az adenozin-trifoszfat (ATP) CAMP-v¢é torténd
atalakulasat gatolja, csokkentve ezaltal a citoplazma cAMP szintjét (Limbird, 1988; Abdulla
és Smith, 1997; Saunders és Limbird, 1999). A cAMP a protein kinaz A (PKA) aktivaciojan
keresztiil, melynek célfehérjéi kozott enzimek, szerkezeti fehérjék, transzkripcios faktorok is
szerepelnek, a sejtbeli anyagcsere-folyamatok egész sorat szabalyozza. A preszinaptikus
elhelyezkedésii receptorok gyakran ioncsatorndkra is hatast gyakorolnak (K* csatornak
aktivacioja, fesziiltség-fliggd Ca?* csatornak gatlasa). A gatlo jellegii hatasokon kiviil azonban
serkentd hatasokat is kozvetithetnek az a,-AR-0k. Rekombinans ap-AR-t expresszald
sejtvonalakban leirtdk mar a kolera-toxin érzé¢keny Gos alegység aktivaciojan keresztiil a
citoplazmatikus cAMP-szint novekedését (Eason és mtsai., 1992; 1994; Pohjanoksa és
mtsai., 1997; Jasper és mtsai., 1998), valamint a PLC-B és GPy alegységek kozvetitette
[Ca2+]i felszabadulast is (Dorn és mtsai., 1997; Kukkonen és mtsai., 1998; Reynen és mtsai.,
2000). Az ay-AR-0k szignalizacids sokszinlségét a foszfolipaz A2 ¢és foszfolipaz D
stimulacidja (Jones és mtsai., 1991, MacNulty és mtsai., 1992), tovabba a B-arresztin
mtsai., 1997; DeGraff és mtsai., 1999, Ablas és mtsai., 1993; Flordellis és mtsai., 1995;
Stamer és mtsai., 1996). A P-arresztinek a deszenzitizacidban és internalizacioban betoltott
fontos szabalyozd szerepiikon kiviil ,,horgonyzd” (scaffold) fehérjeként eldsegitik pl. a
MAPK, PI3-K, PKB/Akt, Src aktivaciojat is (DeFea és mtsai., 2000a; Luttrell és misai.,
2001; Lefkowitz és Shenoy, 2005, Lutrell és Gesty-Palmer, 2010; Lutrell, 2013).
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2.1.9. Az a, adrenoreceptorok miikodésének szabdlyozdsa

Gyakran megfigyelhetd, hogy az agonistaval torténd stimulaciot kovetéen a GPCR-ek
ligand iranti érzékenysége csokken, azaz a receptorok rovid id6 alatt deszenzitizalédnak. A
folyamat elinditasanak hatterében foként a G-fehérje receptor kinazok (GRK) altal kozvetitett
receptorok foszforilaciojat végzik. A folyamatot a B-arresztinek kotddése teszi teljessé,
ugyanis a foszforilalt receptorhoz kotddni képes P-arresztin molekuldk a receptort
szétkapcsoljak a G-fehérjékt6l, majd adapter fehérjékként részt vesznek a klatrin-burkos
vezikuldkban torténé internalizacioban is (Ferguson, 2001, Pierce és mtsai., 2002). Az
endocitozis soran bizonyos receptorok a korai endoszoémakbol a lizoszomékba keriilve
lebomlanak, masok viszont defoszforildlodva visszanyerik aktivalhatosagukat, azaz
reszenzitizaldédnak ¢és visszajutnak a plazmamembranba. A GPCR-ek foszforilacidjaban
szamos egyéb kinaz is részt vesz: pl. a MAP kinaz (Polakiewicz és mtsai., 1998), a PKC
(Liang és mtsai., 2002), az Akt/PKB (Doronin és mtsai., 2002), a CK2 (Torrecilla és mtsai.,
2007). Ugy tiinik, hogy az ezen enzimek altali foszforilaciot kovetd receptor internalizacid
némiképp kiilonbozik a GRK altal kozvetitett endocitozistoél (Tobin, 2008). Ugyanakkor
bizonyos receptorok foszforildcio-deficiens mutdnsai is képesek [-arresztint kotni és
toltésti aminosav oldallancok jelenlétének koszonhetéen (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 a2-AR deszenzitizacidja altipus-fliggd sajatsagokat mutat. Mig az axa-AR és og-
AR a receptor ligand-fiiggd aktivaciojat kovetéen gyorsan foszforilalodik —és
deszenzitizalodik, az ayc-AR altipus esetén ez nem volt megfigyelheté (Eason és Ligett, 1992;
Kurose és Lefkowitz, 1994; Jewell-Motz és Liggett, 1996). A 7 féle emlés GRK izoforma
koziill az opa-AR és az opg-AR foszforilacidjaban a GRK2 és a GRK3 vesz részt. A
foszforilacids helyek felderitését célzo iranyitott mutagenezis vizsgalatok azt mutattak, hogy a
foszforilacio f6 helye az ICL3 hurok szerin és treonin aminosavakban gazdag régioja. Az opa-
AR altipus esetén a jol koriilirt EESSSSD konszenzus szekvencia felelds a GRK-medialta
foszforilacio  szubsztratspecificitasaért, mig az oyc-AR DESSAAAE  konszenzus
szekvenciajanak két szerin oldallanca nem elégséges a GRK-medialta foszforilacio, illetve a

deszenzitizacidé kozvetitéséhez (Eason és mtsai., 1995; Liggett, 1998). Ugyanakkor, pl. az
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ICL3 régioban GRK foszforilaciés motivumot (EESSTSE) tartalmazd oposszum aoc-AR
képes deszenzitizalodni (Deupree és mtsai., 2002).

A GPCR-ek tobbségéhez hasonldan, az ay-AR-0K is klatrinnal boritott vezikulakba
kertilve, endocitozissal tavolitodnak el a sejt felszinér6l, de az altipusok, Kiilonbozo
lokalizaciojuk miatt, ez esetben is eltéré modon viselkednek. Mig az ags-AR a legtobb
GPCR-ra jellemz6 modon jut a sejt belsejébe, addig az aa-AR sejttipustdl fliggden nem
(Daunt és mtsai., 1997), vagy csak kis mértékben internalizalodik (DeGraff és mtsai., 1999).
Emellett, mig aoa-AR és ags-AR elsddlegesen a plazmamembranban lokalizalodik, addig az
azc-AR nagy része a legtobb vizsgalt sejtféleségben intracellularis elhelyezkedésii; a Golgi
késziilékben és az endoplazmatikus retikulumban egyarant megtalalhato (von Zastrow és
mtsai., 1993; Wozniak és Limbird, 1996; Daunt és mtsai., 1997; DeGraff és mtsai., 1999;
Olli-Lahdesmaki és mtsai., 1999). Mivel az intracellularisan lokalizalodd receptorok
mennyisége nemcsak a sejttipustol, hanem a homérséklettdl is figg (Daunt és mtsai., 1997;
Jeyaraj és mtsai., 2001), az ayc-AR internalizaciojat konvencionalis immuncitokémia
modszerekkel vizsgalva ellentmondasos eredmények sziilettek (Daunt és mtsai., 1997; Olli-
Lahdesmaki és mtsai., 1999). Végil Daunt és munkatarsai (1997) HEK293 sejtekben
tobbszords epitoppal jelolt aoc-AR elhelyezkedését és internalizicidjat vizsgalva minden
kétséget kizardan igazoltak ezen altipus internalizacigjat. Tovabbi vizsgalatok megerdsitették,
hogy ez a folyamat a G-fehérjék aktivaciojatol fliggetleniil, valosziniileg foszforilacio nélkiil,

B-arresztin molekulak aktiv részvételével zajlik (DeGraff és mtsai., 1999).

2.2. A G-fehérje-kapcsolt receptorok vizsgalati modszerei

A gyogyszerkutatas hdskordban a potencidlisan hatékony vegyliletek azonositasat
foként izolalt allati szervek és in vivo allatkisérletek segitségével végezték (Holmstedt és
Liljestrand, 1981; Paton, 1986). A mért biologiai hatas alapjan torténd ,,proba-szerencse”
(trial and error) megkdzelités hatékonysaganak korlatai azonban Uj kutatasi és fejlesztési
stratégiak kidolgozasat igényelték, amelyek soran az in vivo modellek helyett egyre inkabb az
in vitro modszerek keriiltek a kutatasi programok elsé vonalaba. A primer tenyészetek vagy a
vizsgalni kivant célpontot expresszalé rekombinans sejtvonalak alkalmazasa, az in vitro
tesztek elterjedése forradalmasitotta a gyogyszerkutatas eszkozrendszerét (Kenakin, 2009).
Napjaink mechanizmus alapu gyogyszerkutatasi programjaiban az in vitro modszerek altal

szolgaltatott eredmények alapvetd fontossagiiak mind a vezérmolekula (lead) azonositasaban,
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mind a gyogyszerjelolt kifejlesztésére iranyuld multidimenzios optimalizalasi folyamatban
(Eglen, 2005). A molekularis bioldgia, az informatika, az automatizalastechnika teriiletén
bekovetkezett robbandsszerii fejlodés a 90-es évek kozepétdl megteremtette a nagy
ateresztOképességii in vitro biologiai tesztelés (High Throughput Screening, HTS) lehetdségét.
A HTS-re alkalmas biologiai tesztek lehet6vé teszik nagyszamu vegyiilet (akar sokszazezer)
gyors, rovid id6 alatt elvégezhetd sziirését a gyogyszerkutatas korai fazisaban, melynek soran
az azonositott kémiai kiindulépontok, azaz a taldlatok (hit) tobbnyire az adott gyogyszergyar
nagy diverzitasi vegylilettarabol kerilnek ki (Keserii és Makara, 2009). A talalatok
megerdsitése utan, ezek szerkezetének szintetikus modositasaval, a célfehérjére kifejtett hatas
erOsségére vonatkozd visszajelzések alapjan lehet eljutni a vezérmolekula, majd a
gyogyszerjelolt molekula kivalasztasaig. Konnyen belathatdo, hogy a gyogyszerjeldlt
molekuldk vizsgalatara alkalmas, nagy kapacitasu, egyben azok hatékonysagardl megbizhato,
relevans informdaciot nyujtani képes modszerek fejlesztése €s alkalmazasa kulcsfontossagu.
Ugyanakkor talan nem talzas azt allitani, hogy a legnépszeriibb gyogyszer-célpontokként
szamon tartott GPCR-ek teriiletén a HTS kompatibilis modszerek technikai forradalmanak
lehettiink tanui az elmult években.

Egy idealis szlirdvizsgdlati moddszernek egyszeriinek, gyorsnak, homogénnek,
robusztusnak, azaz j6  jel-zaj arannyal rendelkezOnek, automatizalhatonak,
miniatlirizalhatonak (96-, 384- esetleg 1536-lyuku szovettenyészté lemez formatum) kell
lennie. Biztonsagi okokbol ujabban hattérbe szorulnak a radioaktivitas mérésén alapuld
tesztek (Thompsen és mtsai., 2005; Zhang és Xie, 2012). Ugyancsak megfontolando
szempont, hogy a receptor aktivaciot kovetden a jelatviteli palydk mely elemét kivanjuk
detektalni. A biologiai aktivitds meghatarozdsa a szignalizdciés utvonal egy korai
hirvivéjének vizsgalatdval csokkentheti a hamis pozitiv taldlatok eléfordulasanak
valoszinliségét, mig egy tavolabbi végpont mérésével a jelamplifikacid eredményeként a
rendszer érzékenysége novelhetd (Milligan, 2003; Zhang és Xie, 2012). Mivel egy receptor
tobb jelatviteli utat is aktivalhat, melyeket akar utvonal-specifikus ligandok szelektiven
befolyasolhatnak, fontos a farmakologiai szempontbdl elény6s hatasu, vagy Klinikailag
relevans hatas-mellékhatas profilhoz kothetd szignalizacids Gtvonalak vizsgélatara alkalmas
modszerek elsé szliréként vald alkalmazasa (Violin és Lefkowitz, 2007; Kenakin és Miller,
2010). Mivel dolgozatom lényeges részét képezi a gyodgyszerjelolt molekuldk vizsgalatara
alkalmas nagy kapacitasi modszerek fejlesztése és farmakologia alkalmazasa, a tovabbiakban

rovid attekintést nytjtok a GPCR-ek jellemzésére szolgald fobb modszerekrol.
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2.2.1. Radioaktiv receptorkatési tesztek

A farmakologiai vizsgalatok soran széleskoriien alkalmazott radioaktiv receptorkotési
tesztek hasznalataval jol jellemezhetd egy receptor és ligandja kozti kolesonhatas. A modszer
elve, hogy a kérdéses receptort tartalmazo sejtmembran preparatumon az un. leszoritsi
kisérletekben az ismert, nagy affinitassal kot6do, radioaktivan jelolt ligand jelenlétében adjak
az ismeretlen, vizsgalni kivant vegyiiletet és meghatarozzak a specifikus kotésben maradt
ligandi (,,deorfanizalt”) GPCR esetén alkalmazhatd, jelentOs ateresztOképességgel bir, a
kérdéses ligand kotddési affinitasa mellett annak asszociacios-disszociacios kinetikaja is
vizsgalhato, valamint a receptor szovet- vagy sejtfelszini denzitasarol is informaciot
kaphatunk (Bylund és Toews, 1993). A receptorkotési tesztek egyik jelentds hatranya, hogy a
kot6do anyagrol pusztan a receptorkotési teszt alapjan nem lehet megmondani, hogy milyen
hatasa van a receptorra; agonista vagy antagonista, esetleg parcialis agonista/antagonista,
vagy inverz agonista sajatsaggal bir, ehhez funkcionalis aktivitas mérésére szolgald biologiai
tesztek sziikségesek. Ezen tGlmenden, pl. az ortoszterikus kot6helytdl eltérd, allosztérikus
vegyiilet szlirheté ki taldlatként, amely allosztérikus interakcidk révén kozvetett modon
befolyasolja a radioligand kapcsolodésat a receptorhoz. Figyelembe véve az egyes radioaktiv
ligandok szintézisének nehézségeit, valamint kornyezet- és munkavédelmi szempontokat is
mérlegelve, a radioligandok hasznalata az utobbi idOben meglehetdsen hattérbe szorult. A
receptor-ligand kolcsonhatasok vizsgalatara G modszerek valtak ismertté, pl. az idékapuzott
fluoreszcencia rezonancia energia transzfer (time-resolved TR-FRET) technologiat hasznald
uj receptorkdtési modszerek. Ezek elvalasztasi 1épések nélkiil a vizsgalt ligand jelenlétében az
N-terminalisan-jel6lt receptor enzim epitopjahoz (tag) kapcsolt akceptor fluorofor és az enzim
szubsztrathoz konjugaltatott donor fluorfor kozelségének révén létrejové FRET jel
detektalasan alapulnak (pl. Tag-lite™ (Cisbio) modszer) (Degorce és misai., 2009). Ezen uj
modszerek elterjedése szamos eldnylik ellenére még meglehetdsen korlatozott, foként a

modellrenszerek nehézkes kidolgozasa €s tesztek magas dra miatt.
2.2.2. A G-fehérje aktivacidjat detektdlo funkciondlis modszerek

2.2.2.1. [P°S|GTPyS kotési tesztek

A [3SS]GTPyS koto tesztek kozvetleniil a GPCR aktivalodésa utan torténd GDP-GTP
cserét detektaljak radioaktivan jelolt GTP segitségével (Milligan, 2003). A receptor
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aktivacidjat kovetéen a nem hidrolizalo GTP analog, a [SSS]GTPyS felhalmozodasa figyelhetd
meg. Ez a modszer a gyakorlatban leginkabb a gyorsabb GTP-GDP kicserélédési rataval
jellemzheté Gaip kapesolt receptorok vizsgalatara alkalmas (Milligan, 2003). A receptor
kotési tesztekkel ellentétben ez a mddszer a ligandok funkcionalis aktivitasanak (agonistak,
antagonistak, inverz agonistak, allosztérikus modulatorok) meghatarozasat is lehetové teszi
(Harrison és Traynor, 2003). A tobbnyire kis jel-zaj arannyal jellemezheté modszer hatranyai
kozé tartozik, hogy radioaktiv [*>S]GTPyS-t hasznal, de rendkiviili elénye hogy nincs sziikség
specialis, szelektiv radioaktiv ligandra. A mérések soran egy elvalasztasi 1épést (sziirés) is
sziikséges beiktatni, ami csokkenti a modszer ateresztéképességét. A radioaktiv anyagok
hasznalatanak elkeriilésére irdnyuld erdfeszitések soran nemrégiben sikeriilt olyan nem
hidrolizal6 GTP analogot eldallitani, ami nem radioaktiv, hanem europiummal-jeldlt, és igy
alkalmas a TR-FRET-en alapuld tesztek kidolgozasara (pl. DELFIA™ (PerkinElmer)
(Labrecque és mtsai., 2009).

2.2.2.2. cAMP tesztek

A masodlagos hirvivék mennyiségének valtozasat kimutatd modszerek koriil igen
népszeriieck a citoplazma CAMP-szintjének valtozasat detektald tesztek. A Gas kapcsolt
receptorok aktivacioja az AC-ra kifejtett serkentd hatas kovetkeztében megnovekedett cAMP-
szintet eredményez, melynek detektalasa viszonylag egyszeri. Azonban a Gaij, kapcsolt
receptorok aktivacidjaval az AC-ra kifejtett gatlo hatasra bekovetkez6 cAMP-szint csokkenés
csak indirekt modon, a forskolin (FSK) stimulalta cAMP-akkumulacié gatlasan keresztiil
vizsgalhato. Mivel a Go; kapcsolt receptorok agonista vegyiiletei a FSK altal kivaltott cAMP-
akkumulacidt gatoljdk, az antagonistdk pedig ezt a gatld hatast forditjak vissza, ezért e
receptorok vizsgalatara alkalmas modszerek dinamikus tartomanya gyakran jelendsen
lecsokken (Zhang és Xie, 2012). A mérés kivitelezése soran sziikséges a CAMP lebomlasaért
felelés foszfodiészteraz enzim gatlasa is (pl. IBMX alkalmazasaval). A CAMP-szint
valtozasanak mérésén alapuld modszerek kozott talalunk radioaktiv modszereket is, de ezeket
ma mar szinte teljesen kiszoritottdk a lumineszcencia vagy fluoreszcencia mérésen alapulod
érzékeny és nagy ateresztoképességli technikdk. Hatranyuk a magas aruk, és a mérés
lényegébdl adodo hosszh inkubacids id6 miatti idéigényességiik (Gabriel és mtsai, 2003). A
modszerek tobbsége a kompeticid elvén miikddik: a sejtben képzddé cAMP verseng a
kiviilr6l bejutatott jelolt cAMP-vel egy anti-cAMP ellenanyag kot6helyeiért. A CAMP

megjelolésére [-galaktozidaz enzim fragmenst (HitHunter, DiscoveRx), biotinilalt
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gyongyoket (AlphaScreen, PerkinElmer), vagy akar akceptor fluorofort (HTRF® alapa cAMP
teszt, Cisbio) is alkalmazhatnak (5. abra) (Weber és mtasi., 2004, Williams és mtsai., 2004,
Thompsen és mtsai., 2005; Degorce és mtsai., 2009).
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5. abra: A HTRF® cAMP teszt elve. A TR-FRET soran a gerjesztett donor molekularol
energiatranszfer torténik a kelld kozelségben levo akceptor molekuldra, amely fluoreszcencia
forméjaban kisugarozza azt. A kompeticion alapuld reakcio a sejtekbdl felszabadulo cAMP és
a d2-vel (akceptor fluorofor) jelolt CAMP kozott zajlik az eurdpium-kriptattal (donor
fluorofor) jel6lt anti-cAMP ellenanyag koétShelyeiért (forrds: www.cisbio.com).

A luciferaz bioszenzor alapi cAMP modszerek (cAMP Glosensor, Promega)
kiemelkedd szenzitivitasuknak koszonhetdéen akar FSK stimuldcio nélkiil is képesek a Ga
kapcsolt receptorok valds idejli aktivaciojat detektalni. A szintén bioszenzorként miikodo
ciklikus-nukleotid-szenzitiv. (CNG) csatornak expresszidjaval (BD ACTOne, BD
Biosciences) a CAMP-szint valtozasa €16 sejtekben kdvetheté nyomon (Visegrddy és mtsai.,
2007; Titus és mtsai., 2008, Wigdal, 2008).

2.2.2.3. IP3/IP; és [Ca®"]i valtozasat detektalé modszerek

A Gog-fehérjével kapcsolt receptorok stimuldcioja a PLC miikodését serkenti, amely a
membranlipid foszfatidil-inozitol-biszfoszfatot (PIP,) inozitol-triszfoszfatra (IP3) és diacil-
glicerinre (DAG) bontja. Az IP; az endoplazmatikus retikulum IP3 receptoraihoz kapcsolodva
kalciumot szabadit fel az endoplazmatikus retikulumbol, mig a membranban marado DAG a
protein kindz C-t (PKC) aktivalja. Az IP3 gyorsan IP,-vé, IP;-¢ majd inozitolld hidrolizal
(Berridge, 1993; 2009).

Az [IP; mennyiségi vizsgalatara hasznalt, moséasi 1épést is igényld, radioaktiv

modszerek a [‘H]-inozitol beépiilését mérik. A radioaktiv szennyezés és a  Kis
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ateresztOképesség hatranyait kikiiszobolendd, napjainkban mar akéar 1536-lyuka lemezen is
kivitelezhetd TR-FRET alapi modszerek (IP-One HTRF®, Cisbio) allnak rendelkezésre az
IP; akkumuléci6 kimutatasara (Liu és mtsai., 2008).

A Ca*-fluorometria térhoditisa a sejtmembran permeabilis kalciumérzékeny
fluoreszcens festékek megjelenésével kezd6dott. Ezek spektralis tulajdonsagaikat tekintve 2
f6 csoportba oszthatok. A raciometrikus festékek gerjesztési €s/vagy emisszios spektruma
Ca?*-kotés hatasara eltolodik, igy két hullamhosszon torténd gerjesztés (Fura-2) vagy két
hullamhosszon torténd detektalas (Indo-1) révén kiilon mintavételezhetd a Ca* -ot kotott és a
szabad festékpopulacid (Grynkiewicz és mtsai, 1985). Az igy szamitott arany (racio) konnyen
[Ca?*]i értékekké konvertalhatd. Az intenzitis-modulald festékek (Fluo-3, Fluo-4) esetén
Ca®"-kotés hatasara spektrum-eltolodas nélkiil nvekszik meg az emittalt fény intenzitésa,
amely akar szazszorosa is lehet a kalciumot nem kotott formaénak (Kao és Tsien, 1989).
Egyre népszerlibbek az olyan festékek is, ahol a fluoreszcens indikator mellett egy un.
quencher festék is jelen van, igy a sejtek altal fel nem vett festéket nem sziikséges mosassal
eltavolitani (Zhang és mtsai., 2003). A fluoreszcens festékek hasznalatanak alternativajaként
Ca**-bioszenzorok (pl. rekombinans aequorin) is elérheték a citoplazmatikus [Ca?'];
valtozasanak meghatarozasahoz (Eglen és Reisine, 2008).

