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1.  ABSTRACT 

 

Αδενοσινε ισ ρελεασεδ ιντο τηε εξτραχελλυλαρ σπαχε φροµ νερϖε τερµιναλσ ανδ χελλσ 

συβϕεχτεδ το ισχηεµιχ στρεσσ. Τηισ νυχλεοσιδε µοδυλατεσ α πλετηορα οφ χελλυλαρ φυνχτιονσ 

ϖια οχχυπανχψ οφ σπεχιφιχ ρεχεπτορσ. Αδενοσινε ισ αλσο αν ιµπορταντ ενδογενουσ ρεγυλατορ 

οφ µαχροπηαγε φυνχτιον, ασ ιτ συππρεσσεσ τηε προδυχτιον οφ α νυµβερ οφ προινφλαµµατορψ 

χψτοκινεσ συχη ασ τυµορ νεχροσισ φαχτορ (ΤΝΦ)−!, ιντερλευκιν (ΙΛ)−12, µαχροπηαγε 

ινφλαµµατορψ προτειν (ΜΙΠ)−1! βψ τηεσε χελλσ. Ον τηε οτηερ ηανδ, αδενοσινε ινχρεασεσ τηε 

ρελεασε οφ τηε αντι−ινφλαµµατορψ χψτοκινε ΙΛ−10 ιν βαχτεριαλ λιποπολψσαχχηαριδε (ΛΠΣ) 

στιµυλατεδ µαχροπηαγεσ. Ηοωεϖερ, τηε µεχηανισµσ οφ τηεσε αντι−ινφλαµµατορψ εφφεχτσ 

ηαϖε νοτ βεεν ωελλ χηαραχτεριζεδ. Φιρστ, ωε ηψποτηεσιζεδ τηατ αδενοσινε µαψ εξερτ σοµε 

οφ ιτσ αντι−ινφλαµµατορψ εφφεχτσ βψ δεχρεασινγ αχτιϖατιον οφ τηε τρανσχριπτιον φαχτορ 

νυχλεαρ φαχτορ ∀Β (ΝΦ−∀Β), βεχαυσε γενε εξπρεσσιον οφ µοστ οφ τηε προινφλαµµατορψ 

χψτοκινεσ ινηιβιτεδ βψ αδενοσινε ισ δεπενδεντ ον ΝΦ−∀Β αχτιϖατιον. Υσινγ ΛΠΣ−

στιµυλατεδ ΡΑΩ 264.7 µαχροπηαγεσ, ωε φουνδ τηατ αδενοσινε ασ ωελλ ασ αδενοσινε 

ρεχεπτορ αγονιστσ δεχρεασεδ τηε προδυχτιον οφ ΤΝΦ−!, α τψπιχαλ ΝΦ−∀Β−ρεγυλατεδ 

χψτοκινε. Τηισ εφφεχτ οφ αδενοσινε ωασ νοτ δυε το αν αχτιον ον τηε προχεσσ οφ ΤΝΦ−! 

ρελεασε, ασ αδενοσινε συππρεσσεδ αλσο τηε ιντραχελλυλαρ λεϖελσ οφ ΤΝΦ−!. Ηοωεϖερ, χ∆ΝΑ 

µιχροαρραψ αναλψσισ ρεϖεαλεδ τηατ µΡΝΑ λεϖελσ οφ νειτηερ ΤΝΦ−! νορ οτηερ χψτοκινεσ 

ωερε αλτερεδ βψ αδενοσινε ιν ειτηερ ΛΠΣ−αχτιϖατεδ ορ θυιεσχεντ µαχροπηαγεσ. Ιν αδδιτιον, 

αλτηουγη ΛΠΣ ινδυχεδ εξπρεσσιον οφ α νυµβερ οφ οτηερ, νον−χψτοκινε γενεσ, ινχλυδινγ τηε 

αδενοσινε Α2β ρεχεπτορ, αδενοσινε διδ νοτ αφφεχτ τηε εξπρεσσιον οφ τηεσε γενεσ. 

Φυρτηερµορε, αδενοσινε ασ ωελλ ασ αδενοσινε ρεχεπτορ αγονιστσ φαιλεδ το δεχρεασε ΛΠΣ−

ινδυχεδ ΝΦ−∀Β ∆ΝΑ βινδινγ, ΝΦ−∀Β προµοτερ αχτιϖιτψ, π65 νυχλεαρ τρανσλοχατιον ανδ 

ινηιβιτορψ ∀Β (Ι∀Β) δεγραδατιον. 

Ωε αλσο ηψποτηεσιζεδ τηατ αδενοσινε ωουλδ αχτιϖατε χψχλιχ αδενοσινε 5�−

µονοπηοσπηατε (χΑΜΠ) ρεσπονσε ελεµεντ βινδινγ προτειν (ΧΡΕΒ) ιν µαχροπηαγεσ σινχε 

αδενοσινε ρεχεπτορ στιµυλατιον ηασ βεεν ασσοχιατεδ ωιτη αχτιϖατιον οφ τηε χΑΜΠ�προτειν 

κινασε Α σψστεµ ασ ωελλ ασ οφ π38 µιτογεν−αχτιϖατεδ προτειν κινασε (ΜΑΠΚ) ανδ π42/44 

ΜΑΠΚ, αλλ οφ ωηιχη χαν αχτιϖατε τηε ΧΡΕΒ τρανσχριπτιον φαχτορ σψστεµ. Υτιλιζινγ ΡΑΩ 
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264.7 µαχροπηαγεσ, ωε φουνδ τηατ εξτραχελλυλαρ αδενοσινε ενηανχεδ ΧΡΕΒ 

τρανσχριπτιοναλ αχτιϖιτψ ανδ ινχρεασεδ πηοσπηορψλατιον οφ νυχλεαρ ΧΡΕΒ.  Ον τηε οτηερ 

ηανδ, αδενοσινε φαιλεδ το αλτερ ΧΡΕΒ ∆ΝΑ βινδινγ. Αδενοσινε στιµυλατεδ βοτη π38 ανδ 

π42/44 ΜΑΠΚ αχτιϖατιον. Τηε π38 ΜΑΠΚ πατηωαψ ινηιβιτορ ΣΒ203580 βυτ νοτ τηε 

π42/44 ΜΑΠΚ πατηωαψ βλοχκερ Π∆98059 δεχρεασεδ αδενοσινε−ινδυχεδ ΧΡΕΒ αχτιϖατιον 

ινδιχατινγ τηατ π38 ΜΑΠΚ βυτ νοτ π42/44 ΜΑΠΚ ισ αν υπστρεαµ µεδιατορ οφ ΧΡΕΒ 

αχτιϖατιον. Τηυσ, σοµε οφ τηε ιµµυνοµοδυλατορψ εφφεχτσ οφ αδενοσινε ιν µαχροπηαγεσ 

µαψ βε εξπλαινεδ βψ ιτσ αυγµεντινγ εφφεχτ ον ΧΡΕΒ αχτιϖατιον. 

Τακεν τογετηερ, ουρ ρεσυλτσ συγγεστ τηατ τηε αντι−ινφλαµµατορψ εφφεχτσ οφ αδενοσινε 

αρε ινδεπενδεντ οφ ΝΦ−∀Β βυτ σοµε οφ τηε ιµµυνοµοδυλατορψ εφφεχτσ ιν µαχροπηαγεσ 

µαψ βε εξπλαινεδ βψ ιτσ αυγµεντινγ εφφεχτ ον ΧΡΕΒ αχτιϖατιον. 
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2.  ABBREVIATIONS 

 

ATP   αδενοσινε 5�−τριπηοσπηατε 

AMP   αδενοσινε 5�−µονοπηοσπηατε 

cAMP   χψχλιχ αδενοσινε 5�−µονοπηοσπηατε 

CCPA   2−χηλορο−N
6
−χψχλοπεντψλαδενοσινε 

CGS-21680  2−π−(2−χαρβοξψετηψλ) πηενετηψλαµινο−5�−N−ετηψλ−

χαρβοξαµιδοαδενοσινε 

CHA    N
6
−χψχλοηεξψλαδενοσινε  

CPA    N
6
−χψχλοπεντψλαδενοσινε 

CSC   8−(3−χηλοροστψρψ)χαφφεινε 

2Cl-IB-MECA 2−χηλορο− Ν6−(3−ιοδοβενζψλ)−αδενοσινε−5∋−Ν−µετηψλυροναµιδε 

CREB   χΑΜΠ ρεσπονσιϖε ελεµεντ βινδινγ προτειν 

DPCPX  8−χψχλοπεντψλ−1,3−διπροπψλξαντηινε 

DMSO  διµετηψλσυπηοξιδε 

DNA   δεοξψριβονυχλειχ αχιδ 

ELISA  ενζψµε−λινκεδ ιµµυνοσορβεντ ασσαψ 

EMSA   ελεχτροµοβιλιτψ σηιφτ ασσαψ 

I B    ινηιβιτορψ ∀Β 

IB-MECA   Ν6−(3−ιοδοβενζψλ)−αδενοσινε−5∋−Ν−µετηψλυροναµιδε 

IL   ιντερλευκιν 

LPS    βαχτεριαλ λιποπολψσαχχηαριδε 

MAPK  µιτογεν−αχτιϖατεδ προτειν κινασε 

MIP    µαχροπηαγε ινφλαµµατορψ προτειν 

MRS-1220 (9−χηλορο−2−(2−φυρανψλ)−5−[(πηενψλαχετψλ)αµινο]−(1,2,4)−

τριαζολο(1,5−χ)θυιναζολινε 

MTT 3−(4,5−διµετηψλ−2−τηιαζολψλ)−2,5−διπηενψλ−2Η−τετραζολιυµ βροµιδε 

mRNA  µεσσενγερ ριβονυχλειχ αχιδ 

NECA    5∋−Ν−ετηψλχαρβοξαµιδοαδενοσινε 

NF    νυχλεαρ φαχτορ 
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NO   νιτριχ οξιδε 

PACPX  1,3−διπροπψλ−8−(2−αµινο−4−χηλοροπηενψλ)−ξαντηινε 

PCR   πολψµερασε χηαιν ρεαχτιον 

RIPA    ραδιοιµµυνοπρεχιπιτατιον 

RNA   ριβονυχλειχ αχιδ 

R-PIA    N
6
−πηενψλισοπροπψλαδενοσινε 

RT   ρεϖερσε τρανσχριπτιον 

TNF    τυµορ νεχροσισ φαχτορ 

VEGF   ϖασχυλαρ ενδοτηελιαλ γροωτη φαχτορ 

ZM241385 4−[2−(7−αµινο−2−(2−φυρψλ−(1,2,4)−τριαζολο(2,3−α)(1,3,5)τριαζιν−5−

ψλαµινο)ετηψλ]πηενολ 
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3.  INTRODUCTION 

 
3. 1. Adenosine: an endogenous nucleoside with multiple functions   

Αδενοσινε ισ αν ενδογενουσ πυρινε νυχλεοσιδε ωηιχη φολλοωινγ ιτσ ρελεασε φροµ 

χελλσ ορ αφτερ βεινγ φορµεδ εξτραχελλυλαρλψ τραϖελσ το τηε χελλ µεµβρανε οφ συρρουνδινγ 

χελλσ ωηερε ιτ βινδσ σπεχιφιχ χελλ συρφαχε στρυχτυρεσ τηατ ρεχογνιζε ιτ, τερµεδ αδενοσινε 

ρεχεπτορσ (Ραλεϖιχ ανδ Βυρνστοχκ 1998; Φρεδηολµ ετ αλ. 2001). Τηε χονχεπτ οφ αδενοσινε 

ασ αν εξτραχελλυλαρ σιγναλινγ µολεχυλε ωασ εσταβλισηεδ φολλοωινγ τηε σεµιναλ στυδψ οφ 

Σζεντγψργψι ανδ ηισ χολλεαγυε δεµονστρατινγ τηατ αδενοσινε εξτραχτεδ φροµ ηεαρτ 

µυσχλε, ηασ προνουνχεδ βιολογιχαλ εφφεχτσ, ινχλυδινγ ηεαρτ βλοχκ ανδ αρτεριαλ διλατατιον 

(∆ρυρψ ανδ Σζεντγψργψι, 1929). Σινχε εξτραχελλυλαρ αδενοσινε φορµατιον ωασ λατερ σηοων 