A citoplazma [Ca®']; valtozasat detektalo modszerek egyre szélesebb korben torténd
alkalmazasdhoz a molekuldris bioldgiai modszerek valamint a mérOmiiszerek technikai
fejlodése is nagymértékben hozzajarult. A kiméra (Goagis, Goges, Gogs) vagy az un.
promiszkuus G-fehérjék (Gous, Gous) expresszidjaval az eredetileg mas jelatviteli utvonalat
hasznald6 GPCR-ek a Gog szignalizacié iranyaba ,terelhet6k”, aminek kovetkeztében
elméletileg barmely GPCR aktivacioja Ca**-fluorometriaval vizsgalhatova valik (Conklin és
mtsai., 1993; Offermanns és Simon, 1995; Milligan, 1999; Coward és mtsai., 1999, Kostenis,
2005; Suga és Haga, 2007). Ezaltal a Ca**-fluorometria a még nem ismert endogén ligandu
receptorok aktivaciojanak (,,deorfanizacio”) egyik f6 vizsgalati modszerévé is valt (Howard,
2001, Robas és Fidock, 2005, Hansen és Brauner-Osborne, 2009, Caers és mtsai., 2014).
Mivel azonban a rekombinans moédon expresszalt kiméra vagy promiszkuus G-fehérjék
hatéssal lehetnek a vizsgdlt receptorok aktivalhatosdgéara, fontos annak igazolasa, hogy a
természetes jelatviteli utvonalak ,.elterelése” nem valtoztatja meg a receptorok farmakologiai
tulajdonsagait (Kostenis, 2005).

A GPCR aktivacié gyors kinetikaju, tranziens Ca”**-jeleinek fluorometrids nyomon
kovetése olyan automatizalt mérémiiszerek hasznélatat teszi sziikségessé, amelyek valos idejii

jeldetektalast tesznek lehetové (pl. fluorometric imaging plate reader /FLIPR). Mivel a FLIPR
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integralt folyadékadagold és detektalasi rendszere (a hasznalt plate-formatumtol fiiggéen 96-,
384- vagy 1536-csatornas) igen nagy ateresztoképességet biztosit az agonistak, antagonistak
vagy allosztérikus modulatorok akar egy mérésben torténd sziirésé¢hez, segitségével rovid ido
alatt nagy mennyiségli, és informacidtartalm adat nyerhetd. Ezaltal a Ca**-fluorometria
alapvetd eszkOze lett a gyodgyszerkutatas korai szakaszaban alkalmazott nagy volumeni
hatéanyagsziliré vizsgalatoknak (Chambers és mtsai., 2003, Emkey és Rankl, 2009). A szamos
elénnyel bird, kdltséghatékony és robusztus [Ca*']-tesztek hatranyaként emlithetd, hogy az
inverz agonistak, valamint a lassi kotddési kinetikaval jellemezhetd agonistak sziirésére nem
alkalmas, tovabba a vizsgalt receptoron nem hatd, de fluoreszcens sajatsagi vegyiiletek hamis

pozitiv talalatként jelentkezhetnek (Zhang és Xie, 2012).

2.2.2.4. Riporter gén tesztek

Jol ismert, hogy a GPCR-ek aktivacidja a kiilonféle transzkripcids faktorok révén,
befolyasolhatja. Igy nem meglepd, hogy e receptorok aktivaciojat detektald funkcionalis
modszerek kozott elterjedtek a kiilonb6zo riporter géneken alapuld tesztek is. Kolorimetrias,
fluoreszcens vagy akar lumineszcens végpontot hasznalva szdmos riporter enzim (luciferéz,
alkalikus foszfatdz, B-galaktozidaz, B-laktaméz) aktivitdsanak mérése hasznalatos, akar nagy
ateresztOképességll tesztek soran is (Fan és Wood, 2007; Cheng és mtsai., 2010). A nagy
érzékenységgel és magas jel-zaj arannyal jellemezhet tesztek gyenge agonistak vagy
allosztérikus modulatorok szlrésére kivaloan alkalmasak, ugyanakkor mivel a modszer
hossztl idejli inkubéciot igényel, rdadasul a mért paraméter meglehetdsen ,,tavol esik” a

kiindul6opontot jelentd6 GPCR-t6l, megné az esélye a hamis pozitiv talalatok kivalasztasanak.

2.2.3. A GPCR-ek G-fehérje-fiiggetlen aktivaciojat detektilo funkciondlis

modszerek

2.2.3.1. B-arresztin transzlokacio

Mint mar korabban emlitettem az aktivalt és foszforilalt receptorhoz kotédo [-
arresztin fehérjék nemcsak a G-fehérje-fliggd jelatvitelt gatoljak azaltal, hogy a receptort
szétkapcsoljak a G-fehérjéktdl (Luttrell és Lefkowitz, 2002), hanem mas jelatviteli utak
szervezésében is részt vesznek (Lefkowitz és Shenoy, 2005). Ezen jelatviteli folyamatok akkor
keriiltek igazan az érdeklddés kdzéppontjaba, amikor nyilvanvaldva valt, hogy egyes ligandok
a receptorok aktivaciojat kisérd kiilonféle utvonalakat nem azonos mértékben aktivaljak, sot

jelatvitel-szelektiv ligandok segitségével lehetséges e folyamatok célzott befolyasoldsa is.
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Ezért nem meglepé, hogy p-arresztin transzlokaciot vizsgald kiilonbozé kisérleti
megkozelitéseket egyre szélesebb korben kezdték alkalmazni a gyodgyszerjeldltek
azonositadsara és/vagy funkciondlis szelektivitasuk vizsgélatira. Az elsd, kereskedelmi
forgalomban is elérhet6 bioldgiai teszt a GFP-jelolt B-arresztint hasznalé Transfluor (Norak
Biosciences) modszer volt. A konfokalis mikroszképra épiilé, nagy informacidtartalmi
szlirésre (HCS) alkalmas mérémiiszerek révén lathatova tehetok és kvantifikalhatok a GFP-
jelolt B-arresztin intracellularis megoszlasaban 1étrejovo valtozasok; jol nyomonkdvethetd az
aktivacio soran a citoplazmabdl a sejtmembranba attevédé (transzlokalodo) fluoreszcens jel
(Garippa és mtsai., 2006). A kemilumineszcencian alapuld, FRET esetleg BRET technologiat
hasznalé modszerek is igen népszertiek. A PathHunter ™ teszt (DiscoveRX) a B-galaktozidaz
két fragmensének 6sszekapcsolodasa (komplementacidja) soran, a receptorhoz transzlokalodo
B-arresztin kapcsolodasat kovetéen 1étrejové holoenzim aktivitast detektalja (6. abra). A
mérés 1ényege, hogy a receptort a B-galaktozidaz egy kis (4 kDa, 42 aminosav) modositott
fragmensével (ProLink, PK), mig a pB-arresztint a f-galaktozidaz e fragmens nélkiili delécios
mutansaval fuzionaltatjak (enzim akceptor, EA). Ha ezt a két fuzios fehérjét a sejtekben
kifejezziik, €s a receptor aktivaciojat kovetden hozzaadjuk a B-galaktozidaz szubsztratjat, a
két fehérje molekularis kozelségének hatasara az enzim aktivva valik, igy képes elbontani a

szubsztratot, ami kemilumineszcens szignal formajaban detektalhatova valik (Zhao és mtsai.,

2008, Yin és mtsai., 2009).
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6. dbra: A PathHunter™ médszer elve. A ligand-aktivalt PK-jeldlt receptorhoz kapcsol6dd
EA-jelolt P-arresztin hatasara az enzim-fragmens komplementacioval aktivva valo f-
galaktozidaz holoenzim képessé valik szubsztratjanak hidrolizisére, ami a kibocsajtott
kemliumineszcens jel alapjan detektalhato (forrds: Van Der Lee és mtsai., 2008).

A moddszer jo jelablakkal és alacsony hattér lumineszcencidval jellemezhetd. A

crer
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vizsgalhato, a PathHunter ™ moédszer egy szlikebb iddintervallumot érzékel, a szubsztrattal
torténd inkubacio ideje alatt megvalosulo B-arresztin-receptor kapcsolodast detektalja.

Egy masik, a FRET technoldgiat haszndlé Tango (Invitrogen) médszer egy proteaz-
aktivalt riporter gén aktivitasan keresztiil ad informaciot a B-arresztin-receptor kapcsolatrol.
Amint a TEV-proteazhoz fuzionalt B-arresztin a Gal-VP16 proteaz restrikcios helyet és
transzkripcios faktort tartalmazo jelolt receptorhoz kotddik, a Gal-VP16 levalik a receptorrol,
bejut a sejtmagba ¢€s aktivalja a B-laktamaz transzkripcidjat. A rendszer detekcids végpontja a
B-laktamaz két fluoroférral jelolt szubsztratjanak FRET jele (Doucette és mtsai., 2009;
Hanson és mtsai., 2009).

A BRET-mérés soran egy sejtbe bejutni képes szubsztrat (coelenterazin) hatasara a -
arresztinhez kapcsolt Renilla luciferaz (RLuc) altal gerjesztett coelenterazin fotonokat emittal
¢s YFP- vagy GFP-kapcsolt receptor (energiaakceptor) molekularis kozelsége esetén
energiatranszfert képes kivaltani, ami az energiaakceptor fényemisszidjat hozza létre. Az
energiatranszfer mértéke az an. BRET-hanyadossal jellemezheté (GFP/RLuc) (Kamal és
mtsai., 2009). Mindharom modszert szamos GPCR esetében validaltak, és széleskortien
alkalmazzak a kiilonboz6 GPCR-ek (akar ,orfan” receptorok) hatdanyagainak nagy

ateresztoképességl tesztelésére is.

2.2.3.2. Receptor internalizacio

A receptorok aktivacidjat kovetden szamos sejtfelszini GPCR a membranrdl lefliz6d6
vezikulak révén a sejt belsejébe keriil, azaz internalizalodik (Trowbridge és mtsai., 1993). E
folyamat elézménye az aktivalt receptorok GRK-medialta foszforilacidja melyet a B-arresztin
transzlokacidja kovet. A receptor/arresztin komplexek féként klatrin-burkos vezikuldkban
internalizalédnak (Kirchhausen, 2000). Az internalizacionak fontos szerepe van a GPCR-ek
szabalyozasaban. Mig Klasszikusan az internalizacid f6 szerepének a receptorok
deszenzitizacidjat tartottdk, az ujabb eredmények azt mutatjdk, hogy az endocitoézisnak
kiemelked6 szerepe van a receptorok aktivalhatosaganak helyreallitasaban, a
reszenzitizacioban is (Ferguson és mtsai., 1998).

Az ismert ligandd GPCR-ek internalizacidjanak vizsgalata torténhet radioaktiv
izotoppal jelzett ligandok jelenlétében, amikor az intracellularis és a teljes kotés hanyadosabol
kiszamolhat6 az internalizalt ligand szazaléka. Azonban a fluordforral jelolt ligandok és/vagy
receptorok képalkotod eljarasokon alapuld HCS elemzése a klasszikus radioaktiv kotési
teszteknek sokkal biztonsagosabb alternativajat kinalja (Middleton és Kellam, 2005; Zanella

és mtsai., 2010). A receptor internalizacido vizualizacidjanak masik modja a receptor
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extracellularis doménje vagy az N-terminalisan jelolt receptor epitopja ellen termeltetett
ellenanyaggal torténd ko-internalizacié immuncitokémiai elemzése (Haasen és mtsai., 2006,
Hislop és von Zastrow, 2011). A nagyobb ateresztoképességli vizsgalatokra azonban az
enzim-fragmens komplementacion alapuld kemilumineszcens modszer alkalmas (7. abra). Ez
a modszer azon alapul, hogy a PK- vagy EA-jelolt receptor bekeriilve az EA- vagy PK-jelolt
endoszoémaba, ott funkcionalisan aktiv holoenzimmé alakul, és szubsztratjanak hidrolizisével
kemilumineszcens jelet general. Hasonlé megkdzelitésben nem a receptort, hanem a -
arresztint jelolik az EA-fragmenssel, amely a jeloletlen receptorhoz transzlokalodik és egyiitt
internalizalédnak a PK-jelolt endoszomakba, ahol igy 1étrejohet a funkcionalisan aktiv [-

galaktozidaz (Hammer és mtsai., 2007).
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7. abra: A GPCR internalizdcio vizsgadlata PathHunter™ médszerrel. A a B-galaktozidaz két
fragmensének komplementacidja révén e modszer lehetdvé teszi az aktivalt receptor
internalizaciojanak kovetkeztében az EA-jelolt korai endoszémakban lokalizalodd PK-jelolt
receptor detektalasat. Hasonld megkozelitésben nem a receptort, hanem a receptorral egyiitt
internalizal6do B-arresztint jeldlik (forrds: www.discoverx.com).

Mivel az internalizacio folyamata fliggetlen a receptorhoz kotddd Ga alegységtdl és az
altala aktivalt jelpalyatol, a receptor internalizacio vizsgélati modszerei a GPCR deorfanizéacio

fontos eszkozeivé valtak (pl GPR120, Hirasawa és mtsai., 2005).

2.2.3.3. Jelolés-mentes (label-free) modszerek

Az elmult évek folyamén a sejtek természetes allapotban torténd elemzését lehetdveé
tevd, un. jelolésmentes technikdk alkalmazasa az adhézids, proliferacids, migracios
vizsgalatok mellett a GPCR szignalizacio vizsgalatanak is fontos eszkozévé valtak (Scott és
Peters, 2010). Segitségiikkel a sejten beliili folyamatok Osszessége vizsgalhatd, azaz a

kiilonféle jelpalydk aktivaciojanak egyiittes hatasat detektaljadk. Ez a deorfanizacios
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programokban rendkiviil eldnyds, mert a még nem ismert jelatviteli tvonaltol fiiggetleniil
megtalalhatok az ,,orfan” receptorok specifikus agonistdi, melyek segitségével fliggetlen
kisérletekben a jelatviteli utvonal is meghatarozhatova valik.

A label-free modszerek alapja egy-egy sejtallapot-fiiggd fizikai paraméter
valtozasanak az érzékelése, igy a sejteket nem sziikséges kiilonbozé molekuldkkal megjeldlni.
A mikrobalansz bioszenzoros modszer a piezoelektromos kristalyok rezonancia-frekvencia
valtozdsanak mérésén alapszik. Az optikai moédszerek a sejtfelszin alsd6 150-200 nm
tartomanyanak fényvisszaver6désében, illetve fénytorésében bekovetkezé kismértéki
valtozasokat detektaljak (BIND™, SRU Biosystem; Epic'™, Corning) (Fang, 2006; Fang és
Ferrie, 2007). Az impedancia alapi modszerek pedig a sejtek letapadasanak és
kiterjedésének kovetkeztében végbemend vezetéképesség-valtozasokat érzékelik. Az igen
érzékeny impedancia szenzorok révén a sejten beliili valtozasok szamszertsitheték (ECIS™,
Applied Biophysics; xCELLigence, Roche; CellKey™, MDS) (Yu és mtsai., 2006; Peters és
mtsai., 2010). A sejttenyésztd inkubatorba helyezhetd késziilékek lehetdvé teszik mind a
rovid, mind a hosszu lefutasi idejii sejtvalaszok valds idejii (real time) vizsgalatat. A
kiemelked6 érzékenység ellenére a jelolésmentes technikak hatranyai kozé tartozik, hogy igen
koltséges specialis sejttenyésztd lemezeket igényelnek, valamint az, hogy egy receptorhoz
kothetd kiilonféle jelatviteli utvonalak egyiittes hatasanak detektalasa az esetlegesen ellentétes

hatas sejtvalaszok miatt hamis negativ talalatokat szolgaltathat (Zhang és Xie, 2012).

2.3. Szuirovizsgalatok a gyogyszerkutatdasban

2.3.1. Virtudlis (in-silico) sziirés

Az informatikai moédszerek fejlodésével a gyogyszerjelolt vegyiiletek hatékony és
raciondlis szlrését kiilonféle szamitdsos modellek is tamogatjak melyek jelentds mértékben
jarulhatnak hozza a HTS (koltség)hatékonysagahoz (de la Nuez Veulens és Rodriguez, 2009;
Brogi és mtsai., 2014). A virtualis (in silico) sziirés a HTS-hez hasonléan nagyszamu vegyiilet
szlirését teszi lehetéveé, de amig a HTS kisérleti megvaldsitdsanak meglehetdsen nagy
koltségvonzata van, addig a virtudlis sziirés elméleti megkozelitésen alapuld moddszereivel
jelentds koltség- és idomegtakaritast eredményez. Egyrészt a rendelkezésre allo vegyiilettaron
alkalmazva a vizsgalni kivant célfehérjére fokuszalt alkdnyvtarak hozhatok létre a HTS
hatékonysaganak novelésére, masrészt a vizsgalat kiterjeszthetd a kereskedelmi forgalomban
elérhetd gyodgyszerszerli vegyliletek adatbdzisainak szlirésére is, ndvelve ezaltal azt a kémia

teret, amely 1 szerkezetli jeldltek azonositdsdhoz vezethet. A GPCR-ek eddigi kutatasi
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programjaiban sikeresen alkalmaztak mar szerkezet-alapt (receptor alapu) illetve ligand-alapt
megkozelitéseket is in silico sziirés soran. A szerkezet-alapti modszerek a receptorfehérje
rontgen-krisztallografiaval vagy NMR-spektroszkopidval meghatarozott szerkezetébdl
indulnak Ki (Senderowitz és Marantz, 2009; Sela és mtsai., 2010). Széleskorti alkalmazasukat
azonban neheziti, hogy viszonylag kevés szamu GPCR esetében ismert és elérhetd a
receptorfehérje 3 dimenzids szerkezete (Tautermann, 2014). Amennyiben kisérleti Gton
meghatarozott szerkezet nem all rendelkezésre, un. homologia modelezéssel, rokonsag ¢és
aminosav szekvencia atfedés alapjan is becsiilhet6 a vizsgalt receptor 3 dimenzios szerkezete.
Ezek a modellek azonban korlatozott felbontasuiak és ezaltal csak fenntartasokkal
alkalmazhatok. Nem megfeleld mindségili fehérjeszerkezet és megbizhaté modellek hianyaban
ligand-alapi moédszerek hivhatok segitségil (Tropsha és Wang, 2006; Gruber és mtsai.,
2010). Az ismert ligandok altal szolgaltatott experimentalis adatok révén, a szerkezet-hatas
Osszefiiggések ismeretében a még nem vizsgalt vegyiiletek hatasa is eldre jelezhetd és

potencialisan 0j, hatékony vegyiiletek azonosithatok (Brogi és mtsai., 2014).

2.3.2. Fragmens alapu sziirés

crer

fragmens alapt gyogyszerkutatas (fragment based drug discovery, FBDD) jelenti, amely
soran kis komplexitdsu és molekulatomegli ligandok, un. fragmensek sziirése vezethet a
vezérmolekula optimalizalas kiindulopontjat jelentd uj taldlatok felfedezéséhez. Az FBDD az
elmult néhany évben jelent meg és terjedt el a gyogyszeripari gyakorlatban (Baker és mtsai.,
2013, Visegrady és Keserii, 2013). Alkalmazhatosagat jol jelzi, hogy mar elérhet6 fragmens
alapon kifejlesztett gyogyszer a piacon (Tsai és mtsai., 2008, Bollag és mtsai., 2010). Mivel a
fragmensek kisebb affinitdssal kotddnek a fehérjékhez, €s a kotohely részleges lefedése
indukalta konformacié valtozds nem minden esetben éri el a hagyomanyos tesztek
érzékenységi kiiszobét, sziirésiik tobbnyire specialis biofizikai modszereket igényel. Ilyen pl.
a rontgen krisztallografia (Jhoti és mtsai., 2007), az NMR spektroszkopia (Chilingaryan és
mtsai., 2012), a feliileti plazmon rezonancia (SPR) (Perspicace és mtsai., 2009). A
hagyomdnyos biokémiai és funkciondlis tesztek elényeként emlithetdé azonban, hogy
segitségiikkel magasabb komplexitasu vegyiiletek is sziirhetok (Ferenczy és Keserii, 2013).
Ezeket a megkozelitéseket sikerrel alkalmaztdk mar kiilonféle enzim célpontokon
(Erlanson, 2012; Murray és mtsai., 2012) és membran-fehérjéken is. Annak ellenére, hogy a

membran fehérjéket célzd vizsgalatok nehezebben valosithatok meg, a kdzelmultban sikeres
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fragmens alapu szlirésr6l szamoltak be immobilizalt és termostabilizalt GPCR-ek kapcsan
NMR ¢és SPR mddszerek alkalmazasaval. Ily modon ortosztérikus és allosztérikus ligandokat
is sikeriilt azonositani (Congreve és mtsai., 2011, Chen és mtsai., 2012; Seeger és mtsai.,
2012; Christopher és mtsai., 2013). Az MC,4 melanokortin, a Hy hisztamin, az Az adenozin
valamint a B,-AR receptorokon (Albert és mtsai., 2007, Verheij és mtsai., 2011, Stoddart és
mtsai., 2012; de Graaf és mtsai., 2013) radioaktiv receptorkotési teszt alapu szliréssel talaltak
aktiv fragmenseket. Funkcionalis tesztek alkalmazasardl kevés adat all rendelkezésre; 5-HT3a
¢s ASIC3 ioncsatornakon, valamint CXCR4 receptorokon végzett fragmens-szlrési
kampanyokrol szamoltak be eddig az irodalomban (Verheij és mtsai., 2011; Wolkenberg és

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

2.4, Funkcionalis szelektivitas

A klasszikus receptorelméletben, az n. kettés allapot modell szerint a receptorok a
miitkodésiik soran egy aktiv (,,on”) és egy inaktiv (,,0ff”) konformaciét vehetnek fel (Leff,
1995; Bridges és Lindsley, 2008). A specifikus ligand kotédésének hatasara a kétféle
konformacio kozott egy 1j egyenstuly alakul ki, melyet az agonista ligand az aktiv
konformacio iranyaba, az inverz agonista az inaktiv konformacié iranyaba tol el (Leff, 1995;
Rang, 2006). Az antagonistdk az aktiv és az inaktiv konformacidhoz egyarant kotédnek és
gatoljak az agonista hatasat (Giraldo, 2004; Vauquelin és Van Liefde, 2005). Az elmult
években azonban egyértelmiivé valt, hogy egy GPCR-nek tobb aktiv konformacidja is
1étezhet (,,tobbszords allapot modell”), amelyek koziil egy adott ligand a receptorhoz valo
kotoédés hatasara a ra jellemz6 aktiv konformaciot stabilizalja (Ghanouni és mtsai., 2001;
Kenakin, 2002; Vauquelin és Van Liefde, 2005; Perez-Aguilar és mtsai., 2014). A sejtvalasz
minds€gét tehat nem csupan a receptor egymaga, hanem a ligand-receptor komplex hatarozza
meqg (Lutrell és mtsai., 2013). Masfel6l egy receptor tobbféle szignalizacids ttvonalat is
aktivalhat, amelyeket a kiilonféle ligandok eltérd mértékben befolydsolhatnak az altaluk
stabilizalt kiilonboz6 receptorkonformaciokon keresztiil (Kenakin, 2004, Galandrin és
Bouvier, 2006; Galandrin és mtsai., 2007, Vaidehi és Kenakin, 2010). Ezt a jelenséget
jelatvitel-szelektiv agonizmusnak (,,biased agonism™) vagy funkcionalis szelektivitasnak
nevezik (Kenakin, 2005, Kenakin, 2007, Urban és mtsai., 2007, Kenakin és Miller, 2010;
Kenakin és Williams, 2014). Mivel az endogén agonistak a receptorral valdo koevoliciojuk
kovetkeztében a fiziologidsan leginkabb adaptiv jelpalyadkat aktivaljak (,,balanced agonist”), a
funkciondlis szelektivitds mértékét leggyakrabban az endogén liganddal torténd

Osszehasonlitas képezi (Lutrell, 2014).