το οχχυρ ιν τηε ηψποξιχ ανδ ισχηεµιχ ηεαρτ, τηε ηψποτηεσισ ωασ προποσεδ τηατ αδενοσινε 

σερϖεδ α προτεχτιϖε φυνχτιον ιν τηε ηεαρτ αγαινστ τηε χονσεθυενχεσ οφ µεταβολιχαλλψ 

δετριµενταλ σιτυατιονσ βοτη βψ δεχρεασινγ τηε µεταβολιχ δεµανδσ οφ τηε µψοχαρδιυµ ανδ 

βψ ινχρεασινγ χοροναρψ βλοοδ φλοω (Ραλεϖιχ ανδ Βυρνστοχκ, 1998). Συβσεθυεντλψ, 

εϖιδενχε ωασ οβταινεδ φορ σιµιλαρ προτεχτιϖε αχτιονσ φορ εξτραχελλυλαρ αδενοσινε ιν οτηερ 

χελλυλαρ ανδ οργαν σψστεµσ, ινχλυδινγ τηε βραιν, κιδνεψ, σκελεταλ µυσχλε, ανδ αδιποσε 

τισσυε. Βασεδ ον τηισ εϖιδενχε α υνιφψινγ ηψποτηεσισ φορ αδενοσινε αχτιον ωασ φορµυλατεδ 

βψ Νεωβψ ανδ τηε τερµ �ρεταλιατορψ µεταβολιτε� ωασ χοινεδ το δεσχριβε αδενοσινε�σ 

προτεχτιϖε φυνχτιον (Νεωβψ, 1984).  Τηισ ηψποτηεσισ στατεσ τηατ αδενοσινε ρελεασεδ ιν 

ρεσπονσε το α ωιδε ρανγε οφ στρεσσφυλ ινϕυριουσ στιµυλι, παρτιχιπατεσ ιν αν αυτορεγυλατορψ 

λοοπ, τηε φυνχτιον οφ ωηιχη ισ το προτεχτ οργανσ φροµ ινϕυρψ φολλοωινγ τηε ινιτιατινγ 

στρεσσφυλ στιµυλι.  

 

3. 2. Protective effects of adenosine on organ functions via two different mechanisms 

Αδενοσινε εξερτσ ιτσ προτεχτιϖε εφφεχτσ ϖια βασιχαλλψ τωο διφφερεντ µεχηανισµσ.  

Φιρστλψ, αδενοσινε δεχρεασεσ τηε ενεργψ δεµανδ οφ τηε τισσυε ϖια α διρεχτ 

ινηιβιτορψ εφφεχτ ον παρενχηιµαλ χελλ φυνχτιον, εξεµπλιφιεδ βψ τηε νεγατιϖε ινοτροπιχ 

εφφεχτ οφ αδενοσινε ον τηε ηεαρτ µυσχλε ορ τηε αττενυατιον οφ νευροναλ φιρινγ ανδ 

νευροτρανσµισσιον ιν τηε χεντραλ νερϖουσ σψστεµ.  
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Σεχονδλψ, αδενοσινε ινδιρεχτλψ προτεχτσ τηε τισσυε βψ προϖιδινγ α µορε φαϖοραβλε 

ενϖιρονµεντ φορ παρενχηιµαλ χελλσ, φορ ωηιχη τηε βεστ εξαµπλε ισ τηατ αδενοσινε 

αυγµεντσ νυτριεντ αϖαιλαβιλιτψ βψ ινδυχινγ ϖασοδιλατιον. Μορε ρεχεντ εϖιδενχε ινδιχατεσ 

τηατ αδενοσινε ηελπσ το µαινταιν τισσυε ιντεγριτψ φολλοωινγ ηαρµφυλ ινσυλτσ βψ ανοτηερ 

µαϕορ ινδιρεχτ ρουτε ανδ τηατ ισ τηρουγη τηε µοδυλατιον οφ ιµµυνε σψστεµ φυνχτιον.  

Ηοωεϖερ τηε ιµµυνε ρεσπονσε το τισσυε ινϕυρψ πλαψσ αν εσσεντιαλ ρολε ιν 

πρεσερϖινγ τισσυε ηοµεοστατισ, αν υνχοντρολλεδ ιµµυνε αχτιϖατιον χαν ινφλιχτ φυρτηερ 

δαµαγε ον τηε αφφεχτεδ τισσυεσ. Ιτ αππεαρσ τηατ τηε ρελεασε οφ αδενοσινε φολλοωεδ βψ ιτσ 

βινδινγ το αδενοσινε ρεχεπτορσ ον ιµµυνε χελλσ ρεπρεσεντσ α ποτεντ ενδογενουσ 

ιµµυνοσυππρεσσιϖε πατηωαψ τηατ χαν πρεϖεντ τηισ δελετεριουσ εξυβερανχε οφ τηε ιµµυνε 

ρεσπονσε το ηαρµφυλ εξτερναλ ινσυλτσ.  

Αλτηουγη αδενοσινε ισ χονστιτυτιϖελψ πρεσεντ ιν τηε εξτραχελλυλαρ σπαχε ατ λοω 

χονχεντρατιονσ, νευρολογιχ ορ µεταβολιχ στρεσσφυλ χονδιτιονσ δραµατιχαλλψ ινχρεασε ιτσ 

εξτραχελλυλαρ λεϖελσ βοτη βψ στιµυλατινγ ιτσ φορµατιον ανδ βψ µαινταινινγ ιτσ 

βιοαϖαιλαβιλιτψ ϖια βλοχκαδε οφ ιτσ χελλυλαρ υπτακε ανδ δεγραδατιον. Τηε πρεδοµιναντ 

σουρχε οφ εξτραχελλυλαρ αδενοσινε δυρινγ σψστεµιχ αχτιϖατιον οφ τηε στρεσσ σψστεµ ισ τηε 

σψµπατηετιχ νερϖουσ σψστεµ. Σπερλ〈γη ανδ ηερ χοωορκερσ ρεχεντλψ δεµονστρατεδ τηατ 

στιµυλατιον οφ σψµπατηετιχ νερϖε τερµιναλσ ιν ιµµυνε οργανσ ρεσυλτεδ ιν τηε ρελεασε οφ 

νοτ ονλψ τηε χλασσιχαλ νευροτρανσµιττερ νορεπινεπηρινε βυτ αλσο οφ αδενοσινε (Σπερλ〈γη ετ 

αλ., 2000).  

Φυρτηερµορε, ιµµυνε οργανσ συβϕεχτεδ το µεταβολιχ στρεσσ ρεπρεσεντεδ βψ ηψποξια 

ορ ισχηεµια ρελεασε αδενοσινε οριγινατινγ φροµ τηε ιµµυνε χελλσ τηεµσελϖεσ βυτ νοτ 

νερϖε τερµιναλσ (Σπερλ〈γη ετ αλ., 2000). Φιναλλψ, σπεχιφιχ ινφλαµµατορψ στιµυλι, συχη ασ 

βαχτεριαλ προδυχτσ αρε αλσο χαπαβλε οφ τριγγερινγ αδενοσινε ρελεασε φροµ ιµµυνε χελλσ 

(Σπερλ〈γη ετ αλ., 1998; Βοδιν ανδ Βυρνστοχκ, 1998). Τηεσε ιν ϖιτρο δατα αρε ιν λινε ωιτη ιν 

ϖιϖο εϖιδενχε δεµονστρατινγ α δραµατιχ ινχρεασε ιν εξτραχελλυλαρ αδενοσινε λεϖελσ υνδερ 

χονδιτιονσ ασσοχιατεδ ωιτη νευρολογιχ ανδ µεταβολιχ στρεσσ (ϑαβσ ατ αλ., 1998; Σχηµιδτ ετ 

αλ., 1995; Μαρτιν ετ αλ., 2000).  

Φορ εξαµπλε, α ρεχεντ στυδψ βψ Μαρτιν ανδ ηισ χοωορκερσ ηασ δοχυµεντεδ τηατ 

σψστεµιχ αδενοσινε λεϖελσ ρεαχη 4 το 10 #Μ ιν πατιεντσ ωιτη σεπσισ, α χονδιτιον ασσοχιατεδ 

ωιτη βοτη νευρολογιχ ανδ µεταβολιχ στρεσσ, ωηερεασ αδενοσινε χονχεντρατιονσ ιν ηεαλτηψ 
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ινδιϖιδυαλσ αρε βελοω 1 #Μ (Μαρτιν ετ αλ., 2000). Τηισ διστινχτιον βεχοµεσ ιµπορταντ ιν 

λιγητ οφ τηε ρεχεντ φινδινγσ τηατ µαχροπηαγε φυνχτιον ισ νοτ αφφεχτεδ ατ αδενοσινε λεϖελσ οφ 

1 #Μ, ηοωεϖερ, ! 10 #Μ αδενοσινε ηασ στρονγ ιµµυνοσυππρεσσιϖε εφφεχτσ (Ηασκ⌠ ετ αλ., 

1996; Ηασκ⌠ ετ αλ., 2000). Φιναλλψ, αλτηουγη τηε αβοϖε στυδιεσ διδ νοτ αδδρεσσ τηε θυεστιον 

οφ ιντραοργαν αδενοσινε λεϖελσ, ιτ ηασ βεεν δεµονστρατεδ τηατ αδενοσινε χονχεντρατιονσ 

χαν ρεαχη ασ ηιγη ασ 100 #Μ ιν ινφλαµµατορψ φοχι (Χρονστειν, 1994).    

 

3. 3. Subtypes of adenosine receptors 

Αδενοσινε ρεχεπτορσ ηαϖε βεεν συβδιϖιδεδ αχχορδινγ το µολεχυλαρ, βιοχηεµιχαλ, 

ανδ πηαρµαχολογιχαλ εϖιδενχε ιντο φουρ συβτψπεσ. Τηεσε αρε Α1, Α2α, Α2β, ανδ Α3 

ρεχεπτορσ (Ραλεϖιχ ανδ Βυρνστοχκ, 1998). Ωηιλε Α1 ανδ Α3 ρεχεπτορσ αρε λινκεδ το Γι/ο 

ανδ ινηιβιτ αδενψλατε χψχλασε, Α2Α ανδ Α2β ρεχεπτορσ αρε χουπλεδ το Γσ προτεινσ ανδ 

ινχρεασε αδενψλατε χψχλασε αχτιϖιτψ ανδ ιντραχελλυλαρ χΑΜΠ λεϖελσ. Τηεσε ρεχεπτορσ αλσο 

σιγναλ τηρουγη µεµβερσ οφ τηε µιτογεν αχτιϖατεδ προτειν κινασε φαµιλψ, συχη ασ π38 

ΜΑΠΚ, π42/π44 ΜΑΠΚ (ΕΡΚ 1/2), ανδ χ−ϕυν τερµιναλ κινασε, ασ ωελλ ασ ϖαριουσ 

πηοσπηολιπασεσ, προτειν πηοσπηατασεσ, ιον χηαννελσ, ανδ εϖεν σµαλλ Γ προτεινσ συχη ασ 

Ρασ ανδ Ρηο (Ταβλε 1). 