34



Az elmult években szamos receptor esetében leirtdk, hogy a receptorok G-fehérje altal
kozvetitett, vagy éppen G-fehérjétdl fiiggetlen jelatviteli mechanizmusainak szelektiv
aktivalasa terapids szempontbol kedvezdbb. Bizonyos esetekben a G-fehérje aktivacid az
elényos, mint pl. a GPR109A (niacin) ligandja, az MK-0354 (Semple és mtsai., 2008; Walters
és mtsai., 2009, Kammermann és mtsai., 2011), vagy a TRV 130, egy a u-opioid jelatvitel
szelektiv agonista altali aktivacid esetén (DeWire és mtsai., 2013, Soergel és mtsai., 2014).
Mas esetekben viszont a B-arresztin fiiggd jelatvitel a jobb hatasspektrum jellemzdje, mint pl.
a béta-blokkolo karvedilol (Noma és mtsai., 2007, Kim és mtsai., 2008), az AT1R ligand
TRV120027 (Rajagopal és mtsai., 2006, Violin és mtsai., 2010), vagy a PTH1 ligand [D-
Trp*2, Tyr**]-PTH(7-34) (Gesty-Palmer és mtsai., 2009; Bohinc és Gesty-Palmer, 2011) altali
aktivacio esetén. Szamos, a klinikan mar hossza ideje sikeresen hasznalt gyogyszerrdl (pl. a
B2-AR receptorokon haté karvedilol, formoterol, szalmaterol) csak a késobbiek soran dertilt
ki, hogy funkcionalisan szelektiv és valoszinlileg tobb mas, mar forgalomban levd
gyogyszernek is lehet hasonlo jelatvitel-szelektiv hatasa (Kim és mtsai., 2008; Rajagopal és
mtsai., 2011; van der Westhuizen és mtsai., 2014). Ezért mar a gyogyszerjelolt molekulak
optimalizacidjanak korai fazisaban elényos lehet a vizsgalt vegyiiletek esetleges jelpalya-
specifikus hatasainak felismerése és jellemzése, hiszen ezaltal 0j lehetéség nyilhat az
eddigieknél kedvezobb tulajdonsagokkal rendelkez6 (gyogy)szerek Kifejlesztésére.

A gyakorlatban azonban nehézséget jelenthet a funkcionalisan szelektiv ligandok
azonositdsa és az egyes jelpalyak iranti elfogultsaguk (,,bias”) mértékének a meghatdrozasa a
kiilonbozd vizsgalati rendszerekben. Noha a hatékonysagi (potency) vagy hataserdsségi
(efficacy) sorrendekben tapasztalhatd valtozasok jelatvitel-szelektiv hatasra utalhatnak (Berg
és mtsai., 1998, Kenakin, 2007), a vegyliletek farmakologiai jellemzésére hasznalt biologiai
tesztendszerekre jellemzd kiilonbozé mértékii receptortartalék (receptor reserve), valamint a
detektalt funkciondlis valasz erdsitésébdl adodd kiilonbségek az agonistdk hatdserdsségét
¢és/vagy hatékonysagat nagymértékben befolyasolhatjak, és ezaltal megnehezitik az Emax és
ECs értékek kozvetlen 0sszehasonlitasat. Ezért a ligandok objektiv 0sszehasonlitasa céljabol
olyan modszereket dolgoztak ki, amelyek alkalmasak a funkciondlis szelektivitds kvantitativ
meghatarozasara ¢€s a jelatvitel-szelektiv ligandok fejlesztése sordn a szerkezet-hatas (SAR)
Osszefiiggések meghatarozasara is. E modszerek alapjait az agonizmus operativ modelljébdl
(Black és Leff, 1983) szarmaztathato jelatviteli hatékonysag (1) illetve transzdukcios
koefficiens (1/Kpa), vagy a relativ aktivitas (RA) meghatarozasa 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 arr6l, hogy melyik a leginkabb alkalmas
modszer a funkciondlis szelektivitds kvantitativ jellemzésére. Példaul a 1t és a 1/Ka
meghatarozasdhoz egyarant sziikséges a vizsgalt agonistara jellemzd disszociacios konstans
ismerete. A jelatviteli hatékonysdg modell a kotddési affinitdst a vizsgalt wtvonaltol
figgetlennek feltételezi és a receptor-G-fehérje komplexek képzodését megakadalyozd
koriilmények kozott végzett receptorkotési tesztbdl szarmaztatja (Rajagopal és mtsai., 2011).
A transzdukcids koefficiens modell szerint egy ligand koétddési affinitdsa nem valaszthato
kiilon a ligand kiilonféle utvonalakat aktivalo képességétdl. Tehat, ha az agonista receptorhoz
kotédésének mértekét a kiilonbozo vizsgalati rendszerekben az agonista—receptor komplex
effektor molekuldkhoz val6 affinitdsa is befolydsolja, akkor az elézetesen meghatarozott
disszociacids konstans alkalmazasa hibat jelenthet a funkciondlis szelektivitds mértékét
kifejez6 Gn. “bias” faktor meghatarozasa soran (Kenakin és Christopoulos, 2013a). A
jelatviteli hatékonysag modell hivei szerint viszont az esetleges eltérések oka abban
keresendd, hogy a transzdukcios koefficiens meghatarozasa soran a disszociacios konstans a
funkcionalis valaszok koncentracio-hatas 0sszefliggésébdl szdrmaztatott érték, amely az egyes
jelpalyak esetén kiillonboz6 lehet. Mindemellett, a transzdukcids koefficiens modell
meglehetésen bonyolult egyenletének alkalmazéasa a teljes agonistdk elemzése soran csak
bizonyos paraméterek onkényesen kijeldlt értékei mellett lehetséges, amely szintén torzitast
jelenthet a bias faktor meghatarozasaban (Kenakin és mtsai., 2012; Rajagopal, 2013).
Gyakran a gyenge parcialis agonistak funkcionalis szelektivitisanak szamszerlsitésére az
agonizmus operativ modellje szintén nem alkalmazhaté (Rajagopal és mtsai., 2011). Egy
masik olyan modszer, amely lehetdvé teszi a jelatvitel-szelektiv agonizmus mértékének
kvantitativ meghatdrozasat, az agonista maximalis hataskivaltd képessége (Emax) ¢és a
felmaximalis valaszt létrehozd agonista koncentracio (ECsp) ardnyaként jellemezhetd RA
érték meghatarozasan alapszik (Ehlert és mtsai., 1999; Ehlert 2005, 2008, Figueroa és mtsai.,
2009, Kenakin és Christopoulos, 2013). Irodalmi adatok igazoltdk, hogy az RA mddszer
alkalmazasaval az el6zéekben emlitett receptor modellekben nyert adatokhoz igen hasonlo
mértéki jelatvitel szelektiv hatds mutathatd ki abban az esetben, ha az agonista koncentracioja
¢s a kivaltott hatas kozti kapcsolatot leiro gérbe meredeksége egységnyi (Hill koefficiens ~ 1)
(Ehlert 2008, Kenakin és Christopoulos, 2013, Kenakin, 2014, Shonberg és mtsai., 2014).
Ezen feltétel teljesiilése esetén az RA modszer a fentebb ismertetett modszerekkel

Osszehasonlitva egyszerlibb és megbizhatd bias faktor meghatarozast tesz lehetové.
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3. Célkituzések

Rekombinans  human  apc-adrenoreceptorokat  expresszald  heterolog  sejtes

modellrendszerek létrehozasaval, amelyek egyarant alkalmasak a gyogyszerkutatas korai

szakaszaban a célpont-specifikus 1) gyogyszerjelolt vegyiiletek kivalasztasara, valamint a

receptorok sokszinii szignalizaciés utvonalainak farmakolégiai jellemzésére, mod nyilhat 1j, a

jelenleg rendelkezésre allo szereknél elényGsebb altipus- és funkcionalis-szelektivitast mutato

gyogyszerek kifejlesztésére.

Mindezek alapjan célunk volt:

» az opc-AR aktivaciojat kiséré kiilonbozé jelpalyak farmakoldgiai tulajdonsagainak

vizsgalata

> ennek soran:

az aac-AR ligandok kotddésének meghatarozasa az [PH]-UK 14,304 receptorktési
tesztben

az apc-AR aktivacid adenilat ciklazra kifejtett hatdsanak vizsgalata a
citoplazmatikus CAMP-szint valtozasanak detektalasaval

egy olyan sejtvonal létrehozésa, amely az arc-AR ¢és kiméra Gogs fehérjék
koexpresszidjaval lehetévé teszi a [Ca?']; valtozasainak fluorometriaval torténd
vizsgalatat

az opc-AR és a B-arresztin-2 kozotti molekularis interakcio vizsgalata

az ayc-AR internalizacio6 vizsgalata

» az axc-AR agonistak funkcionalis szelektivitasanak kvantitativ elemzése a relativ aktivitas

(RA) modszer alkalmazasaval

» fragmens alapu sziirésSel azonositott 0ijszerli opc-AR ligandok farmakologiai jellemzése a

fenti modszerek segitségével
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Hatéanyagok

Az Osszes vizsgalt vegyiiletet: B-HT 920, klonidin, guanabenz, MK912, moxonidin,
oximetazolin, noradrenalin (NA), UK14,304, yohimbin a Sigma-Aldrich-tél (St. Louis, MO,
USA) szereztik be. A NA kivételével DMSO-val készitettiink tdrzsoldatot (vizsgalt
koncentraciotol fiiggden 1-30 mM), amelyeket - 20 °C-on taroltunk. A NA-t desztillalt vizben
oldottuk.

4.2. Rekombindns sejtvonalak

Az Euroscreen S.A-to0l (Briisszel, Belgium) vasarolt rekombinans human oyc-AR-t
konstitutivan és stabilan kifejez6 kinai horcsog petefészek (CHO-K1) sejtvonalat (apc-Cl
sejtvonal, kat. szam: ES-032-C) 10% magzati borji savéval (FCS, Gibco BRL,
LifeTechnologies, Carlsbad, CA, USA), 0,25 pg/ml amfotericin B-vel, 100 U/ml penicillin G-
vel, 100 ug/ml streptomicinnel, 400 pg/ml neomicinnel (G418, Invitrogen, LifeTechnologies)
kiegészitett F-12 médiumban (nutrient mixture Ham’s F-12 + L-Glutamine, Gibco BRL)
tartottuk 5% CO,/ 95% levegd atmoszféran, 37 °C-on. 3-4 naponta az alabbiak szerint
passzaltuk: Dulbecco foszfat pufferes (D-PBS: KCI 2,7 mM, KH,PO, 1,5 mM, NaCl 137
mM, Na;HPO, 8 mM, pH = 7,4) mosas utan a sejteket 1% tripszines (Trypsin-EDTA, Gibco)
emésztéssel valasztottuk el az aljzatrol (2 perc). Trituralas utan a sejteket a 10% FCS-t
tartalmazo F-12 médiummal, centrifugéalassal (125 g, 5 perc) mostuk. A sejtkoncentracio
Biirker-kamraban t6rténé meghatarozasat kovetéen a sejteket 2-4 x 107 sejt/cm? stirliségben
szélesztettiik a fentiek szerint kiegészitett F-12 médiumban.

A PathHunter™ ADRA2C total GPCR internalizacios U20S sejtvonalat (kat. szam:
93-0923C3) a DiscoveRx-t61 (Fremont, CA, USA) vasaroltuk. A ayc-AR-t konstitutivan és
stabilan kifejez6 human oszteoszarkoma sejteket (U20S sejtvonal) a gyartd altal ajanlott
PathHunter™ U20S médiumban tenyésztettik (DiscoveRx, 92-0018GM3), melyet 10%
PathHunter™ szérummal és 29-szeres tsménységii penicillint, streptomicint, higromicint és

M

puromicint tartalmazé PathHunter™ antibiotikum keverékkel egészitettiink ki. A sejtek

passzalasa és szélesztése a azc-C1 sejtvonalndl leirtak szerint tortént.
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4.3. axc-AR és Gaygis fehérjéket stabilan expresszdalo sejtvonalak
létrehozasa

A human oapc-AR-t és Gogs kiméra fehérjét stabilan kifejezd sejtvonalak létrehozasa
soran a Gogis kiméra fehérjét és hemagglutinin epitopot (HA-tag) kodoldo cDNS-t pCEP4
vektorba (Invitrogen) épitve juttattuk be a sejtekbe (Molecular Devices, Sunnyvale, CA,
USA). A vektor klonozohelyére beépitett 1,1 kb hosszisagh inzert egy citomegalovirus
(CMV) promoter szabalyozéasa alatt all. A higromicin-rezisztencia gén lehetdvé teszi az
expresszios vektorokat tartalmazd sejtek szelekcidjat. A vektor tartalmazza a ColEl
replikacios kezd6pontot (origé) amely az E.Coli-ban torténé replikaciot biztositja, az
ampicillinrezisztencia gén pedig lehetévé teszi a vektorral transzformalt baktériumokra
torténd szelekciot. Az episzomalis replikaciot az Epstein Barr virus promoter szabalyozza (8.

abra).

Sfil(268
Xhol(920) If( ) BamHI(1)
SAI(T100) \

pCEP-Gqi5-HA

8. abra: A pCEP-Gagqi5-HA vektor térképe

A transzfekciot megel6zé napon az aoc-AR-t expresszald opc-Cl sejteket 10% FCS-t

tartalmazd F-12 médiumban, 96-lyuka sejttenyésztd lemezekbe (Costar), 10*

sejt/lyuk
striségben szélesztettiik. A D-PBS-es mosast kovetden a sejteket négy oran keresztiil
inkubaltuk lipofectint (Pfx-7, Invitrogen) és Sug/ml pCEP-Gqi5-HA vektort tartalmazo
szérum-mentes F-12 médiumban. Négy 6ra mulva a transzfekcidos médiumot 10% FCS-t, 200
pg/ml higromicint (Invitrogen) és 400 pg/ml neomicint tartalmazoé F-12 tapfolyadékra
(szelekcios médium) cseréltiik. A 96-lyukl sejttenyésztd lemezekben torténd két hetes
szelekciot kovetéen a tuléld sejteket a klonok felndvesztése sordn szintén szelekcids

médiumban tartottuk Gjabb két héten at.

39



4.3.1. A Gayis MRNS kimutatdsa RT-PCR mddszerrel

Az Gogis mRNS kimutatdsat reverz transzkripciot kovetd polimeraz lancreakcioval (RT-
PCR) végeztiik, Biometra T Gradient (Biometra, Gottingen, Németorszdg) PCR késziilék
segitségével. A Gogis CDNS-t tartalmazo6 vektorral transzfektalt, illetve nem transzfektalt opc-
C1 sejtvonalakbol szarmazé mintakbol totdl RNS-t izolaltuk RNeasy Mini Kit (Qiagen,
Hilden, Németorszag) felhasznalasaval. A reverz transzkripciot, azaz az RNS mintak ¢cDNS-
s¢ torténd atirasat Ready-To-Go You-Prime First-Strand Beads Kit-tel (Amersham
Biosciences, New Jersey, USA) végeztiik. A 20 pl PCR reakcioelegy 1 pl cDNS-t, 1-1 pl
primerpart, 10 ul 2 x Master Mix-et (Promega Corporation, Madison, WI, USA) és 7 ul
dH,O-t tartalmazott. A primerek megtervezéséhez a Primer 2.0 szoftvert hasznaltuk (Applied
Biosystems, Life Technologies). A DNS-szekvencia forrasadatai a Molecular Devices-t6l
szarmaztak. A 293 bazispar hosszusagi PCR-terméket a 5’-
CTCTGGAGTCCATCATGGCA-3* szekvenciaji forward primer, valamint a 5’-
GATCTTGAGCGTGTCCATCG-3’ szekvenciaju reverse primer alkalmazasaval nyertiik. A
PCR reakcio alatt a kovetkezd homérséklet-id6 paramétereket alkalmaztuk: DNS polimeraz
enzim aktivalasa 95 °C-on, 5 perc majd 30 cikluson keresztiil torténd PCR amplifikicio: a
kettés szala DNS hédenaturaciéja 94 °C, 60 s, primer hibridizacié 55 °C, 30 s, valamint a
DNS szal szintézise (elongicio) 72 °C, 60 s. A negativ kontrollokban a templat cDNS-t
desztillalt vizzel illetve a nem transzfektalt, opc-C1 sejtvonalbol nyert cDNS-sel
helyettesitettiik. A PCR-termék azonositasat Bioanalyzer 2100 (Agilent, Santa Clara, CA,
USA) késziilekkel, DNA 7500 LabChip Kit segitségével végeztiik, az eredményeket az
Agilent Technologies 2100 Expert Software (Verzioszam: B.02.02.S1238) programmal
értekeltiik ki.

4.3.2. A Gayjs expresszio immuncitokémiai vizsgalata

A Gaygis CDNS-ében talélhato belsé hemagglutinin (HA) epitop jelenléte lehetdvé teszi a
Gogis fehérje expresszidjanak immuncitokémiai vizsgalatat a kereskedelmi forgalomban
megvasarolhatd anti-hemagglutinin ellenanyag segitségével. Immuncitokémiai vizsgalatokra a
sejteket 24-lyuku tenyésztéoedényekben (Costar) tenyésztettiik. A Dulbecco foszfat pufferes
(D-PBS) mosast kovetden a sejtszuszpenziot 4%-os paraformaldehiddel 30 percen at
szobahOmérsékleten fixaltuk. Tovabbi harom mosasi lépést kovetden az 1:20 aranyban
higitott egér monoklonalis anti-hemagglutinin (HA)-FITC ellenanyagot (Roche, Bazel, Svajc)
0,2% TritonX-100 detergenst és 2 % BSA-t, 0,01 % Na-azidot tartalmazé D-PBS-ben adtuk a
mintdkhoz, melyeket egy éjszakan at, 4 °C-on inkubaltunk. Egy ujabb mosasi 1épést kovetden
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a FITC fluoreszencia intenzitast FACScan (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) aramlési
citométerrel elemeztiik. A fluorescens jel detektalasa 530/30 nm-en atereszté filterrel (F1-1)
tortént. 300 sejt/s dramlasi sebesség mellett mintanként 3000 sejt adatait rogzitettiik. Az
adatelemzést a CellQuest (3.2.f, Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) program segitségével
végeztik. A Gagis expresszidjat a nem-jeldlt illetve az anti-hemagglutinin (HA)-FITC
antitesttel jelolt transzfektalt és nem transzfektalt mintdk mérésével nyert fluoreszcencia

hisztogramok 6sszehasonlitasaval hataroztuk meg.
4.4, Az a,c-AR farmakologiai jellemzése

4.4.1. [’H]-UK14,304 receptorkitési teszt

A [*H]-UK14,304 receptorkdtési tesztet apc-AR receptorokat stabilan expresszald
CHO-K1 sejtekbdl szarmazé membran-készitményen végeztik. A sejteket 5 mM Tris—HCI ,
5 mM EDTA, 5 mM EGTA, 0,1 mM fenil-metil-szulfonil-fluorid (pH = 7,4) pufferben
homogenizaltuk. A homogenizatum 2 centrifugaléssal torténé mosasat kdvetden (30000 g, 15
perc, 4 °C) a membranpreparatumot 50 mM Tris—HCI, 1 mM EDTA, 5 mM MgCl,, 0,1 mM
PMSF (pH=7,4) Tris pufferben reszuszpendaltuk és a fehérjetartalmat 1 mg/ml végso
koncentracioban allitottuk be. A telitddési gorbét 0,1-15 nM [°H]-UK 14,304 (PerkinElmer)
jelenlétében 30 perces szobahdémérsékletii inkubaciot kovetden hataroztuk meg. Ennek
vizsgalandd, jeloletlen ligandot a hideg leszoritdsos kisérletek soran (30 perc
szobahomérsekleten). A nemspecifikus kotoédést 10 uM fentolamin jelenlétében hatdroztuk
meg. A reakciot egy UniFilter-96 GF/B késziilékkel (PerkinElmer) tortént gyors sziirési
1épéssel valasztottuk szét. A nem kotddott izotop eltavolitdsahoz a szovettenyésztd lemezeket
hideg Tris pufferrel o6tszor mostuk, majd a lemezeken maradt izotopmennyiséget
folyadékszcintillacid mérésével hataroztuk meg, Topcount NXT szcintillacids plate counter
(PerkinElmer) segitségével. A jeldletlen ligand leszoritasi gorbéibél a Microcal Origin 6.0
program segitségével (OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA) meghatarozzuk az
50%-os leszoritashoz sziikséges koncentraciot (ICsp), amelybdl a Cheng-Prusoff-egyenlet
(Cheng és Prusoff, 1973) alapjan kiszamithatd volt a hideg ligand leszoritasi (vagy gatlasi)
konstansa (K;).
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4.4.2. cAMP teszt