 

3. 4. Immune cells express adenosine receptors  

Αλτηουγη µοστ ιµµυνε χελλ τψπεσ αρε ρεσπονσιϖε το τηε ρεγυλατορψ εφφεχτσ οφ 

εξτραχελλυλαρ αδενοσινε, µονοχψτεσ/µαχροπηαγεσ ηαϖε ρεχεντλψ εµεργεδ ασ πριµε ταργετσ 

οφ τηε ιµµυνοµοδυλατορψ εφφεχτσ οφ αδενοσινε (Ηασκ⌠ ανδ Σζαβ⌠, 1998; Ηασκ⌠ ετ αλ., 

2002β). Μαχροπηαγεσ αρε σπεχιαλιζεδ πηαγοχψτιχ χελλσ τηατ πλαψ αν ιµπορταντ ρολε ιν 

χλεαρανχε οφ ηοστ χελλσ υνδεργοινγ αποπτοσισ ασ ωελλ ασ οφ ποτεντιαλλψ ηαρµφυλ µολεχυλεσ, 

συχη ασ ιµµυνε χοµπλεξεσ. Ιν αδδιτιον, µαχροπηαγεσ αρε χρυχιαλ πλαψερσ ιν τηε δεφενσε 

αγαινστ ινφεχτιον. Τηεσε αντιγεν−πρεσεντινγ χελλσ αρε ωιδελψ δισπερσεδ τηρουγηουτ τηε 

βοδψ, ινχλυδινγ ατ πορταλσ οφ εντρψ το µιχροοργανισµσ. Τηεψ παρτιχιπατε ιν ινιτιαλ χαπτυρε 

ανδ προχεσσινγ οφ ποτεντιαλ αντιγενσ ανδ τηεν ιν αχτιϖατιον οφ σπεχιφιχ Τ ανδ Β 

λψµπηοχψτε εφφεχτορ µεχηανισµσ. Τηεσε αχτιϖατεδ χελλσ ιν τυρν χοοπερατε ωιτη αχτιϖατεδ 

µαχροπηαγεσ το ενηανχε δεστρυχτιον οφ ιντρα− ανδ εξτραχελλυλαρ πατηογενσ.  
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 A1 A2a A2b A3 

Second messengers 

 

χΑΜΠ∃, Χα2+%, 

π38%, π42/44% 

χΑΜΠ%, 

π42/44% 

χΑΜΠ%, π38% χΑΜΠ∃, 

Χα2+% 

G protein-coupling Γι/ο Γσ Γσ, Γθ Γι, Γθ 

Affinity to adenosine Ηιγη Ηιγη Λοω Λοω 

Selective agonists ΧΠΑ, ΧΧΠΑ ΧΓΣ−21680 ? ΙΒ−ΜΕΧΑ, 

2Χλ−ΙΒ−ΜΕΧΑ

Selective antagonists ∆ΠΧΠΞ, 

ΠΑΧΠΞ 

ΖΜ241385, 

ΧΣΧ 

ΑΛΛΟΞΑΖΙΝΕ ΜΡΣ−1220 

 

 

Μαχροπηαγεσ ηαϖε βεεν σηοων το εξπρεσσ αλλ φουρ αδενοσινε ρεχεπτορ συβτψπεσ 

(Σαϕϕαδι ετ αλ., 1996; Ξαυσ ετ αλ., 1999; Κηοα ετ αλ., 2001; Γεσσι ετ αλ., 2000; Μιραβετ ετ 

αλ., 1999; Γεσσι ετ αλ., 2001), ηοωεϖερ, τηε ιντραχελλυλαρ πατηωαψσ αχτιϖατεδ βψ αδενοσινε 

ρεχεπτορσ ιν µαχροπηαγεσ αρε υνκνοων. 

 

3. 5. Adenosine reprograms macrophages resulting in an immunosuppressed  and 

anti-inflammatory phenotype 

Αδενοσινε αφφεχτσ αλµοστ αλλ µαχροπηαγε φυνχτιονσ ανδ τηεσε εφφεχτσ οχχυρ ϖια 

οχχυπανχψ οφ σπεχιφιχ αδενοσινε ρεχεπτορσ. Αδενοσινε δεχρεασεσ τηε προδυχτιον οφ α 

νυµβερ οφ προινφλαµµατορψ χψτοκινεσ (Ηασκ⌠ ετ αλ., 1996; Ηασκ⌠ ετ αλ., 1998; Ηασκ⌠  ετ 

αλ., 2000; Ηασκ⌠ ανδ Σζαβ⌠, 1998) τηατ βοτη ορχηεστρατε ινφλαµµατορψ/ιµµυνε φυνχτιονσ 

οφ οτηερ χελλ τψπεσ ανδ αχτ ασ αυτορεγυλατορσ οφ µαχροπηαγε φυνχτιον (Νµετη ετ αλ., 

2003α; Νµετη ετ αλ., 2003β; Ηασκ⌠ ετ αλ., 2002β) (Φιγυρε 1). 

Μαψβε τηε βεστ εξαµπλε ισ ΤΝΦ−!, α ρεγυλατορ οφ νευτροπηιλ, ενδοτηελιαλ χελλ, ανδ 

λψµπηοχψτε φυνχτιον, ωηοσε προδυχτιον ηασ βεεν σηοων το βε υνδερ τηε ινηιβιτορψ 

χοντρολ οφ αδενοσινε (Ηασκ⌠ ανδ Σζαβ⌠, 1998; Νµετη ετ αλ., 2003α). Τηε αδενοσινε 

Table 1. 

Adenosine receptors and their characterization 
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Figure 1.  

Simplified summary of major pathways involved in adenosine metabolism. 

Αδενοσινε ισ φορµεδ φροµ ιτσ πρεχυρσορ ΑΤΠ ιν βοτη τηε ιντραχελλυλαρ ανδ εξτραχελλυλαρ σπαχεσ. 

Τηε εξτραχελλυλαρ φορµατιον οφ αδενοσινε ισ τηε ρεσυλτ οφ αν ενζψµατιχ χασχαδε χονσιστινγ οφ 

ΝΤΠ∆ασεσ ανδ αχτο−5�−νυχλεοτιδασε. Εξτραχελλυλαρ αδενοσινε λιγατεσ ιτσ ρεχεπτορσ, Α1Ρ, Α2αΡ, 

Α2βΡ, Α3Ρ, αλλ οφ ωηιχη αρε εξπρεσσεδ ον τηε συρφαχε οφ ιµµυνε χελλσ. Ιντραχελλυλαρ αδενοσινε ισ 

σηυντεδ ιντο τηε εξτραχελλυλαρ σπαχε τηρουγη µεµβρανε νυχλεοσιδε τρανσπορτερσ. Τηε αδενοσινε 

κινασε ρεπηοσπηορψλατεσ αδενοσινε το ΑΤΠ ωηιλε αδενοσινε δεαµινασε δεαµινατεσ αδενοσινε το 

ινοσινε. 

ρεχεπτορ συβτψπεσ µεδιατινγ τηε ινηιβιτορψ εφφεχτ οφ αδενοσινε ον ΤΝΦ−! προδυχτιον ηαϖε 

βεεν εξτενσιϖελψ στυδιεδ. Εαρλψ πηαρµαχολογιχαλ στυδιεσ ιµπλιχατεδ Α2 ρεχεπτορσ ασ βεινγ 

ρεσπονσιβλε φορ µοστ οφ τηε ΤΝΦ−! συππρεσσιον οφ αδενοσινε (Ρεινστειν ετ αλ., 1994; 

Βουµα ετ αλ., 1994). Συβσεθυεντ στυδιεσ ηαϖε δεµονστρατεδ τηατ Α3 ρεχεπτορσ χουλδ αλσο 

χοντριβυτε το τηε αδενοσινε συππρεσσιον οφ ΤΝΦ−! προδυχτιον (Ηασκ⌠ ετ αλ., 1996; Ηασκ⌠ 

ετ αλ., 1998; Σαϕϕαδι ετ αλ., 1996; Ηασκ⌠ ετ αλ., 2000).  
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 Ρεχεντ στυδιεσ υσινγ αδενοσινε ρεχεπτορ κνοχκουτ µιχε ηαϖε χονφιρµεδ τηατ βοτη 

Α2α (Ηασκ⌠ ετ αλ., 2000) ανδ Α3 (Σαλϖατορε ετ αλ., 2000) ρεχεπτορσ ρεγυλατε µαχροπηαγε 

ΤΝΦ−! προδυχτιον. Ιν αδδιτιον, αδενοσινε δεχρεασεσ τηε προδυχτιον οφ ΙΛ−12 βψ 

µαχροπηαγεσ (Ηασκ⌠ ετ αλ., 2000; Κηοα ετ αλ., 2001) ανδ ΙΛ−12 ισ α πιϖοταλ φαχτορ ιν 

ινδυχινγ α στρονγ ινφλαµµατορψ ρεσπονσε. Χονϖερσελψ, αδενοσινε ενηανχεσ τηε 

µονοχψτε/µαχροπηαγε πτροδυχτιον οφ ΙΛ−10, ωηιχη ισ µαϕορ αντι−ινφλαµµατορψ χψτοκινε 

(Ηασκ⌠ ετ αλ., 2000; Κηοα ετ αλ., 2001; Λε Μοινε ετ αλ., 1996).  

Αδενοσινε αττενυατεσ µαχροπηαγε προινφλαµµατορψ αχτιϖιτψ αλσο βψ συππρεσσινγ 

τηε προδυχτιον οφ βοτη συπεροξιδε (Εδωαρδσ ετ αλ., 1994) ανδ νιτριχ οξιδε (Ξαυσ ετ αλ., 

1999; Ηασκ⌠ ετ αλ., 1996) ανδ βοτη Α2α ανδ Α2β ρεχεπτορσ αρε ινϖολϖεδ ιν τηισ συππρεσσιον 

οφ φρεε ραδιχαλ προδυχτιον βψ αδενοσινε (Ξαυσ ετ αλ., 1999; Ηασκ⌠ ετ αλ., 1996). 

 Τακεν τογετηερ, αδενοσινε ηασ σεϖεραλ αχτιονσ ον µαχροπηαγεσ ωηοσε νετ ρεσυλτ ισ 

τηε δεϖελοπµεντ οφ α δεαχτιϖατεδ, αντι−ινφλαµµατορψ µαχροπηαγε πηενοτψπε. 

 

3. 6. Aims of the study 

 

3. 6. 1.  Το ινϖεστιγατε ωηετηερ αδενοσινε ρεχεπτορ στιµυλατιον εξερτσ αν ινηιβιτορψ εφφεχτ 

ον ΤΝΦ−! προδυχτιον βψ ΛΠΣ−στιµυλατεδ ΡΑΩ 264.7 µαχροπηαγεσ.  

 

3. 6. 2.  Το εξαµινε ωηετηερ αδενοσινε ηασ ανψ εφφεχτ ον ιντραχελλυλαρ ΤΝΦ−! λεϖελσ ιν 

ιµµυνε−στιµυλατεδ ΡΑΩ 264.7 µαχροπηαγεσ. 

 

3. 6. 3.  Το δετερµινε ωηετηερ ΙΛ−10 προδυχτιον χαν βε µοδυλατεδ βψ αδενοσινε τρεατµεντ 

ιν ΛΠΣ−στιµυλατεδ ΡΑΩ 264.7 µαχροπηαγεσ. 

 

3. 6. 4.  Το ινϖεστιγατε ωηετηερ αδενοσινε χαν µοδιφψ τηε ΝΦ−∀Β τρανσχριπτιον φαχτορ 

σψστεµ ιν ΛΠΣ−τρεατεδ ΡΑΩ 264.7 µαχροπηαγεσ. 

 

3. 6. 5.  Το εξαµινε τηε εφφεχτ οφ αδενοσινε ρεχεπτορ στιµυλατιον ον τηε αχτιϖατιον οφ τηε 

ΧΡΕΒ τρανσχριπτιον φαχτορ πατηωαψ ιν ΡΑΩ 264.7 µαχροπηαγεσ. 
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3. 6. 6.  Το στυδψ ωηετηερ γενε εξπρεσσιον χαν βε υπ− ορ δοων−ρεγυλατεδ βψ αδενοσινε 

τρεατµεντ ιν ΛΠΣ−στιµυλατεδ ΡΑΩ 264.7 µαχροπηαγεσ 
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6.  MATERIALS AND METHODS 

 

Cell culture 

 Τηε µουσε µαχροπηαγε χελλ λινε ΡΑΩ 264.7 ωασ γροων ιν ∆υλβεχχοσ�σ µοδιφιεδ 

Εαγλε�σ Μεδιυµ (Ινϖιτρογεν Χορπ., Χαρλσβαδ, ΧΑ) συππλεµεντεδ ωιτη 10% φεταλ βοϖινε 

σερυµ, 50 Υ/µλ
 
πενιχιλλιν (Ινϖιτρογεν Χορπ.), 50 #γ/µλ στρεπτοµψχιν (Ινϖιτρογεν Χορπ.), 

ανδ 1.5 µγ/µλ σοδιυµ βιχαρβονατε (Ινϖιτρογεν Χορπ.) ιν α ηυµιδιφιεδ ατµοσπηερε οφ 95% 

αιρ ανδ 5% ΧΟ2. 