A citoplazmatikus cAMP-szint valtozasat iddkapuzott fluoreszcencia rezonancia
energia transzfer (HTRF®) technologiat hasznald cAMP Dynamic2 Kkit-tel (kat. szam:
62AMA4PEB, Cisbio, Codolet, Franciaorszag) hataroztuk meg. A oyc-C1 sejteket a mérést
megel6z6 napon 96 lyuku, Kis-térfogath, fehér sejttenyészté lemezekre szélesztettik 10%
FCS-t tartalmaz6 F-12 médiumban, 10 000 sejt/lyuk stirtiségben. A médium eltavolitasa utan
a sejteket 20 ul 100 uM 3-isobutil-1-metilxantint (IBMX, nem specifikus foszfodiészteraz
gatlo, Sigma-Aldrich), 0,1% BSA-t (Sigma-Aldrich) valamint a vizsgalni kivant agonistakat
tartalmazo mérdpufferben (140 mM NaCl, 5 mM KCI, 5 mM HEPES-Na, 5 mM HEPES, 2
mM CaCl,, 2 mM MgCl,, 10 mM gliikoz, pH=7,4) 20 percig szobahomérsékleten inkubaltuk.
Az antagonistakat (10 ul) az agonista kezelést (10 pl) megelézéen 10 perccel jutattuk a
sejtekre. Az anyagokat kozvetleniil a mérések elétt a DMSO-s torzsoldatokbol (kivéve NE,
melyet vizben oldottunk) a mérépufferben higitottuk a kivant koncentraciéra. A DMSO végsd
koncentracidja 0,3% volt. 1 pM forskolinnal (FSK, 20 pl) torténé 30 perces inkubaciot
kovetden a sejt aktivaciot lizis pufferben higitott detekcios komponensek (20 pul cAMP-d2 és
20 pl anti-cCAMP-kriptat) hozzaadasaval allitottuk le. A reakcio soran a sejtekbdl felszabadulod
CAMP verseng a d2-jelolt cAMP-val (akceptor fluorofor) az eurdpium-kriptattal jelolt anti-
cAMP ellenanyag kotOhelyeiért (hossza  életideji  donor  fluorofor), melynek
eredményeképpen a mért idékapuzott fluoreszcencia-intenzitas negativan korrelal a sejtekbdl
felszabadult cAMP mennyiségével. 60 perces szobahdmérsékleten torténd inkubacié kovetden
a specifikus jelet a PHERAstar FS (BMG Labtech, Ortenberg, Németorszag) multi-mode
plate olvasoval detektaltuk, az adatfeldolgozast a Microsoft Excel program segitségével
veégeztik. A TR-FRET mértékét az akceptor fluoreszcencia (A665 nm) valamint a donor
fluoreszcencia (A620 nm) ardnya x 10° raciometrikus hanyadosként a 96-lyuku
szovettenyészté lemez minden bemélyedésében kiszamoltuk. A kapott mérési adatokat egy
standard sorhoz kalibralva kiszamolhat6 a mintak tényleges cAMP (nM) tartalma is, de mivel
célunk a valtozdsok mérése volt, ennek jellemzésére a hattér fluoreszcencidval korrigalt
raciometrikus értékek megfelelének bizonyultak, igy a fluoreszcencia-adatokat nem
konvertaltuk tényleges [CAMP]; értékekké. A mérési modszer legjobb dinamikus tartomanyat
(jelablak) 1 uM FSK-al torténd stimulacioval értiik el, az igy kivaltott cAMP-szint emelkedést
tekintettiik 100%-nak. A vizsgalt agonistak altal maximalisan kivalthato valaszt (Emax) az
ugyanazon a lemezen meghatarozott maximalis UK 14,304 (1 uM) valasz szdzalékaban adtuk

meg. Az adatokat atlag + az atlag standard hibdja (SEM) formaban tiintettiik fel. Az Epax,
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valamint az ECs (a FSK-stimulalt cAMP-akkumulacié 50%-os gatlasat kivaltd agonista
koncentracio) illetve az 1Cso (az agonista hatasat 50%-ban visszaforditd antagonista
koncentracid) értékeket az Origin 6.0 program 4altal illesztett koncentracid-hatas gorbék

alapjan hataroztuk meg.

4.4.3 A citoplazmatikus [Ca®*]; mérése

A mérésekhez 96-lyuku sejttenyésztd lemezre (4 x 10* sejt/lyuk stiriségben)
szélesztett apc-AR és Gogis fehérjéket expresszalo sejteket 0,02% Pluronic-127 jelenlétében 2
uM Fluo-4-AM (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) kalcium érzékeny fluoreszcens
festékkel toltottiik fel. A festéket mérdpufferben (140 mM NaCl, 5 mM KCIl, 2 mM CacCl,, 2
mM MgCl,, 10 mM HEPES, 20 mM D-gliikéz, pH = 7,4) higitva a tenyésztomédium
eltavolitasa utan 100 pl/lyuk mennyiségben adtuk a sejtekhez. A festék aktiv transzporttal
torténd leadasat a toltés és a mérés folyaman 2 mM probenecid (Sigma) aniontranszport-
inhibitor hozzaadasaval akadalyoztuk meg. A sejteket 60 percig inkubaltuk 37 °C-on, majd a
fel nem vett festék eltavolitdsa céljabol mérdpufferrel kétszer mostuk. A mosas utan a
sejtekhez adtuk a vizsgalandé antagonistak kiillonbozd koncentracioit tartalmazéd oldatokat
100 pl/lyuk mennyiségben, és a sejteket 15 percig inkubaltuk 37 °C-on. Ezt kovetden a
FlexStation Il (Molecular Devices) plate reader fluorométer késziilék segitségével mértiik a
sejttenyészet 485 nm-es gerjesztd fény melletti 525 nm-en emittalt fluoreszcens
fényintenzitasat. Az alap [Ca2+]i szinthez tartozd fluoreszcencia 20 madsodpercig tartd
monitorozdsa utan a miszer beépitett 8-csatornas adagoldjaval 25 pl 5 X toménységi
vizsgalandd agonistat jutattunk a sejtekre, majd a fluoreszcencia intenzitas valtozasat (AF)
tovabbi 40 masodpercen keresztiil rogzitettiik. Az eredményeket AF/F aranyaként fejeztiik ki,
ahol AF a maximalis mért fluoreszcencia és a kiindulasi atlagos fluoreszcencia kiilonbségét, F
pedig a kiindulasi fluoreszcenciat jelenti. Az egyes mérési adatokat SoftMax Pro 4.3.1 DD
program (Molecular Devices) segitségével rogzitettiik és értékeltiik. A vizsgalt agonistak altal
maximalisan kivalthat6 valaszt (Emax) @ maximalis UK 14,304 valasz szdzalékaban adtuk meg.
Az antagonista mérésekben az anyagok hatasat a kontroll UK14,304 valaszhoz hasonlitottuk,
és gatlas %-ként fejeztiik ki. Az adatokat atlag + az 4atlag standard hibaja (SEM) formaban
tintettik fel. A koncentracid-hatas adatok elemzéséhez és az ECsg illetve ICsg értékek
meghatarozasahoz nem-linearis regressziot (szigmoid gorbeillesztés) végeztiink az Origin 6.0

program segitségével.
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4.4.4. p-arresztin-2 transzlokdcio

Az aktivalt receptorok p-arresztin-2 kotését az enzim-fragmens komplementacion
alapuld (EFC) PathHunter™ moédszer (DiscoveRx) alkalmazasaval vizsgaltuk. A kisérleteket
PathHunter™ eXpress ADRA2C p-arrestin GPCR Assay kit (kat. szam: 93-0218E2)
segitségével végeztik. A fagyasztasbol felvett, a [-galaktozidaz 42 aminosavnyi
fragmensével (PK) jelolt opc-AR-t és a delécios P-galaktozidazzal (EA) jelolt B-arresztin-2-t
stabilan és konstitutivan kifejez6 CHO-K1 alapt sejteket 96 lyuku, fehér fala szovettenyészto
lemezekre 10000 sejt/lyuk stirtiségben 100 ul széleszté médiumban (CPO) iiltettiik ki. 48 oras
5% CO,/ 95% levegd atmoszféran, 37°C-on torténd inkubaciot kovetden a sejteket a vizsgalni
kivant agonistakkal (10 pl) és kontroll oldatokkal kezeltiik. Az antagonistakat (5 pl) az
agonista kezelést (5 pl) megeldzéen 30 perccel jutattuk a sejtekre. Az anyagokat kdzvetleniil a
mérések elétt a DMSO-s torzsoldatokbol (kivéve NE, melyet vizben oldottunk) higitottuk a
kivant koncentraciora a szélesztéshez haszndlt CPO médiumban. A DMSO végsd
koncentracidja 0,9% volt. Az agonistakkal torténé 90 perces inkubacié utan a holoenzim
aktivitasat 55 pl  PathHunter'™  detekciés reagens hozzdadasaval 60  perces
szobahdmérsékleten torténd inkubaciot kovetden a Synergy4 (BioTek, Winooski, VT, USA)
multi-mode plate olvasoval detektaltuk, az adatfeldolgozast a Microsoft Excel program
segitségével végeztilk. Az agonistdk koncentraciofiiggd lumineszcencia értékeit (RLU) az
ugyanazon a lemezen mért maximalis UK 14,304-valasz (30 uM) szazalékaban adtuk meg. Az
antagonista mérésekben az anyagok hatasat a kontroll UK 14,304 valaszhoz hasonlitottuk, és
gatlas %-ként fejeztiik ki. Az adatokat atlag + az 4tlag standard hibaja (SEM) forméban
tintettiilk fel. Az Enax, Valamint ECsg illetve 1Csy értékeket az Origin 6.0 program altal

illesztett koncentracio-hatas gorbék alapjan hataroztuk meg.

4.4.5 Receptor internalizdcio

Az aktivalt ac-AR internalizaciojat a PathHunter'™ ADRA2C teljes GPCR
internalizaci6 modszer alkalmazasaval vizsgaltuk (DiscoveRx). A moédszer lehetdvé teszi az
internalizacio kovetkeztében a PK-jeldlt korai endoszémakban lokalizalodé EA-jeldlt apc-AR
meghatarozasat a -galaktozidaz két fragmensének komplementacidja révén. A jeldlt aoc-AR-
t és endoszomakat stabilan és konstitutivan kifejez6 U20S alapu sejteket 96 lyuku, fehér fala
szovettenyésztd lemezekre 10000 sejt/lyuk siiriiségben 55 ul széleszt6 médiumban (CP5)

tltettiik ki. 24 o6ras 5% CO2/ 95% levegd atmoszféran, 37°C-on torténd inkubéciot kovetden a
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sejteket a vizsgalni kivant agonistakkal (55 pl) és kontroll oldatokkal kezeltik. Az
antagonistakat (27,5 ul) az agonista kezelést (27,5 pl) megelézéen 30 perccel jutattuk a
sejtekre. Az anyagokat kozvetleniil a mérések el6tt a DMSO-s torzsoldatokbol (kivéve NE,
melyet vizben oldottunk) higitottuk a kivant koncentraciora a szélesztéshez hasznalt CP5
médiumban. A DMSO végsd koncentracioja 0,9% volt. Az agonistakkal torténd 180 perces
inkubéci6 utan a holoenzim aktivitisa 55 pl PathHunter ™ detekcids reagens hozzaadasaval
60 perces szobahdmérsékleten torténd inkubacidt kovetden valt detektdlhatova. A
kemilumineszcenciat (RLU) a Synergy4 (BioTek, Winooski, VT, USA) multimode plate
olvasoval rogzitettiik, az adatfeldolgozast a Microsoft Excel program segitségével végeztiik.
Az agonistak koncentracid-hatas kisérleteiben az adatokat az ugyanazon a lemezen mért
maximalis UK 14,304-valasz (180 uM) szazalékdban adtuk meg. Az antagonista mérésekben
az anyagok hatasat a kontroll UK14,304 valaszhoz hasonlitottuk, és gatlas %-ként fejeztiik ki.
Az adatokat atlag + az atlag standard hibaja (SEM) formaban tiintettiik fel. Az Emax, Valamint
ECso illetve 1Csy értékeket az Origin 6.0 program altal illesztett koncentracio-hatas gorbék

alapjan hatéroztuk meg.

4.5. Az arc-AR agonistak funkciondlis szelektivitasanak elemzése

Az agonistak funkcionalis szelektivitasanak elemzéséhez az Ehlert és munkatarsai altal
javasolt relativ aktivitas (RA) moddszert hasznaltuk (Ehlert és mtsai., 1999; Ehlert, 2005;
2008, Figueroa és mtsai., 2009). A koncentracid-hatas gorbék alapjan meghatarozott Epyax €s
ECso értékek hanyadosaként minden agonista RA értéke kiszamithatd. A sejttipus-fiiggd
hatasok valamint a kiilonb6zd funkciondlis modszerek érzékenységébdl fakadd hatékonysagi
kiilonbségek kikiiszobolése miatt minden modszer esetén a vizsgalt agonistak log(RA)
értékeit az endogén ligand, a NA log(RA) értékeivel normalizaltuk (log(RA,) = Alog(RA)).
Minden vizsgalt jelpalya Alog(RA) értékének meghatarozasa lehetévé tette az Gitvonalak kozti
Osszehasonlitast, AAlog(RA) értékek formajaban. A AAlog(RA) értékek kiszamitasa az alabbi
képlet alapjan tortént: AALog(RA) = Alog(RA)[jelpalyal] - Alog(RA)[jelpalya2]. Azon
AAlog(RA) értékek, melyek a nullatol szignifikansan kiilonboznek, jelatvitel szelektiv
agonizmusra utalnak az adott szignalizacids utvonalak vonatkozasaban az endogén liganddal
Ssszehasonlitva. Ennek mértékét az an. bias faktor fejezi ki, melyet szamszertien a 10*4'°9FA)
érték jellemez. A bias faktor a NA esetén 1. A statisztikai szignifikancia (p<0,05) eldontésére
Student-féle parositatlan t-probat alkalmaztunk. Mivel a Student-féle t-proba normal eloszlast
feltételez, az RA értékek logaritmusanak meghatarozasa valos statisztikai elemzést tett

lehetové azéltal, hogy statisztikailag Gsszehasonlitottuk minden egyes agonista
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log(RA)[jelpalyal] — log(RA)[jelpalya2] értékeit a referencia agonista NA log(RA)[jelpalyal]
—log(RA)[jelpalya2] értékeivel.

4.6. Nagy dteresztoképességii fragmens alapu sziirés (HTS)
potencidlisan uj a,c-AR agonistik azonositasdra

A Maybridge (160 fragmens) és AMRI (3071 fragmens) vegyiilettarakbol vasarolt
fragmensek Ca?*-fluorometridval trténd tesztelését megel8zéen a vegyiileteket 384-lyuka
lemezeken mérd pufferben (140 mM NaCl, 5 mM KCI, 2 mM CaCl,, 2 mM MgCl,, 20 mM
D-gliik6z, 10 mM HEPES, pH=7,4) 750 uM koncentraciéra higitottuk Biomek NX automata
adagolo (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) segitségével. Az arc-AR és Goygis fehérjéket
expresszalo sejteket a mérést megel6z6 napon 384-lyuka, fekete falu sejttenyésztd lemezekre
(BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ) 20 pul térfogatban 12500 sejt/lyuk striiségben
sz€lesztettik. A mérés elott BioTek ELx405CW automatizat plate moso segitségével
eltavolitottuk a tenyésztd médiumot és a sejteket mérdpufterben higitott 20 ul FLIPR Calcium
5 fluoreszcens festékkel toltottiikk fel (Molecular Devices). 25 perces 37°C-on torténd
inkubaciot kovetden a vizsgalando vegyiiletek kivaltotta fluoreszcencia intenzitas valtozasat
FLIPR Tetra imaging plate reader (Molecular Devices) berendezés segitségével kovettiik
nyomon. A talalatok megerésitését a fenti protokoll szerint 96-lyukt szovettenyészt6 lemezre
kitiltetett opc-AR és sst4 receptorokat expresszalo CHO-K1 alapu sejtvonalakon végeztiik. Az
eredményeket AF/F aranyaként rogzitettiik, majd a maximalis UK14,304 (3 uM) illetve L-
803,087 (5 uM) agonistak valasz szazalékaban adtuk meg. A mérések mindségét a Zhang és

SDpOZ + SDneg
R

‘ poz ~ '‘neg

mtsai (1999) altal leirt Z’ faktor meghatarozasaval jellemeztik: Z' 1—3-[

ahol az Rpoz, Rneg @ pozitiv és a negativ kontroll atlagos valasza, azaz a dinamikus tartomany;
az SDyoz, SDneg pedig a pozitiv és a negativ kontroll atlagos valaszanak szdrésa.

A talalatokat gyogyszerkémiai szempontok alapjan is jellemeztik a ligand
hatékonysdg (LE) valamint a ligand-hatékonysag-dependens lipofilitas (LELP) értékeinek
meghatarozasaval. Az LE jellemzésére, amely a ligand és kotShelye kozti komplementaritast
kifejezd egy atomra esd kotddési szabadenergia valtozast jeldli, a leszoritasos kisérletekbdl
nyert K; egyenstlyi allandot hasznaltuk (LE = 1.4(-logKj)/N; N= nem hidrogén atomok
szama). A lipofilitds a oktanol-viz megoszlasi hanyados logaritmusaval (logP) jellemezhetd

paraméter. A LELP meghatarozasahoz a LELP = logP/LE 0sszefiiggést hasznaltuk.

46


http://en.wikipedia.org/wiki/Partition_coefficient

5. Eredmények

5.1. ayc-AR és Gayis fehérjéket stabilan expresszdlo sejtvonalak
létrehozasa

A Gogis fehérjét stabilan kifejezd aoc-Cl alapt sejtvonalak létrehozasa soran a Goyis
gén expresszidjat lehetové tevé pCEP-GQi5-HA vektort lipid medialta transzfekcioval
juttattuk be a sejtekbe. 192 tenyészetben a rezisztencia faktorokra torténd szelekciot kovetéen
25 klont sikeriilt izolalnunk. Mivel a kiméra Goyis alegységek a C-terminalisukon talalhato 5
aminosav révén képesek az alapvetden Gai-kapcsolt aoc-AR-hoz kotdédve a Gagra jellemzo
PLC-B utvonalat aktivalni, ezért mod nyilt arra, hogy a létrehozott sejtvonalak funkcionalis
aktivitasat Ca”*-fluorometriaval vizsgaljuk. Mig 1 pM UK14,304 hatasara a Fluo-4 kalcium
érzékeny fluoreszcens festékkel feltoltott axc-AR-t expresszalo sejtekben egyaltalan nem volt
mérhet6 fluoreszcencia-intenzitas-névekedés, addig az aoc-AR-t és a Goyis alegységet stabilan
koexpresszalé sejtvonalakban 1 pM UK14,304 gyors novekedést idézett eld a sejtek [Ca?'];
legnagyobb fluoreszcens jel valtozast (ARFU ~ 45000) a H7 sejtvonalban tapasztaltuk. Az
UK14,304-valasz id6beli lefutasat egy igen gyors emelkedd (tmaxvalasz = 8-12 S) és egy ezt

kovetd ugyancsak gyors csokkend fazis jellemezte (9. abra).
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9. dbra 1 uM UK14,304 adltal Fkivaltott Ca* -vilasz kinetikdaja egy-egy reprezentativ
mérésben az a,c-Cl (o) és H7 (0) sejtvonalakon. A gorbék mindkét esetben 6-6 lyuk
adatainak atlagat + az atlag szorasat (SEM) mutatjak.
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A funkcionalis vizsgalatok alapjan kivalasztott legjobb, atlagosan AF/F = 1,8 értékkel
jellemezheté H7 sejtvonalban megvizsgaltuk a Gagjs expresszidjat mRNS és fehérje szinten
IS. A Gogis MRNS RT-PCR analizise soran a H7 sejtvonalban, a pCEP-Gqi5-HA vektort
tartalmazo pozitiv kontroll mintdhoz hasonldan, a tervezett primerpar altal hatarolt 293 bp
hosszi PCR-terméket detektaltunk (10. abra).

A HA-epitoppal jelolt Gagis fehérje expresszidjanak immuncitokémia kimutatisat
aramlasi citometriaval végeztiikk. A kiméra fehérje expressziojat a nem festett H7 sejtvonal
(autofluoreszcencia) valamint az anti-HA-FITC ellenanyaggal festett o,c-C1 ¢és H7
sejtvonalak fluoreszcencia hisztogramjainak Gsszehasonlitasaval igazoltuk. A nem
transzfektalt sejtvonal atlag fluoreszcencia értékét 7,8-nak talaltuk. Ugyanez az érték a H7
sejtvonalban 43,1-nek adodott, azaz a Gaygis fehérje jelenlétében a specifikus fluoreszcencia

intenzitds mértéke mintegy nyolcszorosara novekedett (11. dbra).
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& : = - 11. dbra: A Gags-HA  specifikus
immunfestodés vizsgalata aramldasi

10. dbra: A Gags mRNS kimutatdsdra
alkalmazott RT-PCR eljaras termékének
elektroforetikus képe. A PCR-termék
azonositasat Bioanalyzer 2100 (Agilent)
késziilékkel, DNA 7500 LabChip Kit
segitségével végeztik. L: DNS
molekulatomeg marker, 1: negativ kontroll
(0pc-C1 sejtvonal), 2: H7 sejtvonal, 3:
pozitiv kontroll (pCEP-Gqi5-HA vektor)

citometriaval. A Gagis €Xpressziojat a
nem-jelolt illetve az anti-HA-FITC
antitesttel jelolt transzfektdlt és nem
transzfektalt mintdk mérésével nyert
fluoreszcencia hisztogramok
Osszehasonlitasaval hataroztuk meg.
Hisztogramok:  kék: nem-jelolt H7
sejtvonal (3,4 AFU); zold: jelolt opc-Cl
sejtvonal (7,8 AFU); piros: jelolt H7
sejtvonal (43,1 AFU).
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5.2. ayc-AR farmakologiai jellemzése

5.2.1 Az ayc-AR ligandkotési vizsgalata
Az ayc-Cl sejtekbdl szarmazd membran-készitményen 0,1-15 nM [3H]-UK14,304

liganddal végzett telitddési méréseknél a kotdhelyek maximalis szama Bmax = 589,2 fmol/mg
fehérjének mutatkozott Ky = 1,8 nM disszociacios allando mellett. A nem-specifikus kotést 10
uM fentolamin jelenlétében a teljes kotés 10%-anak talaltuk. A kompeticios kisérletek soran a
sejtekhez adott 2 nM [°H]-UK14,304-t névekvé koncentracidja jeldletlen liganddal
szoritottuk le. A vizsgalt vegyiiletek koncentracio-fiiggden gatoltak a [3H]-UK14,3O4 kotését,
az affinitasi sorrend: MK912 > UK14,304 > noradrenalin > B-HT 920 > yohimbin >
oximetazolin ~ klonidin > moxonidin volt (12. abra). A ligandok leszoritasi gorbéibol

szarmaztatott K; értékeket a 3. tdblazatban foglaltam 6ssze.