 

Drugs and reagents 

Τηε νον−σελεχτιϖε αδενοσινε ρεχεπτορ αγονιστ 5∋−Ν−ετηψλχαρβοξαµιδοαδενοσινε 

(ΝΕΧΑ), τηε σελεχτιϖε Α1 ρεχεπτορ αγονιστσ N
6
−χψχλοπεντψλαδενοσινε (ΧΠΑ), 2−χηλορο−N

6
−

χψχλοπεντψλ−αδενοσινε (ΧΧΠΑ), N
6
−χψχλοηεξψλαδενοσινε (ΧΗΑ), Ρ(−)N

6
−

πηενψλισοπροπψλαδενοσινε (Ρ−ΠΙΑ), τηε Α2α ρεχεπτορ αγονιστ 2−π−(2−

χαρβοξψετηψλ)πηενετηψλαµινο−5�−N−ετηψλ−χαρβοξαµιδοαδενοσινε (ΧΓΣ−21680), ανδ τηε 

Α3 ρεχεπτορ αγονιστ N6−(3−ιοδοβενζψλ)−αδενοσινε−5∋−N−µετηψλυροναµιδε (ΙΒ−ΜΕΧΑ) 

ωερε οβταινεδ φροµ Ρεσεαρχη Βιοχηεµιχαλσ Ινχ. (Νατιχκ, ΜΑ). Αδενοσινε, 3−(4,5−

διµετηψλ−2−τηιαζολψλ)−2,5−διπηενψλ−2Η−τετραζολιυµ βροµιδε (ΜΤΤ), ανδ ΛΠΣ 

(Escherichia coli 055:Β5) ωερε πυρχηασεδ φροµ Σιγµα (Στ. Λουισ, ΜΟ). Τηε π38 πατηωαψ 

ινηιβιτορ ΣΒ203580 ανδ π42/44 πατηωαψ ινηιβιτορ Π∆98059 ωερε πυρχηασεδ φροµ 

Χαλβιοχηεµ (Σαν ∆ιεγο, ΧΑ). Στοχκ σολυτιονσ οφ ΣΒ203580 ανδ Π∆98059 ωερε πρεπαρεδ 

υσινγ διµετηψλσυπηοξιδε (∆ΜΣΟ). 

 

TNF-  determination from cell supernatants and cell extracts 

Χελλσ ιν 96 ωελλ πλατεσ ωερε τρεατεδ ωιτη αδενοσινε ορ ϖαριουσ αδενοσινε ρεχεπτορ 

αγονιστσ 30 µιν βεφορε τηε αδδιτιον οφ 10 #γ/µλ ΛΠΣ. Συπερναταντσ φορ ΤΝΦ−! 

δετερµινατιον ωερε οβταινεδ 4 ηουρσ αφτερ στιµυλατιον ωιτη ΛΠΣ. Φορ τηε δετερµινατιον οφ 

ιντραχελλυλαρ ΤΝΦ−!, µαχροπηαγεσ ιν 24 ωελλ πλατεσ ωερε πρετρεατεδ ωιτη αδενοσινε 

φολλοωεδ βψ ΛΠΣ (10 #γ/µλ) στιµυλατιον 30 µιν λατερ. Αφτερ αν αδδιτιοναλ 6−ηουρ 

ινχυβατιον, τηε συπερναταντσ ωερε ρεµοϖεδ ανδ τηε χελλσ ωερε λψσεδ ασ δεσχριβεδ 
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πρεϖιουσλψ (Ηασκ⌠ ετ αλ., 2002α). ΤΝΦ−! λεϖελσ ιν χελλ συπερναταντσ ορ χελλ λψσατεσ ωερε 

δετερµινεδ βψ ΕΛΙΣΑ (Ρ&∆ Σψστεµσ Ινχ. Μιννεαπολισ, ΜΝ), ασ ωε ηαϖε πρεϖιουσλψ 

δεσχριβεδ (Ηασκ⌠ ετ αλ., 2002α; Νµετη ετ αλ., 2002α; Νµετη ετ αλ., 2003β). 

 

Measurement of IL-10 levels in the supernatant  

Χελλσ ιν 24 ωελλ πλατεσ ωερε τρεατεδ ωιτη αδενοσινε (100 #Μ) φολλοωεδ βψ τηε 

αδδιτιον οφ 10 #γ/µλ ΛΠΣ. Συπερναταντσ φορ ΙΛ−10 δετερµινατιον ωερε οβταινεδ 5 ηουρσ 

αφτερ στιµυλατιον ωιτη ΛΠΣ (10 #γ/µλ) ασ ωε ηαϖε πρεϖιουσλψ δεσχριβεδ (Ηασκ⌠ ετ αλ., 

2002α). ΙΛ−10 λεϖελσ ιν χελλ συπερναταντσ ωερε δετερµινεδ βψ ενζψµε−λινκεδ 

ιµµυνοσορβεντ ασσαψ (ΕΛΙΣΑ) ασ δεσχριβεδ πρεϖιουσλψ (Νµετη ετ αλ., 1998). 

 

NF- B and CREB electromobility shift assay (EMSA)  

ΡΑΩ 264.7 χελλσ ωερε στιµυλατεδ ωιτη ΛΠΣ (10 ∝γ/µλ) φορ 45 µιν ανδ νυχλεαρ 

προτειν εξτραχτσ ωερε πρεπαρεδ ασ δεσχριβεδ πρεϖιουσλψ (Νµετη ετ αλ., 2002α). Το 

δετερµινε τηε εφφεχτ οφ αδενοσινε ρεχεπτορ αγονιστσ, χελλσ ωερε πρετρεατεδ ωιτη τηεσε 

αγεντσ ορ τηειρ ϖεηιχλε 30 µιν βεφορε στιµυλατιον. Αλλ νυχλεαρ εξτραχτιον προχεδυρεσ ωερε 

περφορµεδ ον ιχε ωιτη ιχε−χολδ ρεαγεντσ. Χελλσ ωερε ωασηεδ ωιτη ΠΒΣ ανδ ηαρϖεστεδ βψ 

σχραπινγ ιντο 1.5 µλ οφ ΠΒΣ ανδ πελλετεδ ατ 1,500 ξ g φορ 10 µιν.  

Τηε πελλετ ωασ ρεσυσπενδεδ ιν 60 #λ οφ χψτοσολιχ λψσισ βυφφερ (20% ϖ/ϖ γλψχερολ, 

10 µΜ ΗΕΠΕΣ πΗ 8.0, 10 µΜ ΚΧλ, 0.5 µΜ Ε∆ΤΑ πΗ 8.0, 1.5 µΜ ΜγΧλ2, 0.5 % ϖ/ϖ 

ΝΠ−40, 0.5 µΜ διτηιοτηρειτολ, 0.2 µΜ πηενψλµετηψλσυλφονψλ φλυοριδε, 1 #γ/µλ απροτινιν, 

1 #γ/µλ λευπεπτιν, ανδ 1 #γ/µλ πεπστατιν Α) ανδ ινχυβατεδ φορ 15 µιν ον ιχε ωιτη 

οχχασιοναλ ϖορτεξινγ.  

Αφτερ χεντριφυγατιον ατ 4,500 ξ g φορ 10 µιν, συπερναταντσ (χψτοσολιχ εξτραχτσ) ωερε 

δισχαρδεδ. Τωο χελλ πελλετ ϖολυµε οφ νυχλεαρ εξτραχτιον βυφφερ (20% ϖ/ϖ γλψχερολ, 20 µΜ 

ΗΕΠΕΣ πΗ 8.0, 420 µΜ ΝαΧλ, 0.5 µΜ Ε∆ΤΑ πΗ 8.0, 1.5 µΜ ΜγΧλ2, 50 µΜ γλψχερολ−

πηοσπηατε, 0.5 µΜ διτηιοτηρειτολ, 0.2 µΜ πηενψλµετηψλσυλφονψλ φλυοριδε, 1 #γ/µλ 

απροτινιν, 1 #γ/µλ λευπεπτιν, ανδ 1 #γ/µλ πεπστατιν Α, αλλ φροµ Σιγµα) ωασ αδδεδ το τηε 

νυχλεαρ πελλετ ανδ ινχυβατεδ ον ιχε φορ 30 µιν ωιτη οχχασιοναλ ϖορτεξινγ.  
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Νυχλεαρ προτεινσ ωερε ισολατεδ βψ χεντριφυγατιον ατ 14,000 ξ g φορ 15 µιν. Προτειν 

χονχεντρατιονσ ωερε δετερµινεδ υσινγ τηε Βιο−Ραδ Προτειν Ασσαψ (Βιο−Ραδ, Ηερχυλεσ, 

ΧΑ). Νυχλεαρ εξτραχτσ ωερε αλιθυοτεδ ανδ στορεδ ατ  −80 °Χ υντιλ υσεδ φορ ελεχτροµοβιλιτψ 

σηιφτ ασσαψ (ΕΜΣΑ).  

Τηε νυχλεαρ φαχτορ ∀Β (ΝΦ−∀Β) ορ χΑΜΠ ρεσπονσιϖε ελεµεντ βινδινγ προτειν 

(ΧΡΕΒ) χονσενσυσ ολιγονυχλεοτιδε προβε υσεδ φορ τηε ΕΜΣΑ ωασ πυρχηασεδ φροµ 

Προµεγα (Προµεγα Χορπ., Μαδισον, ΩΙ). Ολιγονυχλεοτιδε προβεσ ωερε λαβελεδ ωιτη [&−
32

Π] ΑΤΠ υσινγ Τ4 πολψνυχλεοτιδε κινασε (Ινϖιτρογεν Χορπ.) ανδ πυριφιεδ ιν ΜιχροΣπιν 

Γ−50 χολυµνσ (Αµερσηαµ Πηαρµαχια, Πισχαταωαψ, Νϑ).   

Φορ τηε ΕΜΣΑ αναλψσισ, 8−12 #γ οφ νυχλεαρ προτεινσ ωερε πρε−ινχυβατεδ ωιτη 

ΕΜΣΑ βινδινγ βυφφερ  (8 %  γλψχερολ  ϖ/ϖ, 10 µΜ Τρισ−ΗΧλ πΗ 8.0, 2 µΜ ΜγΧλ2, 0.5 

µΜ Ε∆ΤΑ πΗ 8.0, ανδ 0.5 µΜ διτηιοτηρειτο, αλλ φροµ Σιγµα) ασ ωελλ ασ 15 νγ/#λ 

πολψ(δΙ)−πολψ(δΧ) Ρεαγεντ (Αµερσηαµ Πηαρµαχια Βιοτεχη), 0.4 νγ/#λ οφ σσ∆ΝΑ Ρεαγεντ 

(Αµερσηαµ Πηαρµαχια Βιοτεχη), ανδ 0.2 µγ/µλ οφ βοϖινε σερυµ αλβυµιν (Σιγµα) ατ 

ροοµ τεµπερατυρε φορ 10 µιν βεφορε αδδιτιον οφ τηε ραδιολαβελεδ ολιγονυχλεοτιδε φορ αν 

αδδιτιοναλ 25 µιν. Προτειν−νυχλειχ αχιδ χοµπλεξεσ ωερε ρεσολϖεδ υσινγ α νον−δενατυρινγ 

πολψαχρψλαµιδε γελ χονσιστινγ οφ 4 % αχρψλαµιδε (29:1 ρατιο οφ αχρψλαµιδε: 

βισαχρψλαµιδε) ανδ ρυν ιν 0.5Ξ ΤΒΕ βυφφερ (44.5 µΜ Τρισ−Βασε, 44.5 µΜ βοριχ αιδ, 1 

µΜ Ε∆ΤΑ, αλλ φροµ Σιγµα) φορ αππροξιµατελψ 2.5 η ατ χονσταντ χυρρεντ (35 µΑ). Γελσ 

ωερε τρανσφερρεδ το Ωηατµαν 3Μ παπερ, δριεδ υνδερ ϖαχυυµ ατ 80 ∋Χ φορ 40 µιν, ανδ 

εξποσεδ το πηοτογραπηιχ φιλµ ατ  −80 ≡Χ ωιτη αν ιντενσιφψινγ σχρεεν.  