A. B
® UK14,304 ® Noradrenalin
> Kionidi * B-HT 920
1001 0 Noxonidin 10071 w MKo12
” * Oximetazolin » Yohimbin
N 80 804
)
x o
S > 604 601
® 0
<=
V4 \g 40 - 40 4
2
L 20- 20-
0- > o{ 8
001 01 1 10 100 1000 10000 1E3 001 01 1 10 100 1000 10000
[Ligand] (nM) [Ligand] (nM)

12. dabra: Tricialt UK14,304 kompetitiv leszoritisa a,c-AR-on hato ligandokkal a,c-C1l
sejtekbél szdrmazé membrdan-készitményen. A [PH]-UK 14,304 kotés gatlasa a specifikus
kotés szazalékaban van kifejezve. Az adatok 3 fiiggetlen kisérlet atlagat + az atlag szorasat
(SEM) mutatjak. A gorbék az A. UK14,304 (@), Klonidin (»), Moxonidin (m), Oximetazolin
(%) valamint B. NA (@), B-HT 920 (%), MK912 (m), Yohimbin (») koncentracid-hatas
Osszefliggését mutatjak.
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3. Tablazat: Az ayc-AR ligandok farmakologiai tulajdonsdgainak ésszehasonlitiasa a ligandkatési és a funkcionalis tesztekben.

. Ca**-felszabadulas cAMP p-arresztin Internalizaci6 Recﬂep'tor
Vegyiiletek transzlokacio kotés
Emax/Imax; Emax“max; Emax/Imax; Emax“max; i
pEC5o/p|C5o % pEC50/pIC5o % pEC5o/pIC50 % pEC5o/p|C50 % pK,
Noradrenalin 8,61 +£0,06 97+04 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+3 535+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 + 0,04 835 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

A pKi, pECs €és Enax (8z agonistak valasza a maximalis UK14,304 valasz %-aban kifejezve) értékeket az illesztett koncentracio-hatas gorbék alapjan
hataroztuk meg. A plCsg értékeket az UK14,304 ~ ECg, valaszanak koncentraciofiiggd gatlasabol hataroztuk meg. A jelatviteli folyamatok jellemzésére apc-
AR-t expresszalo CHO-K1 sejteket (CAMP teszt); o,c-AR-t és kiméra Gags fehérjéket koexpresszalo CHO-K1 sejteket (Ca®" teszt); PK-jelslt opc-AR-t és EA-
jelolt B-arresztin-2-t koexpresszalo CHO-K1 sejteket (B-arresztin teszt); valamint EA-jelolt a,c-AR-t és PK-jeldlt endoszomakat koexpresszald U20S sejteket
(internalizacid) hasznaltunk. A tablazatban feltiintett adatok 3-7 fiiggetlen kisérlet eredményeinek atlagat + az atlag szorasat (SEM) mutatjak.
n.d: nem meghatarozott; * antagonista
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5.2.2. A Ga; dltal kozvetitett jelatvitel vizsgalata a CAMP-vdlasz mérésével

Az ayc-AR receptorok Go; alegységen keresztiili szignalizaciojat a forskolin (FSK)
stimulalta cAMP-akkumulacio gatlasanak révén vizsgaltuk. 0,03-100 uM FSK a membran
kotott AC aktivalasaval koncentraciofiiggd modon megndvelte a cAMP-szintet az opc-Cl
sejteken (nem mutatott adat). 1 uM-nal kisebb koncentracioju FSK altal indukalt cAMP-
akkumulaciot az UK14,304 (1 uM) szinte teljes mértékben gatolta (> 90%, nem mutatott
adat). Mivel nagyobb FSK koncentraciok mellett a gatlas mértéke fokozatosan csokkent,
egyre kisebb jelablakot eredményezve, a tovabbi kisérleteket 1 pM FSK jelenlétében
végeztilk. Az Osszes vizsgalt agonista Koncentracio-fiiggden gatolta az 1 uM FSK altal
stimulalt cAMP-akkumulaciot. A koncentracid-hatas gorbék (13. dbra) alapjan meghatarozott
ECso értékek (3. tablazat) az alabbi hatékonysagi (potency) sorrendet eredményezték: NA >
UK14,304 > B-HT 920 > oximetazolin > guanabenz > klonidin > moxonidin > fenilefrin. Mig
a NA, UK14,304 és B-HT 920 szinte teljesen gatolta a FSK altal kivaltott cAMP-valaszt (>
94%), a tobbi vizsgalt vegylilet parcialis gatlo hatassal és az alabbi hataserdsségi (efficacy)
sorrenddel volt jellemezhetd: UK14,304 > NA > B-HT 920 > oximetazolin > klonidin >
moxonidin > fenilefrin > guanabenz (3. tablazat). Az MK912 és yohimbin koncentracio-
fliggben visszaforditotta az UK14,304 gatlo hatasat (17. abra, 3. tablazat). Az UK14,304
hatasat 100 ng/ml PTX el6kezelés (18 h) is teljes mértékben felfliggesztette (nem mutatott
adat).
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13. dbra: A FSK-indukdlt cAMP-akkumuldcio gadtlisa a;c-Cl sejtekben. Az adatok,
melyeket az 1 uM UK14,304 altal kivaltott gatlas %-aban adtuk meg, 4 fliggetlen kisérlet
eredményeinek atlagat + az atlag szorasat (SEM) mutatjak. A gorbék az A. UK14,304 (e),
Klonidin (»), Moxonidin (m), Oximetazolin (%) valamint B. NA (®), B-HT 920 (%),
Guanabenz (m), Fenilefrin (») koncentracio-hatas sszefiiggését mutatjak.
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5.2.3. A Gays dltal kozvetitett jeldatvitel vizsgdlata a [Ca2+]i mérésével

Az 0-AR agonistak hatésat a H7 sejtvonal [Ca®']; szintjére fluorometrias modszerrel
vizsgaltuk. Az apc-AR receptort és Gagis kiméra fehérjét kifejezé sejtvonalban a [Ca®*]i-ban
bekovetkezd valtozas a vizsgalt agonistak koncentraciojatol fliggd novekedést mutatott (14.
abra). A maximalis valasz 50%-at 1étrehoz6 agonista koncentraciok (ECsp) altal jellemezhetd
hatékonysagi sorrend: UK 14,304 > NA > oximetazolin > B-HT 920 > klonidin > guanabenz
> moxonidin > fenilefrin volt (3. tablazat). A cAMP teszthez hasonloan, a [Ca®"]; tesztben is
megkiilonboztethetéek voltak a teljes és parcialis agonistdk. Az UK14,304 vélasz
szazalékaban kifejezett Emax értékeket a 97% (NA) és 76% (fenilefrin) kozotti tartomanyban
az UK14,304 > NA > B-HT 920 > moxonidin > guanabenz > oximetazolin > klonidin >
fenilefrin hataserdsségi sorrend jellemezte.

A 40 nM UKI14,304 kivaltotta [Ca2+]i-emelkedést MKO912-vel ¢és yohimbinnel
koncentraciofiiggé modon gatolni lehetett (17. abra, 3. tablazat). A PLC-inhibitornak, az U-
73122-nek az UK14,304 altal kivaltott [Ca®"]; valaszra gyakorolt koncentraciofiiggd gatld
hatasa (ICso = 1,51 + 0,18 uM) igazolta, hogy a H7 sejtvonalban tapasztalt [Ca®*]i-valtozas a

kiméra Gogis alegység PLC-kozvetitett szignalizacidjanak a kovetkezménye.
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14. abra: Az a-AR agonistak koncentrdaciofiiggo hatasa a H7 sejtvonal [Ca2+]i valtozdsara.
Az adatok, melyeket az 1 uM UK14,304 altal kivaltott véalasz %-aban adtuk meg, 4-7
fliggetlen kisérlet eredményeinek atlagat + az atlag szorasat (SEM) mutatjak. A gorbék az A.
UK14,304 (®), Klonidin (»), Moxonidin (m), Oximetazolin () valamint B. NA (®), B-HT
920 (%), Guanabenz (), Fenilefrin (») koncentracio-hatas dsszefliggését mutatjak.
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5.2.4. A p-arresztin-2 transzlokdciojanak vizsgadlata

Az aktivalt opc-AR és a B-arresztin-2  kozotti  interakciot  enzim-fragmens
komplementacioval PathHunter™ eXpress ADRA2C B-arresztin  CHO-K1  sejtekben
vizsgaltuk. A sejtek agonistakkal tortént stimulacidja a p-arresztin-2 opc-AR-hoz valo
kotddésének kovetkeztében koncentraciofiiggéen megemelte a B-galaktozidaz aktivitasat (15.
abra). A koncentracio-hatas gorbék alapjan meghatarozott ECsg és Emax értékek (3. tablazat) a
cAMP ¢és [Ca®]; tesztekben tapasztalt hatékonysagi és hataserésségi sorrendtdl eltérd
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 B-arresztin teszt is alkalmasnak bizonyult a teljes és
parcialis agonistak megkiilonboztetésére, azonban a parcialis agonistak maximalis valaszai
kisebbek voltak a cAMP és [Ca?']; tesztekben meghatérozott Ema értékeknél (3. tablazat).
Mindemellett az agonistak atlagosan 1,6 log egységnyi hatékonysag-csokkenését is
tapasztaltuk a Gaoi- és Gogis-fehérje aktivaciot detektald funkcionalis tesztekhez képest.

Az UK14,304-indukalta [B-arresztin-2 transzlokaciot az MK912 és a yohimbin
koncentraciofliggé modon gatolta (17. abra és 3. tablazat). 100 ng/ml PTX el6kezelés nem
befolyasolta az UK14,304 hatasara kialakulo B-arresztin transzlokaciot, sem az UK14,304
Emax (100 + 0,2%) sem az ECs értéke (133 £ 7 nM) nem valtozott szignifikans mértékben a
PTX kezelést kovetéen (Emax = 91 + 3%, ECso = 153 + 10 nM).
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15. dbra: A p-arresztin-2 asc-AR receptorhoz valo kotdédésének vizsgalata. Az adatok,
melyeket a 30 uM UK 14,304 valasz %-aban adtuk meg, 3 fiiggetlen kisérlet eredményeinek
atlagat + az atlag szorasat (SEM) mutatjak. A gorbék az A. UK14,304 (@), Klonidin (»),
Moxonidin (m), Oximetazolin (%) valamint B. NA (@), B-HT 920 (%), Guanabenz (m),
Fenilefrin (») koncentracio-hatas osszefliggését mutatjak.
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5.2.5. Az ayc-AR internalizdacidjanak vizsgdlata

Az aktivalt receptorok internalizacidjat az enzim-fragmens komplementacion alapul6
PathHunter™ ADRA2C teljes GPCR internalizacié modszer segitségével U20S sejtekben
vizsgaltuk. A vizsgalt agonistdk mindegyike koncentraciofiiggéen novelte a  Korai
endoszomakban holoenzimmé alakuld [-galaktozidaz aktivitasat (16. abra). A teljes és
parcidlis agonistdk internalizdcidjara jellemzé maximalis valaszok a 180 perces kezelést
kovetden szinte teljes mértékben azonosak voltak a f-arresztin-2 transzlokaciot jellemz6é Emax
valaszokkal (3. tablazat) és az alabbi hataserdsségi sorrendet mutattak: NA > UK14,304 > B-
HT 920 > guanabenz > fenilefrin > moxonidin > Kklonidin > oximetazolin. A vizsgalt
vegyliletek hatékonysaga azonban atlagosan kb. 1 log egységgel alacsonyabb volt a (-
arresztin-2 kotédését vizsgalod tesztben kapott eredményeinkhez képest: NA > UK14,304 >
BH-T 920 > guanabenz > moxonidin > klonidin > fenilefrin hatékonysagi sorrend mellett (3.
tablazat). Az oximetazolin igen alacsony internalizacios aktivitasa (23% aktivitas 180 uM-ban

¢és 12% 90 uM-ban) nem tette lehet6vé az ECsg értékének meghatarozasat.
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16. d@bra: Az ay-AR agonistak koncentrdciofiiggd hatisa U20S sejtekben expresszalt ac-
AR internalizacidjara. Az adatok, melyeket a 180 uM UK14,304 altal kivaltott valasz %-
aban adtuk meg, 3 fliggetlen kisérlet eredményeinek atlagat + az atlag szorasat (SEM)
mutatjak. A gorbék az A. UK14,304 (@), Klonidin (»), Moxonidin (M), Oximetazolin (%)
valamint B. NA (@), B-HT 920 (%), Guanabenz (m), Fenilefrin (») koncentracié-hatas
Osszefliggését mutatjak.

Az UK14,304-indukalta internalizaciot mind az MK912, mind pedig a yohimbin

koncentraciofiiggben gatolta (17. abra, 3. tablazat). A p-arresztin-2 transzlokaciohoz
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hasonléan, 100 ng/ml PTX elékezelés nem befolyasolta az ayc-AR internalizacigjat sem, az
UK14,304 maximalis valasza és hatékonysdga minimalis mértékben csokkent a kezelést
kovetden (Emax értékek 100 + 0,4% és 92 + 6%, valamint ECs értékek 1332 + 155 nM és
1594 + 183 nM).
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17. abra: Az MK912 (A.) és yohimbin (B.) koncentrdciofiiggd gdtlo hatisa az UK14,304
kivaltotta valaszokra  kiilonbozé  funkciondlis  tesztekben  apc-AR-t  expresszalo
sejtvonalakon. Az adatok, melyeket a ~ ECgy koncentracioban alkalmazott UK14,304 altal
kivaltott valasz gatlas %-aban adtuk meg, 3-4 fiiggetlen kisérlet eredményeinek atlagat + az
atlag szorasat (SEM) mutatjak. A gorbék a CAMP (@), a Ca** (%), a B-arresztin (M) és az
internalizacidé (™) tesztek funkcionalis valaszainak koncentraciofiiggd gatlasat mutatjak. Az
antagonistak dnmagukban egyik tesztben sem valtottak ki funkcionalis véalaszt.

A tovabbiakban megvizsgaltuk a kiilonb6z6 agonistaknak az apc-AR internalizacio
kinetikdjara gyakorolt hatasat. Mig az internalizacié mértéke a maximalis koncentracioban
(180 uM) alkalmazott két teljes agonista, a NA és UK 14,304 esetén hasonlo volt a stimul4cio
utan 180 perccel (teljes vizsgalt iddtartam), az internalizacié iddbeli lefutasaban szignifikans
kiilonbségeket tapasztaltunk (18. és 19. abra). Az UK14,304 hatasara gyorsan bekovetkezett
az aktivalt receptorok internalizacidja, 15 perccel a stimulaciot kovetéen mar a teljes
internalizacio 54%-a detektalhato volt. 30, valamint 60 perccel az aktivacio utan a receptorok
59, valamint 69%-a keriilt a sejtek felszinér6l az endocitotikus vezikulakba a maximalisan
internalizdlod6 mennyiséghez képest. Az endogén liganddal aktivalt receptorok azonban
sokkal lassabb internalizacios kinetikat mutattak, 15, 30, valamint 60 perccel a stimulacio
utan a teljes internalizacio 3, 14, valamint 33%-a volt megfigyelhetd. A parcialis agonista

imidazolin-szarmazékok (oximetazolin, moxonidin és klonidin) hatdsara a receptorok
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internalizacios kinetikaja az UK14,304 altali aktivacidbhoz nagyon hasonld mintazatot
mutatott, tehat a receptorok gyors endocitozisat figyeltiik meg (18. és 19. abra). A parcialis
hataserdsség kovetkeztében azonban a teljes internalizacié mértéke az UK 14,304 valaszhoz
képest joval kisebb volt (18. abra). A fenilefrin az imidazolin szarmazékokhoz hasonldan
szintén gyorsan kivaltotta a receptorok internalizacidjat, mig a B-HT 920-szal és a
guanabenzzel stimulalt receptorok internalizacids kinetikaja nem kiilonbozott szignifikdnsan

az endogén ligandétol (18. és 19. abra).
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18. dbra: Az agonistik (180 uM) altal kivaltott ayc-AR internalizdcio idobeli lefutisa U20S
sejtekben. Az adatokat a nem stimulalt sejtek valaszanak %-aban fejeztiik ki, és 3-4 fliggetlen
kisérlet eredményeinek atlagat + az atlag szorasat (SEM) mutatjak. A gorbék az A. UK14,304
(@), Klonidin (»), Moxonidin (m), Oximetazolin (%) valamint B. NA (®), B-HT 920 (%),
Guanabenz (m), Fenilefrin (») indukalta internalizacio id6fiiggését mutatjak.

Az eredmények statisztikai értékelésekor a normalizalt valasz %-okat hasonlitottuk
0ssze ANOVA-val, majd az azt kovetd Tukey-féle post hoc probaval, p < 0,05 szignifikancia-
szint mellett. Mindegyik agonista sajat maximalis valasz ardnyaban kifejezett internalizacios
valasza kozotti kiilonbség szignifikans volt a kovetkezd parositasokban: NA-val
Osszehasonlitva 15 és 30 perccel a stimulaciot kovetéen az Gsszes 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 6sszehasonlitva 60 perccel az aktivaciot
kovetéen az UK14,304 (p < 0,05), oximetazolin (p < 0,001) és fenilefrin (p < 0,05) esetén. Az
agonista stimulalas utani 15. és 30. percben mért internalizacio reprezentativ diagramjai a 19.

abran lathatok.
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19. dbra: Az ax-AR agonistik (180 uM) dltal kivaltott internalizdcio a stimuldciot kiovetd
15. és 30. percben. Az adatok, melyeket a stimulacido utan 180 perccel mért maximalis
internalizacid %-aban adtunk meg, 3 fliggetlen kisérlet eredményeinek atlagat + az atlag
szorasat (SEM) mutatjak. A statisztikai szignifikancia (p < 0,05) eldontésére alkalmazott
Tukey-féle post hoc probaval kombinalt varianciaanalizis (ANOVA) szignifikans kiilonbséget
mutatott a receptor internalizacidjanak kinetikajaban az UK14,304, oximetazolin, moxonidin,
Klonidin és fenilefrin altali aktivacio esetén a NA-val Osszehasonlitva mindkét vizsgalt
idépontban.

A * a statisztikailag szignifikans kiilonbségeket jelzi: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.

5.3. Az ayc-AR agonistak funkcionalis szelektivitasanak elemzése

Az ayc-AR stimulacidja kovetkeztében parhuzamosan aktivalodo jelatviteli utak
funkcionalis valaszainak Osszehasonlitisa megmutatta, hogy egyetlen vizsgalt agonista sem
volt teljes mértékben egy adott szignalizacios Gtvonalra szelektiv. Ugyanakkor a ligandok
funkcionalis vélaszainak kiilonb6zd hatékonysagi és hataserdsségi sorrendje (3. tablazat) arra
utalt, hogy ezen agonistak a G-fehérje-fiiggd és a G-fehérje-fiiggetlen jelatviteli itvonalakat
kiilonb6z6é mértékben aktivaltak. Pl. a B-arresztin tesztben az oximetazolin, UK14,304 és
klonidin a NA-nal hatékonyabbnak bizonyult, mikézben a CAMP, a [Ca2+]i tesztekben
valamint az internalizacio vizsgalata soran az endogén ligand volt a hatékonyabb. Mivel
irodalmi adatok alapjan az egyes jelpalyakat jellemz6 erésorrend kiilonbségek funkcionalis
szelektivitasra utalhatnak, ennek mértékét szerettiik volna kvantitativan is meghatarozni. A
vizsgalt agonistadk kiilonbozé szignalizacidés utak irdnti preferencidjanak kvantitativ

elemzéséhez a relativ aktivitds (RA) mddszert hasznaltuk. Mivel a funkcionalis aktivitast
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jellemzd koncentracid-hatds gorbék meredeksége egyetlen agonista esetén sem kiilonbozott
szignifikdnsan egyt6l (Hill slope ~ 1), az RA modell alkalmazhatd volt az ayc-AR-on hatd
ligandok jellemzésére. Az egyes agonistdk RA (RA = Emax/ECso) értékeinek logaritmusat
(log(RA)) valamint ezen értékek NA-ra normalizalt adatait (log(RAp)) a 4. tablazatban, a
kiilonb6z6 utvonalak log(RA,) értékekbdl szarmaztatott bias faktorokat az 5. tablazatban
foglaltam Ossze. A bias faktor értéke az endogén agonista NA esetén 1. A Student-féle
parositatlan t-probaval statisztikailag értékelt és egyt6l szignifikansan kiilonb6z6 bias
faktorok (kiemelten jelolve az 5. tablazatban) olyan agonistakra utaltak, amelyek bizonyos
foku utvonal-specificitassal rendelkeztek (,,partially biased”).