Φορ ΝΦ−∀Β συπερσηιφτ στυδιεσ, βεφορε αδδιτιον οφ τηε ραδιολαβελεδ προβε, σαµπλεσ 

ωερε ινχυβατεδ φορ 30 µιν ωιτη 4 #γ οφ ισοτψπε χοντρολ (ραββιτ πολψχλοναλ ΙγΓ Μαδ 1 

αντιβοδψ, σχ−222Ξ), π65 (σχ−109Ξ), ορ π50 (σχ−114Ξ) Αβ (Σαντα Χρυζ Βιοτεχηνολογψ, 

Ινχ., Σαντα Χρυζ, ΧΑ). Ανδ φορ ΧΡΕΒ συπερσηιφτ στυδιεσ, βεφορε αδδιτιον οφ τηε 

ραδιολαβελεδ προβε, σαµπλεσ ωερε ινχυβατεδ φορ 30 µιν ωιτη 4 #γ οφ ισοτψπε χοντρολ 

(ραββιτ πολψχλοναλ ΙγΓ Μαδ 1 αντιβοδψ, (σχ−222Ξ) (Σαντα Χρυζ Βιοτεχηνολογψ, Ινχ.), 

ΑΤΦ−1 (σχ−243Ξ) (Σαντα Χρυζ Βιοτεχηνολογψ, Ινχ.) ορ ΧΡΕΒ−1 (σχ−186Ξ) αντιβοδψ 

(Σαντα Χρυζ Βιοτεχηνολογψ, Ινχ.). 
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Transient transfection and luciferase activity 

 Φορ τρανσιεντ τρανσφεχτιονσ, 3ξ10
5 

 ΡΑΩ 264.7 χελλσ ωερε σεεδεδ περ ωελλ οφ α 24−

ωελλ τισσυε χυλτυρε διση (Χορνινγ Ινχορπορατεδ, Χορνινγ, ΝΨ) 1 δαψ πριορ το τρανσιεντ 

τρανσφεχτιον. Χελλσ ωερε τρανσφεχτεδ ωιτη 30 #λ/µλ οφ ΦυΓΕΝΕ 6 Τρανσφεχτιον Ρεαγεντ 

(Ροχηε Αππλιεδ Σχιενχε Αππλιεδ Σχιενχε, Ινδιαναπολισ, ΙΝ) ιν 160 #λ οφ µεδιυµ περ 

ωελλ. Τηε µεδιυµ χονταινεδ 5 #γ/µλ οφ ∆ΝΑ χονταινινγ α ΝΦ−∀Β προµοτερ χονστρυχτ 

(Χλοντεχη, Σαν ∆ιεγο, ΧΑ). Ιν τηε χασε οφ ΧΡΕΒ λυχιφερασε τηε τρανσφεχτιον µεδιυµ 

χονταινεδ 5 #γ/µλ ΧΡΕΒ λυχιφερασε (πΧΡΕ−λυχ) προµοτερ χονστρυχτ (Χλοντεχη) ανδ 0.3 

#γ/µλ οφ χοντρολ Ρενιλλα λυχιφερασε (πΡΛ−ΧΜς) πλασµιδ (Χλοντεχη). 

Αφτερ αν οϖερνιγητ τρανσφεχτιον ωιτη ΝΦ−∀Β λυχιφερασε ϖεχτορ, τηε χελλσ ωερε 

πρετρεατεδ ωιτη αδενοσινε (100 ∝Μ) ορ ιτσ ϖεηιχλε (µεδιυµ) φορ 30 µιν, ωηιχη ωασ 

φολλοωεδ βψ στιµυλατιον ωιτη ΛΠΣ (10 #γ/µλ) φορ 6 ηουρσ. Ιν τηε χασε οφ τηε µεασυρεµεντ 

οφ ΧΡΕΒ αχτιϖατιον, αφτερ αν οϖερνιγητ τρανσφεχτιον, τηε χελλσ ωερε εξποσεδ το αδενοσινε 

ορ ιτσ ϖεηιχλε (µεδιυµ) φορ 8 ηουρσ. ΝΦ−∀Β λυχιφερασε αχτιϖιτψ ωασ µεασυρεδ βψ τηε 

Λυχιφερασε Ρεπορτερ Ασσαψ Σψστεµ (Προµεγα, Μαδισον, ΩΙ) ανδ νορµαλιζεδ ρελατιϖε το 

#γ οφ προτειν, ασ ωε ηαϖε δεσχριβεδ πρεϖιουσλψ (Νµετη ετ αλ., 2002β; Νµετη ετ αλ., 

2003β) φορ τηε ΝΦ−∀Β λυχιφερασε ασσαψ. ΧΡΕΒ λυχιφερασε αχτιϖιτψ ωασ µεασυρεδ βψ τηε 

∆υαλ Λυχιφερασε Ρεπορτερ 1000 Ασσαψ Σψστεµ (Προµεγα).  

 

Western blot analysis of inhibitory B (I B) and p65 

Λεϖελσ οφ προτειν π65 ωερε αναλψζεδ υσινγ τηε νυχλεαρ εξτραχτσ πρεπαρεδ φορ τηε 

ΕΜΣΑ ασσαψσ. Φορ Ι∀Β Ωεστερν βλοττινγ, ΡΑΩ χελλσ ιν 6−ωελλ πλατεσ ωερε πρετρεατεδ ωιτη 

αδενοσινε (100 ∝Μ) ορ ϖεηιχλε ανδ 30 µιν λατερ τηε χελλσ ωερε στιµυλατεδ ωιτη ΛΠΣ (10 

∝γ/µλ) φορ 30 µιν. Αφτερ ωασηινγ ωιτη ΠΒΣ, τηε χελλσ ωερε λψσεδ βψ τηε αδδιτιον οφ 

µοδιφιεδ ραδιοιµµυνοπρεχιπιτατιον (ΡΙΠΑ) βυφφερ (50 µΜ Τρισ−ΗΧλ, 150 µΜ ΝαΧλ, 1 

µΜ Ε∆ΤΑ, 0.25% Να−δεοξψχηολατε, 1% ΝΠ−40, 1 #γ/µλ πεπστατιν, 1 #γ/µλ λευπεπτιν, 1 

µΜ πηενψλµετηψλσυλφονψλ φλυοριδε, ανδ 1 µΜ Να3ςΟ4).  

Τηε λψσατεσ ωερε τρανσφερρεδ το Εππενδορφ τυβεσ, χεντριφυγεδ ατ 15,000 ξ g ανδ τηε 

συπερναταντ ωασ ρεχοϖερεδ.  Προτειν χονχεντρατιονσ ωερε δετερµινεδ υσινγ τηε Βιο−Ραδ 

Προτειν Ασσαψ.  10−20 #γ οφ σαµπλε ωασ σεπαρατεδ ον α 8−16% Τρισ−Γλψχινε γελ 
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(Ινϖιτρογεν Χορπ.) ανδ τρανσφερρεδ το α νιτροχελλυλοσε µεµβρανε. Τηε µεµβρανεσ ωερε 

προβεδ ωιτη αντι−π65 (Σαντα Χρυζ Βιοτεχηνολογψ) ορ αντι−Ι∀Β! (Χελλ Σιγναλινγ, Βεϖερλψ, 

ΜΑ) ανδ συβσεθυεντλψ ινχυβατεδ ωιτη α σεχονδαρψ ηορσεραδιση περοξιδασε−χονϕυγατεδ 

δονκεψ αντι−ραββιτ αντιβοδψ (Βοεηρινγερ Μαννηειµ Χορπ., Ινδιαναπολισ, ΙΝ). Βανδσ ωερε 

δετεχτεδ υσινγ ΕΧΛ Ωεστερν Βλοττινγ ∆ετεχτιον Ρεαγεντ (Αµερσηαµ Πηαρµαχια Βιοτεχη). 

 

Western blot analysis of phospho-CREB, phospho-p38, and phospho-p42/44 

Πηοσπηο−ΧΡΕΒ λεϖελσ ωερε αναλψζεδ υσινγ νυχλεαρ εξτραχτσ πρεπαρεδ ασ δεσχριβεδ 

φορ τηε ΕΜΣΑ ασσαψσ. Ωεστερν βλοττινγ το δετεχτ π38 ανδ π42/44 πηοσπηορψλατιον ωασ 

περφορµεδ υσινγ χψτοσολιχ εξτραχτσ πρεπαρεδ ασ δεσχριβεδ αβοϖε. Προτειν χονχεντρατιονσ 

ωερε δετερµινεδ υσινγ τηε Βιο−Ραδ Προτειν Ασσαψ.  10−20 #γ οφ σαµπλε ωασ σεπαρατεδ ον 

α 8−16% Τρισ−Γλψχινε γελ (Ινϖιτρογεν) ανδ τρανσφερρεδ το α νιτροχελλυλοσε µεµβρανε. Τηε 

µεµβρανεσ ωερε προβεδ ωιτη Αντι−ΑΧΤΙςΕ π38 πΑβ (ς1211) ορ αντι−ΑΧΤΙςΕ ΜΑΠΚ 

(π42/44) πΑβ (ς8031) (Προµεγα Χορπ.) ανδ συβσεθυεντλψ ινχυβατεδ ωιτη α σεχονδαρψ 

ηορσεραδιση περοξιδασε−χονϕυγατεδ γοατ αντι−ραββιτ αντιβοδψ (Σαντα Χρυζ Βιοτεχηνολογψ). 

Βανδσ ωερε δετεχτεδ υσινγ ΕΧΛ Ωεστερν Βλοττινγ ∆ετεχτιον Ρεαγεντ (Αµερσηαµ 

Πηαρµαχια Βιοτεχη). 

 

Affymetrix gene chip analysis 

ΡΑΩ 264.7 χελλσ ωερε πλατεδ ιν 6−ωελλ πλατεσ 1 δαψ πριορ το τηε εξπεριµεντ. Τηε 

χελλσ ωερε αχτιϖατεδ ωιτη ΛΠΣ (10 #γ/µλ) φορ 3 η ορ εξποσεδ το τηε ϖεηιχλε φορ ΛΠΣ 

(µεδιυµ). Αδενοσινε (100 #Μ) ορ ιτσ ϖεηιχλε ωασ αδδεδ το τηε χελλσ 30 µιν βεφορε τηε 

ΛΠΣ χηαλλενγε.  

Τηυσ, τηε φολλοωινγ 4 εξπεριµενταλ γρουπσ ωερε δεσιγνεδ: ϖεηιχλε φορ αδενοσινε + 

ϖεηιχλε φορ ΛΠΣ, ϖεηιχλε φορ αδενοσινε + ΛΠΣ, αδενοσινε + ΛΠΣ, ανδ αδενοσινε + ϖεηιχλε 

φορ ΛΠΣ. Ωιτη τηε εξχεπτιον οφ τηε αδενοσινε + ϖεηιχλε γρουπ, ωηερε n ωασ 3, αλλ γρουπσ 

χονταινεδ αν n οφ 4. Τηεσε νυµβερσ ωερε τηε ρεσυλτ οφ τωο ινδεπενδεντ εξπεριµεντσ 

περφορµεδ ον τωο διφφερεντ εξπεριµενταλ δαψσ (τωο σαµπλεσ φροµ βοτη εξπεριµεντσ φορ αλλ 

τηε γρουπσ ωιτη τηε εξχεπτιον οφ τηε αδενοσινε + ϖεηιχλε γρουπ, ωηερε τωο σαµπλεσ ωερε 

οβταινεδ φροµ τηε φιρστ εξπεριµεντ ανδ ονε φροµ τηε οτηερ).  
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Τοταλ ΡΝΑ ωασ πρεπαρεδ υσινγ ΤΡΙζολ (Ινϖιτρογεν Χορπ.) ανδ φυρτηερ πυριφιεδ 

υσινγ Ρνεασψ Μινι Κιτ  (Θιαγεν, ςαλενχια, ΧΑ). Τηερεαφτερ, τοταλ ΡΝΑ ωασ ρεϖερσε 

τρανσχριβεδ ιν 20 #λ υσινγ συπερσχριπτ ΙΙ (Ινϖιτρογεν). ∆ουβλε στρανδεδ ∆ΝΑ ωασ χρεατεδ 

υσινγ α ρεπλαχεµεντ ρεαχτιον ινϖολϖινγ Ρνασε Η, λιγασε, ανδ ∆ΝΑ πολψµερασε Ι. Τηε ιν 

ϖιτρο τρανσχριπτιον ωασ δονε υσινγ τηε Ενζο Ηιγη Ψιελδ Τρανσχριπτιον Κιτ ωηιχη 

ινχορπορατεσ τηε βιοτινψλατεδ ριβονυχλεοτιδεσ ΥΤΠ ανδ ΧΤΠ.  

Εθυαλ αµουντσ οφ φραγµεντεδ χΡΝΑ ωερε τηεν ηψβριδιζεδ το ΜΓ−Υ74Αϖ2 γενε 

χηιπσ αχχορδινγ το Αφφψµετριξ προτοχολσ (Αφφψµετριξ, Ινχ., Σαντα Χλαρα, ΧΑ) ατ τηε 

Βιοπολψµερσ Φαχιλιτψ, Ηαρϖαρδ Μεδιχαλ Σχηοολ (Βοστον, ΜΑ). Χηιπσ ωερε σχαννεδ ανδ 

αναλψζεδ υσινγ ΓενεΧηιπ→ Αναλψσισ Συιτε σοφτωαρε. ∆ατα σετσ οφ ιντενσιτιεσ οφ 12,488 

προβε σετσ περ αρραψ ωερε χοµπαρεδ υσινγ Μιχροσοφτ Εξχελ (Μιχροσοφτ, Ρεδµονδ, ΩΑ) 

σοφτωαρε. Το ιδεντιφψ διφφερεντιαλλψ εξπρεσσεδ γενεσ, ωε εξχλυδεδ αλλ γενεσ φροµ τηε 

αναλψσισ τηατ ωερε σχορεδ αβσεντ ιν ανψ οφ τηε σαµπλεσ. Φυρτηερµορε, τηε ΕΣΤσ ωερε 

εξχλυδεδ φροµ τηε αναλψσισ. 

 

RT-PCR  

Τηεσε εξπεριµεντσ ωερε περφορµεδ υσινγ ΡΝΑ ισολατεδ φορ τηε µιχροαρραψ 

εξπεριµεντ.  5 #γ οφ ΡΝΑ ωασ τρανσχριβεδ ιν α 20 #λ ρεαχτιον χονταινινγ 10.7 #λ οφ ΡΝΑ 

(5 #γ), 2 #λ οφ 10ξ ΠΧΡ βυφφερ, 2 #λ οφ 10 µΜ δΝΤΠ µιξ, 2 #λ οφ 25 µΜ ΜγΧλ2, 2 #λ οφ 

100 µΜ διτηιοτηρειτολ, 0.5 #λ οφ ΡΝασε ινηιβιτορ (ΠερκινΕλµερ, Ινχ., 20 Υ/#λ), 0.5 #λ 50 

µΜ ολιγο δ(Τ) ανδ 0.3 #λ οφ ρεϖερσε τρανσχριπτασε (Ροχηε Αππλιεδ Σχιενχε, Ινδιαναπολισ, 

ΙΝ). Τηε ρεαχτιον µιξ ωασ ινχυβατεδ ατ 42Χ φορ 15 µινυτεσ φορ ρεϖερσε τρανσχριπτιον. 

Τηερεαφτερ, τηε ρεϖερσε τρανσχριπτασε ωασ ιναχτιϖατεδ ατ 99Χ φορ 5 µιν. ΡΤ γενερατεδ 

∆ΝΑ ωασ αµπλιφιεδ υσινγ Εξπανδ� Ηιγη Φιδελιτψ ΠΧΡ Σψστεµ (Ροχηε Αππλιεδ 

Σχιενχε).  Τηε ρεαχτιον βυφφερ (25 #λ) χονταινεδ 2 #λ οφ χ∆ΝΑ, ωατερ, 2.5 #λ οφ ΠΧΡ 

βυφφερ, 1.5 #λ οφ 25 µΜ ΜγΧλ2, 1 #λ οφ 10 µΜ δΝΤΠ µιξ, 0.5 #λ οφ 10 #Μ 

ολιγονυχλεοτιδε πριµερ (εαχη), ανδ 0.2 #λ οφ Ταθ πολψµερασε (Ροχηε Αππλιεδ Σχιενχε 

Αππλιεδ Σχιενχε).  

χ∆ΝΑ ωασ αµπλιφιεδ υσινγ τηε πριµερ σετσ δεσχριβεδ ιν Ταβλε 2. ΠΧΡσ ωερε 

χαρριεδ ουτ υσινγ τηε φολλοωινγ χονδιτιονσ φορ ΤΝΦ−!, Α2α ρεχεπτορ, Α2β ρεχεπτορ αν ινιτιαλ 

δενατυρατιον ατ 94Χ Ξ 5 µιν, 22, 30, ανδ 30 χψχλεσ οφ 94Χ ξ 30 σ φορ ΤΝΦ−!, Α2β 
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ρεχεπτορ, ανδ Α2α ρεχεπτορ, ρεσπεχτιϖελψ, 58Χ ξ 45 σ,  72Χ ξ 45 σ; α φιναλ δωελλ ατ 72Χ ξ 

7 µιν.  

ΠΧΡ προδυχτσ ωερε ρεσολϖεδ ον α 1.5% αγαροσε γελ ανδ σταινεδ ωιτη ετηιδιυµ 

βροµιδε (Νµετη ετ αλ., 2002α). 

 

 

 

Γενε ∆ιρεχτιον Σεθυενχε Ρεφερενχε 

ΤΝΦ−! σενσε 5�−ΓΓΧΑΓΓΤΧΤΑΧΤΤΤΓΓΑΓΤΧΑΤΤΓΧ 

−3� 

Μυρραψ ετ αλ., 1990

ΤΝΦ−! αντισενσε 5�−ΑΧΑΤΤΧΓΑΓΓΧΤΧΧΑΓΤΓΑΑΤΤΧΓΓ 

−3� 

Μυρραψ ετ αλ., 1990

Α2α ρεχ. σενσε 5�−ΧΑΧΓΧΑΓΑΓΤΤΧΧΑΤΧΤΤΧΑ−3� Ηοσκιν ετ αλ., 2002 

Α2α ρεχ. αντισενσε 5�−ΑΓΧΑΓΤΤΓΑΤΓΑΤΓΤΓΧΑΓΓ−3� Ηοσκιν ετ αλ., 2002 

Α2β ρεχ σενσε 5�− ΤΓΓΧΓΧΤΓΓΑΓΧΤΓΓΤΤΑ −3� Ζηαο ετ αλ., 2002 

Α2β ρεχ αντισενσε 5�− ΓΧΑΑΑΓΓΓΓΑΤΓΓΧΓΑΑΓ −3� Ζηαο ετ αλ., 2002 

 

Measurement of mitochondrial respiration 

Μιτοχηονδριαλ ρεσπιρατιον, αν ινδιχατορ οφ χελλ ϖιαβιλιτψ, ωασ ασσεσσεδ βψ τηε 

µιτοχηονδρια−δεπενδεντ ρεδυχτιον οφ ΜΤΤ το φορµαζαν (Νµετη ετ αλ., 2002β). Αφτερ τηε 

ϖαριουσ τρεατµεντσ φορ χψτοκινε µεασυρεµεντσ (σεε αβοϖε), συπερναταντσ ωερε ρεµοϖεδ 

ανδ χελλσ ινχυβατεδ ωιτη ΜΤΤ (0.5 µγ/µλ) φορ 60 µιν ατ 37 οΧ. Χυλτυρε µεδιυµ ωασ 

ρεµοϖεδ βψ ασπιρατιον ανδ τηε χελλσ ωερε σολυβιλιζεδ ιν Με2ΣΟ (100 ∝λ/ωελλ). Τηε εξτεντ 

οφ ρεδυχτιον οφ ΜΤΤ το φορµαζαν ωιτηιν χελλσ ωασ θυαντιτατεδ βψ µεασυρεµεντ οφ οπτιχαλ 

δενσιτψ ατ 550 νµ υσινγ α Σπεχτραµαξ 250 µιχροπλατε ρεαδερ (Γλοβαλ Μεδιχαλ 

Ινστρυµεντατιον, Ινχ., Αλβερτϖιλλε,  ΜΝ). 

 

Statistical evaluation  

ςαλυεσ ιν τηε φιγυρεσ, ταβλεσ ανδ τεξτ αρε εξπρεσσεδ ασ µεαν ± ΣΕΜ οφ n 

οβσερϖατιονσ. Στατιστιχαλ αναλψσισ οφ τηε δατα ωασ περφορµεδ βψ Στυδεντ t τεστ ορ ονε−ωαψ 

αναλψσισ οφ ϖαριανχε φολλοωεδ βψ ∆υννεττ∋σ τεστ, ασ αππροπριατε.  

Table 2. 

Primer sets used for PCR 



 22

Figure 2.  

Αδενοσινε ινηιβιτσ ΤΝΦ−! 

προδυχτιον βψ ΡΑΩ 264.7 

µαχροπηαγεσ στιµυλατεδ ωιτη 

ΛΠΣ (10 #γ/µλ) φορ 4 ηουρσ. 

ΤΝΦ−! ωασ µεασυρεδ φροµ τηε 

συπερναταντ υσινγ ΕΛΙΣΑ. ∆ατα 

αρε εξπρεσσεδ ασ τηε µεαν ± 

ΣΕΜ οφ 6 ωελλσ. ∗∗, ινδιχατεσ p 

< 0.01. 

5.  RESULTS 

 

5. 1.  Adenosine receptor agonists decrease TNF-  production and intracellular 

TNF-  levels in LPS-stimulated RAW 264.7 macrophages 

 

Φιρστ, ωε εξαµινεδ ωηετηερ αδενοσινε ρεχεπτορ στιµυλατιον δεχρεασεδ τηε 

προδυχτιον οφ τηε ΝΦ−∀Β−ρεγυλατεδ χψτοκινε ΤΝΦ−! βψ µαχροπηαγεσ. Στιµυλατιον οφ χελλσ 

ωιτη ΛΠΣ φορ 4 ηουρσ ινδυχεδ τηε ρελεασε οφ ΤΝΦ−! ιντο τηε µεδιυµ. Αδενοσινε (10−100 

#Μ) πρετρεατµεντ οφ χελλσ 30 µιν βεφορε τηε ΛΠΣ χηαλλενγε ρεδυχεδ τηε ρελεασε οφ ΤΝΦ−!, 

ωηιχη οχχυρρεδ ιν α χονχεντρατιον−δεπενδεντ φασηιον (Φιγυρε 2). Τηε αδενοσινε ρεχεπτορ 

αγονιστσ ΧΠΑ, ΧΧΠΑ, ΧΓΣ−21680, ΝΕΧΑ, ανδ ΙΒ−ΜΕΧΑ, αλλ µιµιχκεδ τηε εφφεχτ οφ 

αδενοσινε ιν συππρεσσινγ τηε προδυχτιον οφ ΤΝΦ−! βψ ΛΠΣ−στιµυλατεδ ΡΑΩ 264.7 χελλσ 

(Φιγυρε 3). Νονε οφ τηεσε πυρινεργιχ αγεντσ ηαδ ανψ εφφεχτ ον χελλ ϖιαβιλιτψ, ασ δετερµινεδ 

υσινγ τηε ΜΤΤ ασσαψ (δατα νοτ σηοων). Τηεσε δατα οβταινεδ υσινγ ΛΠΣ−στιµυλατεδ ΡΑΩ 

264.7 χελλσ χονφιρµ τηε πρεϖιουσ οβσερϖατιονσ οφ στυδιεσ υσινγ οτηερ µαχροπηαγε σψστεµσ 

(Βουµα ετ αλ., 1994; Ηασκ⌠ ετ αλ., 1996; ΜχΩηιννεψ ετ αλ., 1996; Σαϕϕαδι ετ αλ., 1996; 

Μαψνε ετ αλ., 1999; Μαψνε ετ αλ., 2001; Λειβοϖιχη ετ αλ., 2002) τηατ αδενοσινε ρεχεπτορ 

στιµυλατιον αττενυατεσ τηε προδυχτιον οφ ΤΝΦ−!.   
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Νεξτ, ωε ασκεδ τηε θυεστιον, ωηετηερ αδενοσινε αχτεδ βψ δεχρεασινγ τηε 

αχχυµυλατιον οφ ιντραχελλυλαρ ΤΝΦ−! ορ ιφ ιτ αφφεχτεδ τηε ρελεασε οφ τηισ χψτοκινε. Τηε 

ρεσυλτσ οφ τηισ εξπεριµεντ σηοωεδ τηατ τρεατµεντ οφ τηε χελλσ ωιτη ΛΠΣ ινδυχεδ τηε 

αππεαρανχε οφ ιντραχελλυλαρ ΤΝΦ−!, ωηιχη ωασ συππρεσσεδ βψ αδενοσινε πρετρεατµεντ 

(Φιγυρε 4). Τηεσε ρεσυλτσ ινδιχατε τηατ αδενοσινε δοεσ νοτ ιντερφερε ωιτη τηε ρελεασε 

προχεσσ οφ ΤΝΦ−!. 
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Figure 3.  