Az eredményeink azt mutattdk, hogy az endogén liganddal Osszehasonlitva az
UK14,304, moxonidin, Klonidin, guanabenz ¢és fenilefrin rendelkezett funkcionalis
szelektivitassal a P-arresztin szignalizacio iranyaba, a G-fehérje aktivacidhoz és receptor
internalizacidhoz képest (5. tablazat). Ez a hatéds a fenilefrin esetében volt a legkifejezettebb.
A fenilefrin receptorhoz kiétddése egy olyan konformaciot stabilizalt, amelynek a NA altal
stabilizalt konformaciohoz képest 11,3-szor és 16,2-szer hatékonyabb volt a -arresztin kotd
képessége mint a Goi- és Gogis-fehérjéket aktivalo képessége, azaz a B-arresztin-kotodés és
CAMP-valasz kozotti Osszehasonlitas 11,3 bias faktor értékkel volt jellemezhetd, mig a f-
arresztin-kotédés és Ca*-valasz dsszehasonlitasat 16,2 bias faktor jellemezte. Az UK14,304,
moxonidin, klonidin és guanabenz kisebb mértékii, de szintén szignifikans elfogultsagot
mutatott a B-arresztin szignalizacio iranyaba (1,6 és 6,6 kozotti bias faktor értékek) a NA-hoz
képest (5. tablazat). A fenilefrin-stimulalt receptorok Gai- és Goyis aktivacioja és a receptorok
internalizacidjanak Osszehasonlitasa 3,1 és 4,5 bias faktorral jellemezhet6 szignifikans bias
hat4st mutatott az internalizacid irdanyaba. Ugyanakkor a klonidin sokkal hatékonyabb volt a
G-fehérje aktivacioban, mint a receptor internalizacioban (5. tablazat). A Gai- és a Goyis
aktivaciora iranyulo szelektivitds mértéke 8,6 (cAMP-valasz) és 15,7 (Ca’*-valasz) bias
faktorral volt jellemezhet. A NA-hoz képest az Osszes agonista hatékonyabban aktivalta a [3-
arresztin transzlokaciot, mint a receptor internalizaciot (az oximetazolin internalizacios
hatékonysagat az ECsg érték hianya miatt nem tudtuk kiszamitani). Mivel a vizsgalt ligandok
altal stabilizalt konformacidk ugyanolyan mértékben aktivaltak a Goi. és a Gogis-fehérjéket, a

CAMP- ¢és Ca2+-szignalizéci<') kozott nem volt statisztikailag szignifikans kiilonbség.
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4. Tablazat: Az ayc-AR-on hato agonistdk relativ aktivitasabol (RA) szdrmaztathato logRA és normalizalt 109(RAn) meghatdrozdsa.

Ca?*-felszabadulas cAMP p-arresztin transzlokacio Internalizacio
Agonistak
log(RA) log(RA)) logRA logRA, logRA logRA, logRA logRA,
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 -2,714+£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

Az RA értékeket minden vizsgalt agonistara €s jelpalyara a 3. tablazatban Osszesitett adatokbodl, az Enax €s ECsg értékek aranyaként definidltuk.
Az igy kapott RA értékek logaritmusa a log(RA). A kiilonboz6 funkcionalis tesztek érzékenységébdl adodo kiillonbségek kikiiszobolésére minden
jelpalya esetén a vizsgalt agonistak log(RA) értékeit az endogén ligand, a NA log(RA) értékeire normalizalva jutottunk a log(RA,) értékekhez.
n.a: nem alkalmazhato
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5. Tablazat: Az axc-AR receptoron hato agonistik funkciondlis szelektivitasanak elemzése a bias faktor meghatdrozdsaval.

LogRA, [jelpalya 1 — jelpalya 2]

Agonistak
[arresztin-  Bias [arresztin-  Bias  [arresztin-  Bias [Ca**- Bias [Ca?* - Bias [CAMP-
cAMP] faktor ca’'] faktor internal] faktor cAMP] faktor internal]  faktor internal]
Noradrenalin 0+ 0,06 1 0+0,11 1 0+ 0,06 1 0+0,11 1 0+0,11 1 0+ 0,06
Fenilefrin 1,05+0,05%** 113  121+0,1*** 162  0,56+005** 366  -0,16+0,10 07 -0,65+0,10* 0,23  -0,49+0,05**
UK14,304 0,35 + 0,06* 222 0,21+0,09* 161 0,43+0,07* 267  0,14+0,09 1,33 022+0,09 166 0,08+ 0,07
Klonidin 0,63+0,07*** 428  0,37+0,1* 233 1,56+009*** 367  026+009 1,83 12+011** 157  0,93+0,07**
Moxonidin 0,59+ 0,05*** 3,92 0,36+ 0,09* 2,3 0,2 +0,05* 159  023+0,09 1,71 -0,16+0,09 0,69  -0,39+0,05
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
B-HT 920 0,09+ 0,1 1,22 037+0,12 232 055+011* 353  -028+009 053  0,18+009 152  0,46+0,06
Guanabenz 0,53+0,1*** 335  082+0,12** 658  080+009** 628 -029+011 051 -0,02+010 095  027+0,08

Bias
faktor

0,32
1,2
8,57
0,41
n.a
2,89

1,87

A vizsgalt agonistak funkcionalis szelektivitasanak elemzéséhez a 4. tadblazatban Osszesitett log(RAn) értékek lehetdvé tették az aktivalt
szignalizacios utvonalak Osszehasonlitasat a AALog(RA) = log(RAp)[jelpalyal] - log(RAn)[jelpalya2] képlet alapjan. A jelatvitel szelektiv
agonizmus mértékét a bias faktorral fejeztiik ki, melyet szamszertien a 10°°9®”) gri¢k jellemez. A log(RA)[jelpalyal] - log(RAn)[jelpalya2]
széras (S.E.M.) értékeit a V((S.E.M.: log(RAn)[jelpalyal])® + (S.E.M.: log(RA.)[jelpalya2])?) képlet alapjan hataroztuk meg. A Student-féle
parositatlan t-probat a nyers log(RA) értékekre alkalmaztuk, 6sszehasonlitva minden agonista log(RA)[jelpalyal] — log(RA)[jelpalya2] értékeit a
referencia agonista NA log(RA)[jelpalyal] — log(RA)[jelpalya2] értékeivel. A kiemelten jelolt bias faktorok valamint a * a statisztikailag
szignifikans kiilonbségeket jelzik: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. n.a: nem alkalmazhat6
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5.4. A létrehozott rekombindns sejtvonal alkalmazdsa a hatéoanyag-
kutatasban

Az altalunk létrehozott H7 sejtvonal lehetévé tette 0jszerli apc-AR agonistak
azonositasat automatizalt mérérendszerben végzett fragmenssziirés segitségével, amelyhez a
receptorkotési teszt és a funkcionalis [Ca®']; teszt jelentette a kiindulopontot. Nagyobb
mennyiségli  vegyiilet sziirOvizsgalatdt megelézéen elemeztik a fenti modszerek
alkalmassagat a fragmenssziirésre egy kisebb teszt-vegyliletcsoport segitségével (Maybridge
vegytlettarbol szarmaz6 160 valtozatos szerkezetli fragmens). A talalati arany a kotédési
tesztben 30%-nak, a funkcionalis tesztben 2%-nak adodott. Kozos talalatként pedig egy
hatékony, nagy affinitasu (K;= 1,5 uM) vegylilet azonositottunk. Mivel a receptorkotési teszt
szokatlanul magas célpont-specifikus talalati aranya elévigyazatossagra adott okot (a tesztelt
fragmensek egy peptid receptor kotési tesztjében kivétel nélkiil hatastalannak bizonyultak), a
funkcionalis tesztet valasztottuk a 3071 tagh fragmens-vegyiilettar (AMRI) nagy
ateresztoképességli  szliréséhez. A 250 pM tesztkoncentracidban, 2 parhuzamossal
(duplikdtumban) kivitelezett sziirés alacsony mérésen beliili variabilitdssal rendelkezett (Z’ =
0,80 £+ 0,07). Az 50%-o0s aktivitasi kiiszobot a tesztelt vegyiiletek 10,3%-a, mintegy 318
talalat érte el. Az ujramérés soran azonban csupan 86 vegyiilet 50%-os aktivitasat tudtuk
megerdsiteni. A meglehetdsen alacsony (27%) megerdsitési arany a bioldgiai rendszer
érzékenységének napok kozti variabilitdsdval magyardzhatd, ugyanis a megerdsités soran az
eredeti 318 talalatbol 217 vegyiilet 500 uM koncentracidban elérte az 50%-os aktivitasi
kiiszobérteket. A  mérdnapok kozti variabilitdis a referencia agonista UK14,304
hatékonysaganak csokkenésében is jelentkezett. A nem-specifikus, ac-AR fiiggetlen
aktivitast mutaté (hamis pozitiv) taldlatok kiszlirésére a megerdsitett taldlatokat ssts receptort
expresszalo sejteken is megvizsgaltuk. A megerdsitett 86 talalatbol 21 vegyiilet kevesebb,
mint 30% -ban ndvelte a citoplazma L803,087-indukalta [Ca*)i-valtozasat. A target-
specificitas tovabbi megerdsitéseként a receptorkotési és funkciondlis vizsgalatok 16 vegytilet
koncentraciofiiggd hatasat igazoltdk, igy végsé soron a fragmens alapt sziirés 16 validalt
fragmens talalatot eredményezett.

A fragmens talalatok tovabbfejlesztési potencidljanak felmérésére elvégeztik a 16
vegylilet kémiai kornyezetének vizsgalatat a Richter Gedeon NyRt. nagy diverzitasu
vegylilettardnak hasonld szerkezetli és a nehéz-atom-szam alapjan lehetéleg azonos méretii
vegyiileteinek szlirésével. Minden megerdsitett taldlat 6t legkozelebbi szerkezeti analogjanak

meghataroztuk a kotddési affinitdsat és a 10 pM alatti K; értékkel rendelkezd anal6goknak
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meghataroztuk a [Ca®]; tesztben detektalhaté funkcionalis aktivitdsat 20 pM
tesztkoncentracioban. Mindemellett, gyodgyszerkémiai szempontokat figyelembe véve
jellemeztiik a taldlatokat és a szerkezeti analdogokat a ligand hatékonysag (LE) valamint a
ligand-hatékonysag-fiiggé lipofilitas (LELP) értékeinek meghatarozasaval.

A 6. tablazatban feltiintetett legérdekesebbnek talalt vegyiiletek az eredeti taldlatoknal
(A és B wvegyiilet) jobb receptorkotési affinitdssal és jobb ligand-hatékonysag-fiiggd
lipofilitassal rendelkeztek (C, D, és E vegyiilet). Ezek a szerkezeti analogok a [Ca2+]i tesztben
nem valtottak ki funkcionalis valaszt, ugyanakkor hatékonyan gatoltak az UK14,304 altal
elidézett [Ca’")i-emelkedést. Mikor tovabbi kisérletek soran megvizsgaltuk, hogy a
kivalasztott vegyiiletek képesek-e a receptor kiilonbozd jelatviteli folyamatainak szelektiv
aktivalasara, esetleg gatlasara, azt tapasztaltuk, hogy a [Ca?"]; tesztben kapott eredményekhez
hasonldan, ezek a vegyiiletek a tobbi vizsgalt jelpalyat sem aktivaltak, viszont az UK 14,304

ECgp valaszat minden funkcionalis tesztben gatoltak.

6. Tablizat: A fragmens taldlatok szerkezeti analogjainak kotodési affinitasa és
Sfunkcionadlis aktivitasa.

Taldlatok kornyezete Talalatok
. Funkcionalis aktivitas* (%)
Vegyile Szerkezet pK; LE/ Vegyiilet | Szerkezet pK; LE/
LELP| ca?* | cAMP | B-arr. | int. LELP
' !
) 0,61/ CJ 0,57/
u 6,25 18 82 80 90 90 A E> 5,82 19
= ]
) 0,65/ () 0,57/
" . 6,62 17 87 83 98 96 A E> 5,82 19
. B i 0,37/
o » % )
40 ()| 660 | 043/ 4 74 93 90 B |.{ (1) s21 57

58

*Funkcionalis aktivitas: az UK 14,304 ECgo vélaszanak gatlasa 20 pM-ban ([Ca®']; és cAMP)
illetve 100 pM-ban (B-arresztin és internalizacid)

62




6. Megvitatas

A G-fehérje-kapcsolt receptorok a gyogyszerkutatds legnépszeriibb molekularis
célpontjait jelentik (Lappano és Maggiolini, 2011; Swinney és Anthony, 2011). Fontossagukat
jelzi, hogy a piacon levé gyogyszerek 30-40%-a valamely GPCR miikddését befolyasolja
(Rask-Andersen és mtsai., 2011; Stevens és mtsai., 2013). Napjaink gyogyszerkutatasi
gyakorlatiban azonban mar nem csupan a molekularis célpont kivalasztasa és validalasa,
hanem a hozza kapcsolodo, (kor)élettani szempontbol relevans jelpalyak validalasa is
elsddleges fontossaguva valt.

Az elmult évek kutatasi eredményei ravilagitottak, hogy a GPCR-ek nem csupan a G-
fehérjék aktivalasaval fejthetik ki a hatasukat. Az aktivalt receptorokhoz kotédo B-arresztinek
révén egyidejlileg G-fehérje-fiiggetlen jelatviteli utak is aktivalodnak, amelyek akar
egymastol eltérd funkciondlis hatasokat is kozvetithetnek (Luttrell és mtsai., 1999; DeFea és
mtsai., 2000b; Luttrell és Gesty-Palmer, 2010). A szignalizacidés utvonalak funkcionalis
figyelmet, ¢és ezzel parhuzamosan a farmakologiai kutatasban a  kiilonbdzd
szignaltranszdukcids utakat vizsgalé mddszerek szerepe is egyre inkabb felértékelddott (van
Der Lee és mtsai., 2008; Hanson és mtsai., 2009; Rajagopal és mtsai., 2011, Castaldo és
mtsai., 2014; Zhu és mtsai., 2014). A jelatviteli utvonalak részletes feltérképezése, a
kiilonbozd  szignalizdcidos  Utvonalak  funkciondlis  kiillonbségeinek  megismerése
kulcsfontossagl egy adott betegség patomechanizmusanak lehetd legteljesebb megértéséhez,

és ezaltal jobb hatasspektrumut gyogyszerek kifejlesztéshez.

6.1. a,c-AR farmakologiai vizsgdlata, a G-fehérje-fiiggd és G-
fehérje-fiiggetlen szignalizdcios utvonalak jellemzése

Az aktivalt opc-AR tobb iranyu jelatviteli folyamatot indit el a sejtekben. A kiilonféle
G-fehérjék serkentése mellett a receptor képes [-arresztint kotni és internalizalodni is
(Limbird, 1988; Eason és mtsai., 1992; Daunt és mtsai., 1997, Kukkonen és mtsai., 1998,
DeGraff és mtsai., 1999).

Az ayc-AR  G-fehérje-fliggd és G-fehérje-fliggetlen szignalizacios utvonalainak
jellemzésére kiilonbozé in vitro modszereket alkalmaztunk és optimalizaltunk, amelyek

alkalmasak lehetnek nagyszamu vegyiilet farmakologiai vizsgalatara. Kisérleteinkben négy
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jelatviteli rendszer farmakologiai sajatsagait vizsgaltuk. A Goj jelpalyat aoc-AR-t expresszalo
CHO-K1 sejtek (CAMP teszt), a Gogis szignalizaciot opc-AR-t és kiméra Gagis fehérjéket
koexpresszalo CHO-K1 sejtek [Ca']; teszt); a B-arresztin transzlokaciot PK-jelolt aoc-AR-t és
EA-jelolt B-arresztin-2-t koexpresszalo CHO-K1 sejtek (pB-arresztin teszt), a receptor
internalizaciot pedig EA-jelolt aoc-AR-t és PK-jelolt endoszomaékat koexpresszaldé U20S
sejtek funkcionalis valaszainak Osszehasonlitasaval jellemeztiik. A funkcionalis tesztekben
kiilonboz6 szerkezeti csaladokba tartozé agonistakat: két feniletilamint (NA és fenilefrin), egy
guanidint (guanabenz), egy oxazolint (B-HT 920), 4 imidazolint (UK14,304, oximetazolin,
klonidin, moxonidin), valamint antagonistakat (MK912 ¢s yohimbin) alkalmaztunk. Az
agonistak hatékonysagi sorrendje igen hasonlo volt a cAMP és [Ca?']; tesztekben, viszont
meglehetdsen kiilonbozott a B-arresztin tesztben kapott hatékonysagi sorrendtél. Ehhez
hasonléan, az agonistak hataserésségi sorrendje azonos volt a Gai- és Gagis-fehérjék
aktivaciojat detektald tesztek esetén, de kiilonbozott a B-arresztin transzlokacid és receptor
internalizacié esetében tapasztalt hataserdsségi sorrendtél. A NA ¢és UK14,304 minden
tesztben teljes agonista volt, a B-HT 920 a cCAMP ¢és [Ca?']; tesztekben teljes agonistaként, a
B-arresztin és internalizacios tesztekben viszont parcialis agonistaként volt jellemezhetd. Az
Osszes tobbi ligand az irodalmi adatokkal megegyezden parcialis agonista hatdssal
rendelkezett (Munk, 1994; MacDonald és mtsai., 1997; Parsley és mtsai., 1999; Pauwels és
Colpaert, 2000c;, Umland és mtsai., 2001; Millan, 2002; Szabé, 2002, Stone és mtsai., 2003),
Kisebb hataskivalto képességgel (Emax) a G-fehérje-fiiggetlen jelpalyakon. Az antagonistak az
irodalmi adatoknak megfelelé hatékonysaggal gatoltak az UK 14,304 ECgy valaszat mind a
négy vizsgalt Gtvonal esetén (Schaak és mtsai., 1997; Uhlen és mtsai., 1997; Lalchandani és
mtsai., 2002; Mustafa és mtsai., 2005).

A Goj; kapcsolt apc-AR G-fehérje-fiiggd szignalizacioja elsésorban CAMP tesztekkel
vizsgalhatd. Az altalunk beallitott HTRF-alapi cAMP teszthen az agonistak az irodalmi
adatoknak megfeleld hatékonysaggal gatoltak a forskolin stimulalta cAMP akkumulaciot
(Jeon és mtsai., 1995; Parsley és mtsai., 1999; Umland és mrsai., 2001), az antagonistak
pedig koncentraciofiiggden visszaforditottak az agonista (UK14,304) hatasat (Lalchandani és
mtsai., 2002). A moddszer azon tul, hogy joO egyezést mutatott mas munkacsoportok
eredményeivel, kisebb volumenii szlirévizsgalatokra is Kivaloan alkalmasnak bizonyult.
Annak ellenére, hogy a teszt technikai szempontb6l a nagyszdmu vegyiilet vizsgalatanak
feltételeit is teljesitette, hatranyaként emlithetd a reagensek meglehetésen magas ara, valamint
az, hogy a hosszu inkubacids idok miatti ateresztoképessége is elmaradt a varttol. Erre a

problémara jelenthetnek megoldast a kiméra vagy promiszkuus G-fehérjék, amelyek
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segitségével az eredetileg mas jelatviteli utvonallal jellemezhetd receptorok is a Gog
szignalizacié iranyaba terelhet6k”. Ezaltal Ca”’-fluorometria segitségével gyors és
koltséghatékony modon vegyiiletek nagy mennyisége tesztelheté abban az esetben, ha a
rekombinans G-fehérjék nem okoznak valtozast a receptorok aktivalhatésagaban.

Az els6 kiméra G-fehérjéket Conklin és munkatarsai (1993) hoztak létre azaltal, hogy
a Gog G-fehérje alegység C-termindlisan elhelyezkedd 1-23 aminosavat a Go; G-fehérje
alegység szekvencidjanak megfeleld6 aminosavakkal helyettesitették (Qii-Qiz). Az igy
l1étrehozott kiméra fehérjéket HEK293 sejtekben A; adenozin, D, dopamin illetve opa-AR
receptorokkal egyiitt expresszaltattak ¢és vizsgaltak azok PLC-aktivald képességét. Azt
tapasztaltak, hogy a receptor tipusatol fiiggben a qis-Qii; kimérak expresszioja fokozta a PLC
aktivitasat, a legmarkansabb valaszt azonban mindharom receptoron a Qis eredményezte
(Conklin és mtsai., 1993). Ezt kovetden szamos mas Go; kapcsolt GPCR estén is sikerrel
alkalmaztak a kiméra G-fehérje stratégiat, mint ahogy azt pl. neuropeptid Y (hYy, hY,, hYy;
Dautzenberg és mtsai., 2005), mGIluR,, mGIuR, (Gomeza és mtsai., 1996; Kowal és mtsai.,
2003; Downey és mtsai., 2005), Hz hisztamin (Uvegas és mtsai., 2002), mel-1la és mel-1b
melatonin (Yokoyama és mtsai., 2003), D3, D4 dopamin receptorokon (Moreland és mtsai.,
2004) végzett vizsgalatok is megerdsitették. Sikertelen eredményekrdl szamoltak be azonban
néhany mas receptor esetén (pl. sst; szomatosztatin és CB; kannabinoid receptorok), amelyek
jelatvitelének [Ca?"; felé terelése nem volt megvalosithatd kiméra G-fehérjék alkalmazasaval
(Conklin és mtsai., 1996). Ugyanakkor szamos receptor promiszkuus Gays- vagy a Goye-
fehérjékkel torténd koexpresszidja jelentds agonista indukalta citoplazmatikus [Ca?']i-
novekedést valtott ki pl. a Bo-adrenerg, az M, muszkarin, a D; dopamin, a V, vazopresszin, az
Ao adenozin, az 5-HTa, az fMLP, a p-opioid, az S1P szfingozin-1-foszfat receptorokat
expresszald rekombinans sejtvonalakon (Offemanns és Simon, 1995; Valentin és Tigyi, 2012).
Mivel a promiszkuus fehérjék nem képesek univerzalisan minden receptorhoz kotédni,
szamos Ga; kapcsolt receptor (pl. D; dopamin, sst; somatostatin, M Ty, melatonin, CCR1 és
CCR2 kemokin) promiszkuus fehérjékkel torténd egylittes expresszidja nem eredményezett
detektalhatod [Ca2+]i valaszt (Milligan és mtsai., 1996; Marchese és mtsai., 1999; Mody és
mtsai., 2000; Kostenis, 2001; Liu és mtsai, 2003). Néhany esetben azonban mindkét
megkozelités sikeres volt. Ez jellemezte az mGIuR; és az mGIluR, receptorokat (Gomeza,
1996), az 5-HT 14 receptorokat (Offermanns és Simon, 1995; Kowal és mtsai., 2002), a o-, k-
¢és u-opioid receptorokat (Coward és mtsai., 1999), az S1P1 szfingozin-1-foszfat receptorokat
(Valentin és Tigyi, 2013), noha receptor tipusatol fiiggden kiillonb6z6é mértéki kiméra, illetve

promiszkuus G-fehérje aktivacio volt megfigyelhetd.
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Bar mar Conklin és munkatarsai (1993) is igazoltak, hogy az aya-AR receptorok
kapcsolodhatnak kiméra G-fehérjékhez, a kiillonbozo jelelterelt a,-AR altipusok farmakologiai
sajatsagait Pauwels és munkatarsai (2000a; 2000b; 2000c; 2000d) jellemzték. Ok opa-AR-t és
aze-AR-t Gays promiszkuus G-fehérje alegységgel tranziens moédon CHO-K1 sejtekben
expresszaltattak és mérték a [Ca?']; valtozasait (Pauwels és misai., 2000a; 2000b; 2000d). Az
axc-AR esetében modositott egér Gogir kiméra G-fehérje alegység jelenlétében sikeriilt
agonista indukalta [Ca®*]-emelkedést detektalniuk (Pauwels és Colpaert, 2000c).