Εφφεχτ οφ ϖαριουσ αδενοσινε ρεχεπτορ 

αγονιστσ (10 #Μ) ον ΛΠΣ−ινδυχεδ 

ΤΝΦ−α προδυχτιον βψ ΡΑΩ χελλσ. 

Αδενοσινε ορ τηε αδενοσινε 

αγονιστσ ωερε αδδεδ το τηε χελλσ 30 

µινυτεσ πριορ το ΛΠΣ 

αδµινιστρατιον. ΤΝΦ−! ωασ 

µεασυρεδ φροµ τηε συπερναταντσ 

υσινγ ΕΛΙΣΑ. ∆ατα αρε εξπρεσσεδ ασ 

τηε µεαν ± ΣΕΜ οφ 6 ωελλσ. ∗∗, 

ινδιχατεσ p < 0.01. 

Figure 4.  

Αδενοσινε δεχρεασεσ ιντραχελλυλαρ ΤΝΦ−! 

λεϖελσ ιν ΡΑΩ 264.7 µαχροπηαγεσ. Χελλσ 

ωερε πρετρεατεδ ωιτη αδενοσινε (100 #Μ) 

ανδ 30 µιν λατερ τηε χελλσ ωερε εξποσεδ 

το ΛΠΣ (10 #γ/µλ) φορ ανοτηερ 6 ηουρσ. Ατ 

τηε ενδ οφ τηε ινχυβατιον περιοδ, τηε 

αδηερεντ χελλσ ωερε λψσεδ φορ τηε 

δετερµινατιον οφ ιντραχελλυλαρ ΤΝΦ−!( 

ΤΝΦ−! λεϖελσ ωερε δετερµινεδ βψ 

ΕΛΙΣΑ. ∆ατα αρε εξπρεσσεδ ασ τηε µεαν ) 

ΣΕΜ οφ 8 ωελλσ. ∗∗, Ινδιχατεσ π < 0.01. 
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5. 2. Lack of effect of adenosine on NF- B activation in RAW 264. 7 macrophages 

 

Βεχαυσε ΝΦ−∀Β ισ αν ιµπορταντ ρεγυλατορ οφ ΤΝΦ−! προδυχτιον βψ µαχροπηαγεσ 

(Βαευερλε ανδ Ηενκελ, 1994), ωε νεξτ τεστεδ τηε ποσσιβιλιτψ τηατ αδενοσινε δεχρεασεδ 

αχτιϖατιον οφ τηε ΝΦ−∀Β τρανσχριπτιον φαχτορ σψστεµ. Ασ σηοων ιν Φιγυρεσ 5Α ανδ 5Β, 

υσινγ νυχλεαρ εξτραχτσ φροµ ΛΠΣ−τρεατεδ ΡΑΩ 264.7 χελλσ, ωε οβσερϖεδ αν ινχρεασε ιν 

ΝΦ−∀Β βινδινγ, ωηεν χοµπαρεδ το ΛΠΣ−υντρεατεδ χελλσ. Συπερσηιφτ στυδιεσ χονφιρµεδ τηε 

οβσερϖατιον βψ πρεϖιουσ ρεπορτσ (Βαευερλε ανδ Ηενκελ, 1994) τηατ τηε ∆ΝΑ βινδινγ 

χοµπλεξ ινδυχεδ βψ ΛΠΣ χονταινεδ βοτη π65 ανδ π50 (Φιγυρε 4Α, ριγητ πανελ). Ηοωεϖερ, 

νειτηερ αδενοσινε (Φιγυρε 5) νορ αδενοσινε ρεχεπτορ αγονιστσ (Φιγυρεσ 6, 7, ανδ 8) αφφεχτεδ 

τηισ ινδυχτιον οφ ΝΦ−∀Β ∆ΝΑ βινδινγ.  
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Figure 5.  

Αδενοσινε πρετρεατµεντ (100 

#Μ) φαιλσ το δεχρεασε ΛΠΣ (10 

#γ/µλ)−ινδυχεδ ΝΦ−∀Β ∆ΝΑ 

βινδινγ ιν ΡΑΩ 264.7 χελλσ. 

Αδενοσινε ορ τηε αδενοσινε 

αγονιστσ ωερε αδδεδ το τηε 

χελλσ 30 µινυτεσ πριορ το ΛΠΣ 

αδµινιστρατιον. ΝΦ−∀Β ∆ΝΑ 

βινδινγ ωασ ασσεσσεδ φροµ 

νυχλεαρ εξτραχτσ οβταινεδ 45 

µιν αφτερ ΛΠΣ (10 #γ/µλ) 

στιµυλατιον υσινγ ΕΜΣΑ.  

Τηεσε φιγυρεσ αρε 

ρεπρεσεντατιϖεσ οφ 3 σεπαρατε 

εξπεριµεντσ. 
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ΧΓΣ−21680 (Α2α)

α β χ

ΝΕΧΑ (Α2β)

α β χ

Figure 7. 

Πρετρεατµεντ ωιτη 10 #Μ οφ 

αδενοσινε Α2 ρεχεπτορ αγονιστσ 

(ΧΓΣ−21680, ΝΕΧΑ) δοεσ νοτ 

αφφεχτ ΛΠΣ (10 #γ/µλ)−ινδυχεδ 

ΝΦ−∀Β ∆ΝΑ βινδινγ ιν τηεσε 

χελλσ. 

ΙΒ−ΜΕΧΑ (Α3)

α β χ

Figure 8. 

Πρετρεατµεντ ωιτη 10 #Μ οφ αδενοσινε Α3 ρεχεπτορ αγονιστσ (ΙΒ−

ΜΕΧΑ) δοεσ νοτ αφφεχτ ΛΠΣ (10 #γ/µλ)−ινδυχεδ ΝΦ−∀Β ∆ΝΑ 

βινδινγ ιν τηεσε χελλσ. 

α: νο ΛΠΣ; β: ΛΠΣ; χ: αγονιστ+ΛΠΣ. 

ΧΗΑ (Α1)

α β χ
 

Ρ−ΠΙΑ (Α1)

α β χ
 

ΧΧΠΑ (Α1)

α β χ
 

Figure 6. 

Πρετρεατµεντ ωιτη 10 #Μ οφ αδενοσινε Α1 ρεχεπτορ αγονιστσ (ΧΗΑ, Ρ−ΠΙΑ, ΧΧΠΑ) δοεσ νοτ αφφεχτ 

ΛΠΣ (10 #γ/µλ)−ινδυχεδ ΝΦ−∀Β ∆ΝΑ βινδινγ ιν τηεσε χελλσ. 

α: νο ΛΠΣ; β: ΛΠΣ; χ: αγονιστ+ΛΠΣ. 
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Φυρτηερ, αδενοσινε διδ νοτ πρεϖεντ ειτηερ τηε ΛΠΣ−ινδυχεδ αχχυµυλατιον οφ π65 ιν 

τηε νυχλευσ ορ ΛΠΣ−ελιχιτεδ Ι∀Β δεγραδατιον (Φιγυρε 9).   
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Ι∀Β!

χ ΛΠΣ Α∆Ο

ΛΠΣ
+

χ ΛΠΣ Α∆Ο

ΛΠΣ
+

 

ΡΑΩ 264.7 χελλσ ωερε πρετρεατεδ ωιτη 

ϖεηιχλε (χ) ορ αδενοσινε (Α∆Ο) φορ 30 

µιν φολλοωεδ βψ αν ΛΠΣ χηαλλενγε φορ 

30 µιν. Τηε δεγραδατιον οφ Ι∀Β ανδ 

π65 νυχλεαρ τρανσλοχατιον αχτιϖατιον 

ωερε δετερµινεδ υσινγ Ωεστερν 

βλοττινγ. Τηισ φιγυρε ισ ρεπρεσεντατιϖε οφ 

3 σεπαρατε εξπεριµεντσ. 

Figure 9.  

Λαχκ οφ εφφεχτ οφ αδενοσινε (100 #Μ) ον ΛΠΣ (10 

#γ/µλ)−ινδυχεδ δεγραδατιον οφ Ι∀Β ανδ τηε νυχλεαρ 

τρανσλοχατιον οφ π65.  
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5. 3. Adenosine does not affect LPS-induced NF- B-dependent transcriptional 

activity 

 

Τηε ποσσιβιλιτψ στιλλ εξιστεδ τηατ αδενοσινε χουλδ πρεϖεντ ΝΦ−∀Β τρανσχριπτιοναλ 

αχτιϖιτψ ωιτηουτ ιντερφερινγ ωιτη ΝΦ−∀Β ∆ΝΑ βινδινγ. Το τεστ τηισ ηψποτηεσισ, ωε 

τρανσιεντλψ τρανσφεχτεδ χελλσ ωιτη α ΝΦ−∀Β−λυχιφερασε ρεπορτερ χονστρυχτ. Τηεν, τηε 

τρανσφεχταντσ ωερε πρετρεατεδ ωιτη αδενοσινε ορ ιτσ ϖεηιχλε φορ 30 µιν, ωηιχη ωασ 

φολλοωεδ βψ στιµυλατιον ωιτη ΛΠΣ φορ 6 ηουρσ. Τηε εφφεχτ οφ αδενοσινε ον ΝΦ−∀Β−

δεπενδεντ γενε τρανσχριπτιον ωασ ασσεσσεδ υσινγ τηε λυχιφερασε ασσαψ. Σιµιλαρ το ρεσυλτσ οφ 

τηε ∆ΝΑ βινδινγ εξπεριµεντσ, αδενοσινε φαιλεδ το συππρεσσ ΛΠΣ−στιµυλατεδ ΝΦ−∀Β−

δεπενδεντ γενε τρανσχριπτιον (Φιγυρε 10). Φιναλλψ, αδενοσινε αλονε φαιλεδ το αφφεχτ ΝΦ−

∀Β−δεπενδεντ γενε τρανσχριπτιον (δατα νοτ σηοων). 
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Figure 10.  

Αδενοσινε πρετρεατµεντ (100 #Μ) ηασ νο 

εφφεχτ ον ΛΠΣ−ινδυχεδ ΝΦ−∀Β−δεπενδεντ 

τρανσχριπτιοναλ αχτιϖιτψ ιν ΡΑΩ χελλσ 

τρανσιεντλψ τρανσφεχτεδ ωιτη α ΝΦ−∀Β−

λυχιφερασε προµοτερ χονστρυχτ. Αδενοσινε 

ωασ αδδεδ το τηε χελλσ 30 µινυτεσ πριορ το 

ΛΠΣ αδµινιστρατιον. Λυχιφερασε αχτιϖιτψ 

ωασ µεασυρεδ φροµ χελλσ λψσεδ 6 ηουρσ 

αφτερ ΛΠΣ τρεατµεντ ανδ νορµαλιζεδ το 

προτειν χοντεντ. ∆ατα αρε µεαν ) ΣΕΜ οφ 

ν=14−16 ωελλσ φροµ τωο σεπαρατε 

εξπεριµεντσ. ∗∗, Ινδιχατεσ π < 0.01 ϖσ. 