Nagyszamu vegyiilet funkcionalis tesztelésére azonban a tranziens transzfekcio
kevésbé elonyds. Emiatt ahhoz, hogy az a,-AR ligandok hatasara 1étrejové PLC aktivaciot ne
csak tranziens modon vizsgalhassuk, olyan sejtvonalakat hoztunk létre, amelyek a human opc-
AR mellett kiméra Gogs fehérjét is stabilan koexpresszalnak (Kurko és mtsai., 2009). A
jelelterelt ayc-AR farmakologiai jellemzéséhez a létrehozott sejtvonalak valaszkészsége
alapjan Ca®'-fluorometriaval kivéalasztottuk a legnagyobb jelablakkal jellemezheté H7
sejtvonalat, amelyben a Goygis expresszidjat mRNS és fehérje szinten is azonositottuk RT-PCR
¢s aramlasos citometria segitségével. A funkciondlis tesztben a referencia agonistak az
irodalmi adatoknak megfeleld hatékonysaggal, koncentraciofiiggéen novelték a [Ca2+]i-t
(Pauwels és Colpaert, 2000c), és az antagonistak gatld hatasa is jo egyezést mutatott a masféle
sejtekben mért adatokkal (Lalchandani és mtsai., 2002). Mindemellett, az altalunk beallitott
cAMP és [Ca’*]; tesztek egymashoz ¢és mas munkacsoportok irodalomban kozolt
eredményeihez igen hasonld eredményei arra utaltak, hogy a a,c-AR Ga; szignalizaciojanak
Gog irdnyba terelése nem valtoztatta meg a receptor farmakoldgiai tulajdonsagait (Jeon és
mtsai., 1995; Parsley és mtsai., 1999; Umland és mtsai., 2001., Lalchandani és mtsai., 2002).
A vizsgalt vegyiiletek hatékonysagi és hataserGsségi sorrendje IS megegyezett mas
munkacsoportok kiilonb6zd funkcionalis tesztekben nyert eredményeivel (pl. extracellularis
savasodasi, [*°S]-GTPyS kotési, cAMP és [Ca?']; tesztek) (Pihlavisto és Scheinin, 1999;
Jasper és mtsai., 1998; Umland és mtsai., 2001; Jansson és mtsai., 1999; Kukkonen és mtsai.,
1998).

Tovéabbi kisérleteink sordn olyan sejtvonalat is létrehoztunk, amely aoc-AR-t és
promiszkuus Gayg fehérjét stabilan koexpresszal. Ezaltal az irodalomban elsdként kimutattuk,
hogy az aac-AR promiszkuus G-fehéjék révén is a Ca?*-szignalizacié iranyaba terelhetd, bar a
Gogis kiméra alegység erdsebb apc-AR kotési és/vagy hatékonyabb szignaltranszdukcios
képességgel rendelkezett (Kurko és mtsai., 2009).

Kisérleteinkben a csak ayc-AR-t expresszald opc-Cl sejtvonalban 1 uM UK14,304

hatasara sem volt detektalhato [Ca2+]i-véltozés. Ettd]l eltéréen Kukkonen és munkatarsai
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(1998) azt talaltak, hogy az egyes ap-AR altipusok CHO-K1 sejtekben torténd heterolog
expresszidja agonista-stimulacio hatdsara koncentraciofiiggéen megemelte a [Ca®*]i-t, amely
feltehetdleg a G-fehérje Py alegységei altal eldidézett PLC aktivacio kdvetkezménye volt. Ezt
latszott igazolni az a megfigyelés is, miszerint az UK14,304 hatékonysaga mintegy 150-
szeres csokkenést mutatott az Aaltalunk meghatarozott ECsy értékkel Osszehasonlitva
(Kukkonen és mtsai., 1998, Kurko és mtsai, 2009). Ugyanakkor a rekombinans sejtek ayc-AR
expresszidjanak kiilonbségei (mintegy 3,5-szor nagyobb fehérje expresszid a Kukkonen és
munkatarsai altal létrehozott sejtvonalban) is vezethettek a By alegység altali aktivacidoban
tapasztalt kiilonbségekhez (Kukkonen és mtsai., 1998, Kurko és mtsai., 2009).

A vizsgalt ligandok [Ca*]i és cAMP tesztekben mért funkcionalis valaszai jo
korrelacidt mutattak a [3H]-UK14,304 receptorkotési tesztben mért hatékonysagi adatokkal is.
Tovabba a receptorkotési teszt altal szolgaltatott adatok jo egyezést mutattak az irodalomban
kozolt azon eredményekkel, melyeknél a leszoritasos kisérletekben a vizsgalt ligandok a
receptor nagy affinitast kotéhelyeiért versengtek (Piletz és mtsai., 1996; Umland és mtsai.,
2001; Uhlen és mtsai., 1997; Lalchandani és mtsai., 2002; Mustafa és mtsai., 2005).

Bar az apc-AR G-fehérje-fliggd szignalizacidjat szdmos sejtféleségben igen intenziven
tanulmanyoztak, a G-fehérjétodl fiiggetlen szignalizacios utvonalak farmakologia tulajdonsagai
¢és élettani jelentdsége sokkal kevésbé ismert. Mivel az o,c-AR agonista altal indukalta -
arresztin kotésének hatékonysagi adatait els6ként publikaltuk (Kurko és mtsai, 2014), igy
elérhetd irodalmi adatok hidanydban eredményeinket csak mdas funkciondlis tesztek
eredményeivel tudtuk Osszehasonlitani. Az altalunk meghatarozott ECsy értékek igen
hasonloak voltak a receptor-G-fehérje komplexek képzddését megakadalyozo koriilmények
kozott végzett receptorkotési tesztek K; értékeivel (Pohjanoksa és mtsai., 1997; Jasper és
mtsai., 1998; Umland és mtsai., 2001; Audinot és mtsai., 2002) valamint a GTPyS kotési
tesztek eredményeivel is (Jasper és mtsai., 1998; Audinot és mtsai., 2002). Ugyanakkor, a
vizsgalt agonistak altal kivaltott B-arresztin transzlokaciot jellemzd ECsy értékek 1,6 log
egység hatékonysag csokkenést mutattak a CAMP vagy [Ca']; tesztekben meghatarozott
értékekhez képest. Ugyszintén kisebb volt a parcialis agonistak hataseréssége is. Az
irodalomban hasonlé eredményekrdl szamoltak be p-opioid (McPherson és mtsai., 2010),
EDGL1 és EDG2 receptorok (van Der Lee és mtsai., 2008; Yin és mtsai., 2009), S1P; és S1P3
receptorok (Yin és mtsai., 2009; Riddy és mtsai., 2012) vizsgalata esetén is. Az adatok kozotti
eltérés egyik lehetséges oka az lehet, hogy a cAMP és [Ca?']; méréseket olyan CHO-K1 alapu
sejtvonalakon végeztiik, amelyek nagyobb receptortartalékkal (receptor reserve) rendelkeztek,

mint a B-arresztin mérésekhez hasznalt sejtvonal. Ezért a CAMP vagy [Ca®')i tesztekben
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ahhoz, hogy egy agonista a ra jellemz6é maximalis hataserGsséget kivalthassa, kisebb
receptorhanyad aktivacidja (kisebb receptor okkupancia) sziikséges, mint a [-arresztin
tesztben. A tartalék receptorok mennyiségének meghatarozasara iranyuld vizsgalataink
alapjan a CAMP tesztben alkalmazott oyc-C1 sejtvonalon az ayc-AR-ok csupan 2,5%-anak
aktivacioja elégséges volt az UK14,304 félmaximalis valaszanak kivaltdshoz (nem mutatott
adat). Mig a G-fehérje aktivaciot kovetden a masodlagos hirvivok képzoédésével jelentds a
jelamplifikacié mértéke, addig a B-arresztin tesztben a receptor aktivacié és B-arresztin
transzlokacid 1:1 sztochiometrikus arannyal jellemezheté (Eglen és mtsai., 2007, Bassoni és
mtsai., 2012). Ennek kovetkeztében, és az eredményeinkkel Osszhangban, az agonistak
hatékonysaga a B-arresztin tesztben sokkal inkabb hasonl6 az olyan biologiai tesztekben mért
hatékonysaghoz, amely a receptor aktivaciojahoz viszonylag kozeli végpontot detektal, mint
pl. GTPyS kotés (Rosethorne és Charlton, 2011; Bassoni és mtsai., 2012). Ugyanakkor az is
lehetséges, hogy a P-arresztin teszt érzékenysége is alacsonyabb a G-fehérje aktivaciot
detektald tesztekhez képest. Riddy és munkatarsai (2012) az S1P;3 receptoron tapasztalt

hatékonysagcsokkenés okanak magyarazataként (j megkozelitést vezettek eld. Szerintiik a -

crer

e ey

csak G-fehérjét kotdtt receptor konformaciojahoz képest, igy a p-arresztin és [Ca?']; tesztek
kozotti kiillonbségek oka az eltéré receptorkonformaciokban keresendd (Riddy és mitsai.,
2012).

Miota széles korben teret nyert az a felismerés, hogy szamos gyogyszer(jelolt) klinikai
hatékonysagcsokkenésének hatterében a vegyiilet kivaltotta gyors receptor internalizaciod
huzédik, a receptorok endocitozisanak vizsgalata egyre fontosabba valt. Az ayc-AR
internalizaciojat az intracellularisan lokalizal6do receptorok gyakori el6fordulasa miatt csak
nehezen sikeriilt 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
munkatarsai (1999) igazoltak, hogy ac-AR internalizacidja P-arresztin altal kozvetitett
folyamat, amely a G-fehérje aktivalodasa nélkiil is 1étrejon. Sajat adataink is megerdsitették,
hogy az ayc-AR internalizacidja fiiggetlen a G-fehérjék aktivalodasatol: PTX elokezelés
hatasara sem az UK14,304 internalizicios hatékonysdgaban, sem a hatdser6sségében nem
tapasztaltunk szignifikans valtozast.

A vizsgalt agonistak koncentraciofiiggd modon indukaltdk az U20S sejtekben
expresszalt sejtfelszini ayc-AR internalizacidjat. Mivel az irodalomban nem talaltunk a
kiilonb6z6 agonistak internalizacios hatékonysagardl adatokat, eredményeinket a B-arresztin

teszt adataival hasonlitottuk 0ssze. Annak ellenére, hogy a vizsgalt vegyiiletek hataserdssége
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teljesen azonos volt mindkét enzim-fragmens komplementacion alapuld tesztben, a ligandok
internalizacios hatékonysaga egy nagysagrenddel kisebbnek adodott. Ennek egyik lehetséges
oka a mérési koriilmények kiillonbozosége a két tesztben (pl. ligand inkubacios 1d6), illetve a
sejtspecifikus szabalyozd fehérjék expressziojanak eltéré szintje a CHO ¢és U20S
sejtvonalakban. Pl. mivel az endogén p-arresztin-1 ¢és P-arresztin-2 expresszidja
nagymértékben sejtspecifikus mintazatot mutat (Santini és mtsai., 2000; Oakley és mtsai.,
2012), és mivel az ayc-AR internalizacid leginkabb meghatarozo 1épése a B-arresztin kotédés
(DeGraff és mtsai., 1999), a receptor internalizaciéjanak hatékonysaga és mértéke szintén
mutathat sejtspecifikus kiilonbségeket. Hasonld kiilonbségeket mas receptorok estén is leirtak,
pl. ssts vagy kalcitonin receptorok 0,5-1 log egység kiilonbséget mutattak a [-arresztin
kotédést vizsgald tesztben, attol fiiggden, hogy CHO vagy U20S sejtekben tortént a

transzlokacid (forras: www.discoverx.com).

Vizsgalatainkban minden tesztelt agonista kivaltotta az a,c-AR internalizacidjat U20S
sejtekben, de ennek mértéke és kinetikaja ligandfiiggd volt. A parcialis agonistak Kisebb
mértékli ayc-AR internalizaciot indukaltak, mint a teljes agonistak, valamint az imidazolin
szarmazékok kivaltotta receptor internalizacié szignifikansan gyorsabb volt, mint az endogén
agonista altal okozott endocitozis. Bar mindkét teljes agonista (UK14,304 és NA) ugyanolyan
mértékll internalizaciot indukalt 180 perccel a kezelést kdvetden, az UK14,304 altal kivaltott
internalizacié kinetikaja szignifikdnsan gyorsabb volt a kezelés elsé 60 percéig az endogén
agonistaval 0sszehasonlitva. Hasonléan gyors internalizacid volt megfigyelhetd a parcialis
agonista imidazolin-szarmazékok esetén (klonidin, moxonidin, oximetazolin), valamint a
fenilefrin esetében is a NA-val 6sszehasonlitva. A B-HT 920 és a guanabenz internalizacios
mintdzata nem kiilonbozott szignifikdnsan a NA-tol. Szintén érdekes megfigyelés volt, hogy a
gyors internalizacios kinetikaval jellemzett agonistak [B-arresztin utvonal-szelektivitdsa is
kifejezettebb volt a NA-hoz képest. Klonidinnal és guanfacinnal végzett in vivo vizsgalataik
alapjan hasonldé megfigyelést kozoltek Lu és munkatarsai (2009). A szerz6k hemaglutinin
jelolt apa-AR-t expresszald knock-in transzgén egereken végzett internalizacios vizsgalatai
szerint a guanfacin hosszabb ideig tarto klinikai hatékonysaga az internalizacio Kinetikai
mintdzataban keresendd. Annak ellenére, hogy a klonidin és guanfacin hasonld apa-AR
affinitassal és farmakokinetikai profillal rendelkezik, a klonidin sokkal gyorsabban kivaltotta
az axa-AR internalizacidjat SCG (fels6 nyaki idegdic) neuronokban, és ennek mértéke is
mintegy haromszorosa volt a guanfacin altal indukalt internalizacionak (Lu és mtsai., 2009).

A szerzok szerint a gyorsabb internalizacid hatterében a klonidin kotddés altal indukalt
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nagyobb mértékli receptor foszforilacio és P-arresztin transzlokacio allhat (Lu és mitsai.,

2009).

6.2. a,c-AR agonistak funkciondlis szelektivitasanak elemzése

Az elmult évtized szamos kisérleti eredménye ravilagitott arra, hogy a receptor
ligandkotésének kovetkeztében aktivalodo jelatviteli utak az egyes ligandok altal stabilizalt,
eltér6 aktiv receptor-konformacioktol fliggéen kiillonbozé mértékben aktivalodhatnak
(Kenakin, 2004, Galandrin és Bouvier, 2006, Shonberg és mtsai., 2014).

A funkcionalis szelektivitas jelenéségét el0szor szintetikus ligandok vizsgalataval
kapcsolatosanirtak le, noha a természetes ligandok is képesek a G-fehérjék altal kozvetitett
vagy a G-fehérje-fliggetlen, valamint a receptor internalizacidhoz kothetd jelatviteli utak
szelektiv aktivalasara (Gurwitz és mtsai., 1994; Reiner és mtsai., 2010; Rajagopal és mtsai.,
2013). Rajagopal és munkatarsai ugy vélik, hogy a kemokin receptorok endogén agonistaira
jellemz6é funkcionalis szelektivitas konzervativ evolucidos biologiai  mechanizmusnak
tekinthet6 (Rajagopal és mtsai., 2013).

Az utobbi években szdmos cikk latott napvilagot a kiilonféle GPCR-ek jelatvitel-
szelektivitasarol (attekintve 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 dltal). Az idézett kozleményekben a legtobb utvonal specifikus ligand
jellemzeését a kiilonféle funkciondlis tesztekben meghatarozott hataserdsségi, vagy
hatékonysagi sorrendek dsszehasonlitasa képezte. Noha ez a megkozelités alkalmas arra, hogy
a teljes szelektivitassal rendelkezd ligandokat azonositsa, a kiilonbozé mértékben jelatvitel-
szelektiv (partially biased) vegyiiletek jellemzésének egy szuboptimalis modjat jelenti.
Nemrégiben a vegyiiletek objektiv Osszehasonlitasara tobb modszeret is kidolgoztak
(transzdukcids koefficiens, jelatviteli hatékonysag, RA meghatarozasa), amelyek mar
megteremtik a kilonbozé foku utvonal szelektivitassal rendelkezé ligandok kvantitativ
elemzésének a lehetdségét is (Ehlert, 2008; Rajagopal és mtsai., 2010; 2011; Shonberg és
mtsai., 2014; Christopoulos, 2014).

Jelen ismereteink szerint az a-adrenoreceptorok vizsgalata soran ezidaig csupan az
aa-AR-ra vonatkozoan kozoltek kvantitativ modszerrel (transzdukcids koefficiens modell)
meghatarozott bias faktor adatokat a ligandok funkcionalis szelektivitasanak jellemzésére
(Evans és mtsai., 2011). Noha Kukkonen és munkatarsai (2001) HEL 92.1.7 sejteken végzett
vizsgalatai az oapa-AR aktivacigjahoz kotheté két G-fehérje-fliggd szignalizacids utvonal

(cAMP ¢és [Ca2+]i) farmakologia jellemzésével az op-AR ligandok funkcionalis
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szelektivitasara utaltak, az opc-AR altipusi receptorokon hatdé ligandok funkcionalis
szelektivitasat els6ként mi elemeztiik, és fejeztikk ki ennek szamszerisitett mértékét a bias
faktorok meghatarozasaval (Kurko és mtsai., 2014).

Mivel az ayc-AR-0n hato altalunk vizsgalt agonistak hatékonysagi és hataserdsségi
sorrendjében tapasztalt kiilonbségek utvonal-szelektiv aktivitasra utaltak, és az agonistak
koncentracio-hatas gorbéinek Hill-koefficiense nem kiilonbozott szignifikansan egytdl, a
funkciondlis szelektivitds kvantitativ elemzésére az RA moddszert alkalmaztuk. Ez a
szignalizacios preferencia atfogo elemzését lehetévé tevé modszer néhany ligand szignifikans
mértéki funkcionalis szelektivitasara iranyitotta a figyelmiinket. Annak ellenére, hogy a
vizsgalt ligandok egyike sem mutatott teljes funkcionalis szelektivitast valamelyik vizsgalt
jelpalya iranyaban, néhanyuk (UK14,304, moxonidin, klonidin, guanabenz ¢s fenilefrin) az
endogén agonistahoz viszonyitva lényegesen nagyobb hatékonysaggal aktivalta a B-arresztin
utvonalat, mint a Go; vagy Gogs jelpalyakat. Ezenkiviil a vizsgalt agonistdk mindegyike
szignifikans bias hatassal rendelkezett a [-arresztin transzlokacid iranyaba a receptor
internalizaciéval Osszehasonlitva. Mig a Klonidin a receptor internalizaciohoz képest a G
illetve a Gaygjs szignalizaci6 irant mutatott szignifikans elfogultsagot, addig a fenilefrin esetén
ez a hatas a receptor internalizacid javara toldodott el. Az agonistaik kozel azonos
hatékonysaggal és hataserésséggel gatoltak a cAMP-képzédést és serkentették a [Ca?']i-
felszabadulast, igy a ligandok Gai- és Gagis-aktivalo képessége kozott nem volt kimutathato
funkcionalis szelektivitds. Az RA elemzés végsé soron megerdsitette, hogy az agonistak altal
stabilizalt receptor konformaciok ugyanolyan hatékonyan aktivaltdk a Goi és Goygis
szignalizacios Utvonalakat, igazolva ezaltal el6z0 eredményeinket, miszerint az ayc-AR
szignalizaciojanak Ca2+-iré1nyba terelése nem befolyasolja a receptor farmakologiai sajatsagait
(Kurko és mtsai., 2009).

A kiilonboz6 jelpalyakat jellemzo bias faktorok meghatarozasa azonban mas érdekes
adatokkal is gazdagitotta a ayc-AR-on hato ligandok funkcionalis szelektivitasara vonatkozo
ismereteinket. A NA ¢és fenilefrin Osszehasonlitisa megmutatta, hogy kis szerkezeti
kiilonbségek is okozhatnak utvonal-specikfikus hatasokat. A fenilefrin stimulalt receptornak
11,3-szor, valamint 16,2-szer hatékonyabb volt a p-arresztin transzlokalo képessége mint a
Goj- illetve Gogis-aktivalo képessége. Hasonloan, 3-szor illetve 4,5-szer hatékonyabban
indukalta a receptor internalizaciot, mint ahogyan a CAMP-akkumulaciot gatolta és a [Ca?'];-
felszabadulast serkentette. Ezen eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a katekol
gyliri para-hidroxi csoportjanak hidnya valamint a metil-csoport jelenléte a fenilefrin

szerkezetében a NA-tol eltér6 konformacidés valtozasokat indukal, ami befolyasolja a
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kiilonboz6 effektor fehérjék aktivalt receptorhoz valé kotddését. Hasonld eredményrdl
szamoltak be Evans és munkatarsai (2011) a;a-AR receptorokat kifejezé sejtekben kiilonféle
Utvonalak vizsgalataval (cAMP-, [Ca®*]i- és extracellularis savasodasi rata tesztek).
Kisérleteikben a fenilefrin szintén szignifikans utvonal szelektiv hatassal rendelkezett a NA-
val Osszehasonlitva. Emery és munkatarsai (2012) a glutarsav és a szukcinsav B-arresztin
utvonal iranti teljes szelektivitasat igazoltak mGIUR; receptorokon. E két vegyiilet csupan egy
a-amino csoport hianyaban kiilonbozik az endogén ligand glutamattol és aszpartattol. Woo és
munkatarsai (2009) eredményei ramutattak, hogy a fenoterol sztereoizomérjei eltéré modon
aktivaljak a miokardialis Pp-receptorokon keresztiil a Gas és Ga; fehérjéket. A p-opioid
agonista herkinorin analégok kémiai szerkezetében egyetlen oxigén nitrogénre torténd cseréje
olyan agonistat eredményezett, amely a G-fehérje-fiiggd ttvonalat szelektiven aktivalta,
anélkiil, hogy p-arresztin transzlokdciot vagy receptor internalizaciét indukalt volna
(Tidgewell és mrsai., 2008). Hasonldan, az 5-HT,¢ szerotonin, a D, és D; dopamin vagy a fi-
AR ligandok kismértékii strukturdlis valtoztatdsai akar 100-szoros funkcionalis
szelektivitasbeli kiilonbséget eredményeztek, anélkiil, hogy a receptorhoz vald kotddési
affinitasuk megvaltozott volna (Miller és mtsai., 2000; Gay és mtsai., 2004; Ryman-
Rasmussen és mtsai., 2005; Kim és mtsai., 2008). Ezen eredmények rendkiviili fontossagat az
adja, hogy megmutatjak, hogy a ligandok akar kis szerkezeti kiilonbségeinek eltérd receptor
konformaciot stabilizald hatasa végs6é soron hogyan befolyasolja a jelatviteli valaszokat. A
legtobb esetben azonban elére nem josolhatdo meg az, hogy a kiilonb6z6 szerkezeti
valtozasokhoz milyen mértékii jelatvitel-szelektiv hatasok tarsulnak. Ismertek mar olyan
probalkozasok az irodalomban ahol a funkcionalis szelektivitas jellemzésére hasznalt
modellek altal szolgaltatott adatokra alapozva jeleztek elére olyan kvantitativ szerkezet-hatas
Osszefiiggéseket (QSAR), amelyek végiil a kivant Gitvonalra szelektiv ligandok kifejlesztéséhez
vezettek (Tschammer és mtsai., 2011a; 2011b; Shonberg és mtsai., 2013; Schann és mtsai.,
2014; Szabo és mtsai., 2014 ).

A kiilonb6z06 szignalizacids utvonalak é€lettani jelentéségének megismerése lehetdve
teheti, hogy a kivant jelpalyara torténé optimalizalas utjan elényosebb tulajdonsagokkal
rendelkezé gyogyszereket fejlessziink (Kenakin, 2011; Lutrell, 2014; Rominger és mtsai.,
2014; Wisler és mtsai., 2014). Azonban a legtobb receptor esetén még nem ismert, hogy mely
utvonal(ak) szelektiv befolyasolasa vezethet a jobb terapias hatas eléréséhez a megcélzott
betegség gyogyszeres kezelése soran (Whalen és mtsai., 2011; Lutrell, 2013). Ennek
tisztazasara sokat segithetnek a transzgénikus egértdrzseken végzett in vivo kisérletek. Pl. az

az-AR agonistak fajdalomcsillapitoként torténd széleskorii alkalmazhatosaganak hatart szab a
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kardiovaszkularis és szedativ mellékhatasprofiljuk. Wang és munkatarsai (2004) azonban azt
talaltak, hogy B-arresztin-2 génkilitott egereck sokkal ellenallobbak voltak az opa-AR altal
kozvetitett szedaciora. Ha azonban szpinofilin génkiiitott egereket vizsgaltak, az UK14,304
szedativ hatasa fokozotabb volt (Wang és mtsai., 2004). A szpinofilin a receptor és a GRK2
kapcsolodasanak megakadalyozasaval a -arresztin transzlokaciot is gatolja (Wang és mtsai.,
2004). Lu és munkatarsai (2010) szpinofilin génkiiitott egerekben a klonidin altal kozvetitett
er6sebb szedaciot is igazoltak. Eredményeik azonban arra is ravilagitottak, hogy szpinofilin
-/- egerekben az agonistak opa-AR iranti affinitasa, valamint a receptor G-fehérjékhez vald
kovetkeztetésre jutottak, hogy az axa-AR-Szpinofilin kapcsolodast gatldo peptidomimetikumok
alkalmazaséaval fokozhat6o lenne az opa-AR agonistak irdnti érzékenysége, ¢és ezéltal ezek
kisebb dozisban torténd alkalmazédsaval el lehetne kiiloniteni a fijdalomesillapité vagy
vérnyomascsokkentd terapias hatast a magasabb ddzisban jelentkezo, és feltételezhetden a -
arresztin altal kozvetitett szedativ hatastol (Lu és mtsai., 2010). Ezzel ellentétben Cottingham
¢és munkatarsai (2011) az apa-AR B-arresztin szignalizacios Gtvonal elényds voltat mutattak ki
a dezipramin antidepresszans hatasmechanizmusa mogott. A dezipramin funkcionalis
szelektivitasanak koszonhetden a B-arresztin fiiggd jelatvitelt és receptor internalizaciot annak
ellenére serkentette, hogy a G-fehérje utvonalat nem volt képes aktivalni. 14 napos
dezipramin kezelést kovetden vad tipust egerek kortikalis szinaptoszomaiban az aa-AR 25-
30%-o0s csokkenését tapasztaltak, ami nem volt megfigyelheté P-arresztin-2 génkiiitott
egerekben. A szerzok szerint a neuronok sejtfelszini apa-AR mennyiségének csokkenése
(down regulacioja) az endogén ligand medialta szignalizacio csokkenése révén jarul hozza a

hangulatjavit6 hatas kifejlddéséhez (Cottingham és mtsai., 2011).

6.3. A létrehozott rekombindns sejtvonal alkalmazdsa a hatéoanyag

kutatasban

A gyogyszerkutatds mai gyakorlataban a hatéanyagok kivalasztasanak elsé 1€pésében
tobb szazezer vegyiilet in vitro sziirvizsgalatara keriil sor, melynek soran a célfehérjére
kifejtett hatas erdssége alapjan valasztjak ki, illetve sziikitik tovabb a vizsgaland6 vegyiiletek
korét. Mivel a nativ szovetekben a kiilonféle receptor altipusok tobbnyire keverten és kis
mennyiségben fordulnak eld, az altipus-szelektivitds biztositasa érdekében a vegyiileteket

ismert altipusu receptorokat stabilan kifejez6 rekombinédns sejtvonalakon vizsgaljak.
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mellékhatdsok miatt az aoc-AR altipus szelektiv vegyiiletek fejlesztése tovabbra is kiemelt
jelentOséggel bir a gyogyszeripar szamara (Quaglia és mtsai., 2011). AZ opc-AR szelektiv
agonistak fejlesztésének leginkabb korlatozd tényezéje azonban a nagyfoku aminosav
szekvencia hasonlosag az egyes op-AR altipusok kozott. Ezért kis komplexitasu és
molekulatdomegli fragmensek sziirésével terveztiink olyan Uj taldlatokat azonositani, amelyek
felhasznalasa a  célfehérjénkkel optimalis  koOlcsonhatasok  kialakitasara  képes
gyogyszermolekulak kifejlesztését eredményezheti. Ismert tovabba, hogy a fragmensszerii
kiindulépontok hatékonyabban mintavételezik a kémiai teret a hagyomanyos HTS
kiindulopontoknal, igy a beldliik kiinduld vezérmolekula-optimélés nagyobb kémiai teret ad
az altipus-szelektiv vegytiletek kifejlesztéséhez.

Az opc-AR-on altipus-szelektivitdst mutaté 0j vegyiiletek azonositdsa az altalunk
létrehozott H7 sejtvonalon kidolgozott [Ca?']; fluorometrids modszeren alapuld nagy
ateresztoképességli funkcionalis moddszerrel valt lehetévé. E modszer alkalmazéasaval a
fragmens alapt sziirés soran 3071 vegyiiletb6l 318 talalatot sikeriilt azonositanunk. Ez a ~
10%-os talalati rata, noha a hagyomanyos HTS sziirésnél magasabb, az irodalmi adatokkal
Osszevethetd mértékli (Albert és mtsai., 2007, Congreve és mtsai., 2011, Verheij és mtsai.,
2011). A bioldgiai rendszer érzékenységének variabilitisa miatt a vegyliletek ujramérése
soran az els6dleges talalatoknak a 27%-at sikeriilt megerésiteniink. A megerdsitett talalatok
24%-a mutatott ayc-AR specificitast az sst4 receptorral szemben, ami miatt meglehetésen sok
talalatot ki kellett zartunk. A fragmens alapt szlirések soran nem hagyhato figyelmen kiviil,
hogy a fragmensek szerkezeti sajatsagaikbol addédoan alacsony specificitassal rendelkeznek,
tovabba a magas tesztkoncentracido kovetkeztében a nem-specifikus aktivitds kiszlirésére
hasznalt teszt jelent6sen tulbecsiilheti az aspecificitas mértékét (Barelier és mtsai., 2010;
Verheij és mtsai., 2011). Ennek elkeriilésére olyan teszteket alkalmaznak, amelyek a receptor-
aktivaciot kozvetleniil detektaljak és kevésbé interferalnak a szignalizacids utvonal mas
molekuldival. Emellett olyan célpont-specifikus tesztek is alkalmazhatéak, amelyek a
molekularis hatdsmechanizmusrdl szolgaltatnak informaciot.

Tisztasagvizsgalat és oldhatosag mérés utan a megmaradt 20 talalatbol 16 (80%) a
receptor-kotési €és funkciondlis tesztekben koncentraciofiiggd aktivitdst mutatott. Ezen
talalatok gyogyszerfejlesztési szempontbol igen fontos fizikokémiai paramétereinek elemzése
(LE és LELP) megmutatta, hogy a fragmens alapu megkdzelitéssel sikeriilt hatékony,
gyogyszerkémiai szempontbdl értékes talalatokat azonositanunk (Sz6/l6si és mtsai., kozlésre

benyujtva). Talalataink szerkezeti elemzése azt is megerdsitette, hogy annak ellenére, hogy a
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fragmensek kisebb affinitassal kotddnek a vizsgalni kivant célfehérjéhez (Hann és mtsai.,
2001), a fragmens-konyvtarak hatékonyabban mintavételezik a kémia teret a hagyomanyos
HTS konyvtaraknal. A ChEMBL adatbazisban fellelhetd, hasonlo struktaraju vegyiiletekkel
Osszehasonlitva az altalunk azonositott talalatokat, azt tapasztaltuk, hogy csak egyetlen olyan
fragmenst azonositottunk, amely mar ismert, az imodazolin strukturkorbe tartozd a-AR
agonista volt. Egy masik talalatunk dopaminerg ligandként mar ismeretes volt, melynek
azonban az o-adrenoreceptorokon Kkifejtett hatasat eddig nem kozolték az irodalomban
(Szdllbsi és mtsai., kozlésre benyujtva). A tobbi talalat j volt, csak kismértékii szerkezeti
hasonlosagot mutatott néhany ismert apc-AR agonistaval. A talalatok potencialis
vezérmolekulakka torténé optimalizaciojahoz Stoddart ¢és munkatarsai (2012) altal
alkalmazott modszerhez hasonldan feltérképeztiik a fragmensek kémiai kornyezetét. Ehhez a
Richter Gedeon NyRt. vegyiilettarat hasznaltuk fel. Ez a megkozelités olyan szerkezeti
analogokat is eredményezett, amelyek az eredeti talalatoknal jobb affinitassal rendelkeztek,
azonban funkcionalis aktivitasukat tekintve antagonista hatasuak voltak. Mivel az Gsszes,
altalunk alkalmazott funkcionalis tesztben ([Ca®']i, CAMP, PB-arresztin és receptor
internalizacid) hasonld hatékonysaggal gatoltdk az ayc-AR jelatviteli mechanizmusait,
funkcionalis szelektivitdssal sem rendelkeztek. Eredményeinkhez hasonld megfigyeléseket
irtak le a Shering-Plough kutatéi egy 2010-ben benyujtott szabadalomban. o,c-AR agonistak
fejlesztésére iranyuld erdfeszitéseik sordn egy ciklopropil-kromén vazas agonista
szerkezetének kismértékli megvaltoztatdsa hatékony antagonista ligandot eredményezett
(Quaglia és mtsai., 2011). A tovabbi, a kémiai kornyezet feltérképezéséhez kotott optimalasi
erdfeszitéseinknek a vegyiilettarunkban fellelheté szerkezeti analdogok szama hatart szabott,
igy nem sikeriilt olyan 0j gyogyszerjelolt kismolekulat talalnunk, amely az ayc-AR-o0n
agonista hatassal rendelkezik. Mindazonaltal eredményeink ravilagitottak az egyes
struktarkoroket jellemz6 agonista és antagonista aktivitasu ayc-AR ligandok magas szerkezeti

hasonlosagara.

6.4. Eredményeink osszefoglaldasa

A kutatéasi program soran nyert fontosabb eredményeink az aldbbiakban foglalhatok ossze:

1. A gyogyszerkutatas jelenlegi fejloddési irdnyait szem eldtt tartva, munkank soran az
azc-AR aktivaciojat kiséré négy jelatviteli rendszer in vitro farmakologiai

tulajdonsagait vizsgaltuk. Ennek érdekében, olyan vizsgalati modszereket dolgoztunk
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ki, amelyek segitségével jellemeztik az axc-AR ligandkotd képességét, valamint a
kiilonboz6 ligandokkal torténd aktivacio soran a receptor altal kivaltott cAMP és
[Ca?*]; valaszokat, a B-arresztin-2 transzlok4cidjat, és a receptor internalizaciojat.

2. Noha az ayc-AR elsddlegesen Go; kapcsolt, azaz aktivacidja a cAMP szintet
csokkenti, egy, a receptort és a kiméra Gagis fehérjét stabilan koexpresszalo sejtvonal
(H7) 1étrehozasaval megallapitottuk, hogy az axc-AR altal aktivalt jelatviteli utvonal a
kiméra G-fehérjék révén a kalcium szignalizaci6 iranyaba terelhetd.

3. Megmutattuk, hogy a Guoij-szignalizacié Gog irdnyba ,terelése” nem befolyasolja a
receptor farmakoldgia tulajdonségait, igy ezaltal megerdsitettiik, hogy a 1étrehozott H7
sejtvonal és a [Ca®']; valtozésait detektalé fluorometrias modszer jol alkalmazhat6 a
hatdanyag-kutatasban.

4. Megallapitottuk, hogy egyes ligandok kiilonb6z6 mértékben aktivaljak az ayc-AR G-
fehérje-fliggd és G-fehérje-fiiggetlen szignalizacids utvonalait. EQy analitikai modszer
alkalmazéséaval kvantifikaltuk ezen ligandok funkcionalis szelektivitdisdnak mértékét,
¢s ezaltal objektiv modon igazoltuk néhany agonista jelatvitel-szelektiv hatasat. Ezzel
a modszerrel azt is megallapitottuk, hogy a vizsgalt opc-AR ligandok kismértékii
szerkezeti kiilonbségei is okozhatnak utvonal-specifikus hatasokat.

5. A receptor internalizacio Kinetikajat vizsgalva megmutattuk, hogy az imidazolin
szarmazékok szignifikdnsan gyorsabb internalizacidt indukéalnak, mint az endogén
agonista NA. Szintén érdekes megfigyelés volt, hogy a gyors internalizacios
kinetikaval jellemzett agonistdk B-arresztin utvonal szelektivitdsa is kifejezettebb volt
az endogén ligandhoz képest.

6. Az axc-AR receptorra szelektiv 0j vegyiiletek azonositasahoz egy szerkezetileg nagy
diverzitast mutato fragmenseket tartalmazo konyvtarat teszteltiink. Az igy azonositott
hatékony talalatok, illetve a kémiai kornyezetiik feltérképezése soran kivalasztott
szerkezeti analdgjaik vizsgalataval megallapitottuk, hogy kis szerkezeti kiilonbségek
drasztikus moédon befolyasoljdk ezen ligandok funkcionalis aktivitasat. Igy
eredményeink ravilagitottak az egyes strukturkoroket jellemzd agonista és antagonista

aktivitast opc-AR ligandok magas szerkezeti hasonlosagara.

Osszességében, a kiilonbozé funkcionalis tesztek altal szolgéltatott eredményeink 1j
felismerésekkel gazdagitottdk a opc-AR mikodésérdl alkotott képilinket, amelyek a
kozeljovében hozzajarulhatnak az utvonal-specifikus ligandok, és ezéltal a kedvezébb

terapias profillal rendelkez6 gyogyszerek kifejlesztéséhez.
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7. Koszonetnyilvanitasok

Mindenekeldtt szeretném megkdszonni témavezetdomnek, Dr. Nagy Jozsefnek
munkam soran nyujtott Onzetlen tAmogatasat, tiirelmét, szakmai tanacsait, a publikaciok és az
értekezés elkészitésekor nyujtott potolhatatlan segitségét.

Halas koszonettel tartozom Dr. Kolok Sandornak, aki még szakdolgoz6 koromban
bevezetett a citoplazmatikus kalcium mérés rejtelmeibe és az elmult 10 év soran is végig
figyelemmel kisérte munkamat. Megszamlalhatatlanul sok tandcsot ¢és Otletet adott a
kisérleteim kivitelezéséhez, azok kritikus értékeléséhez, valamint a publikaciok és a
disszertacio elkészitéséhez is. K6szondm neki tovabba az inspirdld szakmai beszélgetéseket,
amelyek az elmult években jelentds mértékben jarultak hozza a gydgyszerkutatassal és a
funkcionalis tesztek lelkivilagaval kapcsolatos ismereteim bovitéséhez.

EzGton szeretnék koszonetet mondani a Felfedez6 Kémiai Kutatélaboratorium
munkatarsainak, Kiss Laszlonak, Dr. Sz6116ssi Editnek és osztalyvezetdjének, Dr. Visegrady
Andrésnak, akikkel zokkenémentes egyiittmiikodésben sikeriilt optimalizalni a [Ca®"]; tesztet
a nagy atereszt6képességli fragmens alapi sziiréshez, amelynek megvalositisa a
laboratériumuk érdeme.

Koszonet illeti Dr. Boros Andrast az aramlési citometrids mérések soran nyujtott
segitségéért. A PCR mérések soran nyujtott segitségéért Dezsé Péternek mondok kdszonetet.
A receptorkotési adatok Gere Anikd és Bobok Amrita munkdjat dicsérik.

Koszonettel tartozom munkahelyi vezetdmnek, Dr. Kapui Zoltannak, hogy
tamogatasaval lehetové tette doktori munkam befejezését és e dolgozat l1étrejottét.

Nagyon koszonom Dr. Lendvai Balazsnak, a Farmakologiai és Gyogyszerbiztonsagi
Kutatasi FOosztaly féosztalyvezetdjének, a publikaciok és az értekezés kritikus atolvasasa
soran nyujtott szakmai észrevételeit, tanacsait és hozzajarulasat a munka anyagi feltételeinek
megteremtéséhez.

Kutatasi eredményeim jo része nem sziilethetett volna meg a technikus kollégandim,
koztiik is els6sorban kozvetlen munkatarsaim megbizhato és kivald munkdja, és az altaluk
megteremett baratsagos, biztatd laboratériumi légkor nélkiil. Halas koszonet illeti ezért
Kovacsné Sz¢ll Erikat, Bondarné Garai Angélat, Fejesné Unghy Piroskat, Borokné Emiliat,
Hortobagyiné Laczkd Andreat, és bioldogus kollégandimet: Szalai Krisztina Katalint, Krizsan
Agnest és Bekes Zsofiat.

Végiil, de nem utolsosorban kdszondm Kedvesemnek, Gulcsik Attilanak, tAmogatd

szeretetét és az elmult idoszak soran tanusitott hallatlan tiirelmét.
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10. Osszefoglalas

Noha a gyogyaszatban, szamos indikacioban régota hasznalnak az ap-
adrenoreceptorok (az-AR) miikodését befolyasolo vegyiileteket, ezek kedvezdtlen mellékhatas
profilja gatat szab széleskorii alkalmazhatoésaguknak. A harom oy-AR altipus (02a-AR, ogs-
AR ¢és apc-AR) altal kozvetitett biologiai hatasok kiilonbozéségét alatamasztdo megfigyelések
révén az utobbi években megindult az altipus-szelektiv a,-AR vegyiiletek kutatdsa. A
kozelmult kutatasi eredményei azonban arra is ravilagitottak, hogy eddig kizarolag a
kiilonféle ay-AR altipusoknak tulajdonitott hatas-mellékhatas tulajdonsagok pontosabb
megértésé¢hez elengedhetetlen a receptorok jelatviteli utvonalainak részletes feltérképezése, a
kiilonboz6 szignalizacios utvonalak funkcionalis kiilonbségeinek megismerése.

A gyogyszerkutatas jelenlegi fejlodési iranyait szem eldtt tartva munkam soran az opc-
AR aktivacigjat kisér6 kiilonbozo jelatviteli rendszerek in vitro farmakologiai tulajdonsagait
vizsgaltam. A beallitott, cAMP és [Ca®"]; vélaszokat, p-arresztin-2 transzlokaciot, valamint
receptor internalizacidt detektdld moddszerek alkalmasnak bizonyultak szerkezetileg
kiilonb6z6 agonistak €s antagonistak farmakoldgiai jellemzésére. Eredményeink szerint egyes
vegyitiletek jelatvitel-szelektiv hatassal rendelkeztek, azaz kiilonb6z6 mértékben aktivaltak az
a2c-AR G-fehérje-fiiggd és G-fehérje-fliggetlen szignalizacios Gtvonalait. A relativ aktivitas
(RA) modszer alkalmazasaval objektiv modon kvantifikaltuk e vegyliletek funkcionalis
szelektivitasat (bias faktor), és megallapitottuk, hogy a vizsgalt vegyiiletek Kismértékii
szerkezeti kiilonbségei is okozhatnak Gtvonal-specifikus hatasokat.

Az apc-AR receptorra szelektiv 0j vegyliletek azonositasahoz létrehoztunk egy
rekombinans human apc-AR-t expresszald heteroldg sejtes modellrendszert, €s az alkalmazott
funkcionalis tesztek kozil a leginkabb koltséghatékony [Ca®']i modszert oly modon
optimalizaltuk, hogy nagy ateresztéképességii szlirévizsgalatok soran is relevans informaciot
szolgaltasson a potencidlisan 1) szerkezetli agonistak funkcionalis aktivitasarol. Egy nagy
diverzitasu, fragmens alapu vegyliletkonyvtar szlrésével hatékony fragmens-talalatokat
sikeriilt azonositanunk, amelyek kémiai kornyezetének feltérképezése soran kivalasztott
szerkezeti analogok vizsgalataval megallapitottuk, hogy kis szerkezeti kiilonbségek drasztikus
modon befolyasolhatjak az opc-AR-on haté ligandok funkcionalis aktivitasat.

Osszességében, a kiilonbozé funkcionalis tesztek altal szolgaltatott eredményeink 0;
felismerésekkel gazdagitottdk a opc-AR  miikodésérdl alkotott képiinket, amelyek a
kozeljovoben hozzajarulhatnak az altipus- ¢€s utvonal-szelektiv ligandok, és ezéltal a

kedvezG6bb terapias profillal rendelkez6 gyogyszerek kifejlesztéséhez.
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11. Summary

Although drugs acting at the ap-adrenoreceptors (o2-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 a,-AR subtypes (c2a-AR,
aze-AR and ayc-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 axc-AR to modulate distinct signalling pathways. Four
assays were established, namely cAMP accumulation, Ca®*-release, p-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 o,c-AR, we have generated a
recombinant cell line stably expressing the human o,c-AR and we have established a robust
and reliable fluorometry based [Ca®']; 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 a,c-AR.

In summary, our results obtained with different functional assays have broadened our
understanding on ayc-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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