χοντρολ 
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5. 4. Adenosine upregulates IL-10 production by LPS-stimulated RAW 264.7 

macrophages 

 

 ΙΛ−10 ωασ ινιτιαλλψ δεσχριβεδ ασ α Τ ηελπερ (Τη)2 προδυχτ τηατ ινηιβιτεδ τηε 

σεχρετιον οφ χψτοκινεσ βψ Τη1 Τ χελλ χλονεσ (Μοσµανν, 1994). Ρεχεντλψ, ιτ ηασ βεεν 

δεµονστρατεδ τηατ µονοχψτεσ ανδ µαχροπηαγεσ αλσο προδυχε ΙΛ−10 (Φιορεντινο ατ αλ., 

1991; δε Ωααλ Μαλεφψτ ατ αλ., 1991) ανδ τηατ µαχροπηαγεσ αππεαρ το βε α µαϕορ σουρχε οφ 

χιρχυλατινγ ΙΛ−10 ρεσπονσε το ΛΠΣ (Βαρσιγ ετ αλ., 1995). ΙΛ−10 ινηιβιτσ τηε σψντηεσισ οφ 

ϖαριουσ χψτοκινεσ (ΤΝΦ−!, ΙΛ−1, ΙΦΝ−&, ΙΛ−6 ανδ γρανυλοχψτε−µαχροπηαγε ΧΣΦ) σεχρετεδ 

βψ µονοχψτεσ/µαχροπηαγεσ ιν ρεσπονσε το αχτιϖατιον βψ ΛΠΣ (Μοσµανν, 1994). 

 Σινχε ουρ πρεϖιουσ ρεσυλτσ (Ηασκ⌠ ετ αλ., 1996) σηοω α χλεαρ αντι−ινφλαµατορψ 

εφφεχτ οφ αδενοσινε ρεχεπτορ στιµυλατιον, ωε εξαµινεδ ωηετηερ τρεατµεντ ωιτη αδενοσινε 

ινχρεασεσ τηε προδυχτιον οφ τηε αντι−ινφλαµµατορψ χψτοκινε ΙΛ−10 βψ ΛΠΣ−στιµυλατεδ 

µαχροπηαγεσ. Στιµυλατιον οφ ΡΑΩ 264.7 µαχροπηαγεσ ωιτη ΛΠΣ (10 #γ/µλ) φορ 5 ηουρσ 

ρεσυλτεδ ιν αν ινχρεασε ιν ΙΛ−10 προδυχτιον. Εξποσυρε οφ τηε χελλσ το 100 #Μ αδενοσινε 

φορ 5 ηουρσ υπρεγυλατεδ τηισ ΛΠΣ−ινδυχεδ  ΙΛ−10 ρεσπονσε (Φιγυρε 11). 
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## Figure 11.  

Αδενοσινε αυγµεντσ ΙΛ−

10 προδυχτιον βψ ΡΑΩ 

264.7  µαχροπηαγεσ. ∆ατα 

αρε εξπρεσσεδ ασ τηε µεαν 

± ΣΕΜ οφ 8 ωελλσ.  

∗∗, ινδιχατεσ p < 0.01; ανδ 

##
, ινδιχατεσ p < 0.01. 
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Figure 12.  

Αδενοσινε ινχρεασεσ ΧΡΕΒ−

δεπενδεντ τρανσχριπτιοναλ 

αχτιϖιτψ ιν µαχροπηαγεσ. ΡΑΩ 

264.7 χελλσ ωερε τρανσιεντλψ 

τρανσφεχτεδ ωιτη α φιρεφλψ 

ΧΡΕΒ−λυχιφερασε προµοτερ 

χονστρυχτ ανδ χοντρολ Renilla−

λυχιφερασε ϖεχτορ. Εξποσυρε οφ 

τηε χελλσ το αδενοσινε φορ 8 

ηουρσ ινδυχεδ α σιγνιφιχαντ 

ινχρεασε ιν τηε Φιρεφλψ/Renilla 

ρατιο. ∆ατα αρε µεαν ) ΣΕΜ οφ 

n=6−8, ∗∗π < 0.01. Τηισ φιγυρε ισ 

ρεπρεσεντατιϖε οφ 3 σεπαρατε 

εξπεριµεντσ.

5. 5. Adenosine augments CREB-dependent transcriptional activity 

 

Σινχε ΙΛ−10 προδυχτιον χαν βε ινχρεασεδ φολλοωινγ ΧΡΕΒ αχτιϖατιον (Ηασκο ανδ 

Σζαβο, 1998), ωε νεξτ στυδιεδ ωηετηερ εξτραχελλυλαρ αδενοσινε αφφεχτεδ τρανσχριπτιοναλ 

αχτιϖιτψ οφ α ΧΡΕΒ−φιρεφλψ−λυχιφερασε χονστρυχτ τρανσφεχτεδ ιντο ΡΑΩ 264.7 µαχροπηαγεσ. 

Το χοντρολ τρανσφεχτιον εφφιχαχψ, χελλσ ωερε χοτρανσφεχτεδ ωιτη πΧΜς−Renilla−λυχιφερασε 

ϖεχτορ. Εξποσυρε οφ τηε χελλσ το αδενοσινε (10−100 #Μ) ινχρεασεδ τηε φιρεφλψ/Renilla ρατιο 

ασ χοµπαρεδ το ϖεηιχλε−τρεατεδ χελλσ, ωηιχη ινδιχατεσ τηατ αδενοσινε αυγµεντσ ΧΡΕΒ−

δεπενδεντ τρανσχριπτιοναλ αχτιϖιτψ (Φιγυρε 12).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ιν τηε νεξτ σετ οφ εξπεριµεντσ, ωε 

δετερµινεδ ωηετηερ τηισ ινχρεασε ιν ΧΡΕΒ− δριϖεν 

τρανσχριπτιοναλ αχτιϖιτψ φολλοωινγ αδενοσινε τρεατµεντ ωασ σεχονδαρψ το ινχρεασεδ ΧΡΕΒ 

∆ΝΑ βινδινγ. 
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Το ασσεσσ ΧΡΕΒ ∆ΝΑ βινδινγ, χελλσ ωερε τρεατεδ ωιτη αδενοσινε (100 #Μ) φορ 0, 

30, ανδ 90 µινυτεσ ανδ νυχλεαρ εξτραχτσ ωερε πρεπαρεδ ανδ συβϕεχτεδ το ΕΜΣΑ υσινγ α 

ΧΡΕΒ χονσενσυσ ολιγονυχλεοτιδε. Τηε ιντενσιτψ οφ τηε ονλψ µαϕορ ΧΡΕΒ ∆ΝΑ βινδινγ 

χοµπλεξ (ΧΡΕΒ−1) 

τηατ ωασ οβσερϖεδ ατ 

τηε 0 µινυτε τιµε ποιντ 

διδ νοτ χηανγε 30 ορ 

90 µιν αφτερ αδενοσινε 

αδµινιστρατιον (Φιγυρε 

13). Φυρτηερµορε, τηε 

χοµποσιτιον οφ τηισ 

χοµπλεξ ωασ νοτ 

αλτερεδ βψ αδενοσινε 

τρεατµεντ, βεχαυσε ιτ 

χονταινεδ ΧΡΕΒ−1 βυτ 

νοτ ΑΤΦ−1 ατ αλλ οφ τηε 

τιµε ποιντσ. Τηατ ισ 

βεχαυσε α ΧΡΕΒ−1 

αντιβοδψ βυτ νοτ αν 

ΑΤΦ−1 αντιβοδψ χαυσεδ 

α χοµπλετε συπερσηιφτ 

οφ τηισ χοµπλεξ ατ αλλ 

τιµε ποιντσ εξαµινεδ. 
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Figure 13. 

Αδενοσινε φαιλσ το αφφεχτ ΧΡΕΒ ∆ΝΑ βινδινγ ιν ΡΑΩ 264.7 µαχροπηαγεσ. 

Χελλσ ωερε ινχυβατεδ ωιτη αδενοσινε (100 #Μ) φορ 0, 30, ορ 90 µιν ανδ αφτερ τηε ινχυβατιον 

περιοδ νυχλεαρ εξτραχτσ ωερε πρεπαρεδ. ∆ΝΑ βινδινγ ωασ δετερµινεδ φροµ τηε νυχλεαρ 

εξτραχτσ υσινγ ΕΜΣΑ. Το δετερµινε τηε χοµποσιτιον οφ τηε ∆ΝΑ βινδινγ χοµπλεξ, νυχλεαρ 

εξτραχτσ ωερε πρεινχυβατεδ φορ 30 µιν ωιτη αντιβοδιεσ το ΧΡΕΒ φαµιλψ µεµβερσ ορ αν ισοτψπε 

χοντρολ αντιβοδψ. Τηισ φιγυρε ισ ρεπρεσεντατιϖε οφ 3 σεπαρατε εξπεριµεντσ. 
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Figure 14.  

Αδενοσινε τριγγερσ πηοσπηορψλατιον 

οφ νυχλεαρ ΧΡΕΒ ον Σερ133 ιν 

ΡΑΩ 264.7 µαχροπηαγεσ. Χελλσ 

ωερε τρεατεδ ωιτη αδενοσινε φορ 30 

µινυτεσ, φολλοωινγ ωηιχη νυχλεαρ 

εξτραχτσ ωερε πρεπαρεδ.  

ΧΡΕΒ πηοσπηορψλατιον ωασ 

ασσεσσεδ υσινγ Ωεστερν βλοττινγ 

ωιτη αν αντιβοδψ ραισεδ αγαινστ 

Σερ133 πηοσπηο−ΧΡΕΒ. Τηισ φιγυρε 

ισ ρεπρεσεντατιϖε οφ 3 σεπαρατε 

εξπεριµεντσ.  

ϖ−ϖεηιχλε; α−αδενοσινε 
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5. 6.  Adenosine induces CREB phosphorylation  

 

Σινχε αδενοσινε διδ νοτ αλτερ ΧΡΕΒ ∆ΝΑ βινδινγ, τηε νεξτ ποσσιβιλιτψ ωασ τηατ 

τηεαδενοσινε−ινδυχεδ ινχρεµεντ ιν ΧΡΕΒ τρανσχριπτιοναλ αχτιϖιτψ ωασ α χονσεθυενχε οφ 

ινχρεασεδ ΧΡΕΒ πηοσπηορψλατιον ον Σερ133.  

Τηε ρεασον φορ τηισ προποσιτιον ισ τηατ Σερ133 πηοσπηορψλατιον οφ ΧΡΕΒ ισ ονε οφ 

τηε πρεδοµιναντ µεχηανισµσ βψ ωηιχη ΧΡΕΒ−δριϖεν τρανσχριπτιοναλ αχτιϖιτψ ισ 

στιµυλατεδ (Σηαψωιτζ ανδ Γρεενβεργ, 1999). Αδενοσινε (100 #Μ) αδµινιστρατιον το ΡΑΩ 

χελλσ φορ 30 µινυτεσ ελιχιτεδ αν ινχρεασε ιν ΧΡΕΒ πηοσπηορψλατιον (Φιγυρε 14), ινδιχατινγ 

τηατ αδενοσινε ενηανχεσ ΧΡΕΒ−δριϖεν τρανσχριπτιοναλ αχτιϖιτψ ϖια ΧΡΕΒ 

πηοσπηορψλατιον. 

  

 Εξτραχελλυλαρ αδενοσινε ηασ βεεν ρεπορτεδ το αχτιϖατε βοτη π38 ανδ π42/44 (Σεξλ  

ετ αλ., 1997; ∆ιχκενσον ετ αλ., 1998; Γραντ ετ αλ., 2001; Φεοκτιστοϖ ετ αλ., 2001). Ιν 

αδδιτιον, βοτη οφ τηεσε µιτογεν−αχτιϖατεδ προτειν (ΜΑΠ) κινασεσ ηαϖε βεεν σηοων το βε 

ιντερµεδιαριεσ οφ ΧΡΕΒ αχτιϖατιον φολλοωινγ εξτραχελλυλαρ στιµυλι (Ταν 1996, Χαµµαροτα 
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Figure 15.  

Αδενοσινε (100 #Μ) ινδυχεσ π38 αχτιϖατιον ιν ΡΑΩ 264.7 χελλσ (Α). Χελλσ ωερε ινχυβατεδ ωιτη 

αδενοσινε φορ 30 µινυτεσ. π38 αχτιϖατιον ωασ δετερµινεδ φροµ χψτοσολιχ εξτραχτσ υσινγ Ωεστερν 

βλοττινγ εµπλοψινγ αντιβοδιεσ ραισεδ αγαινστ τηε αχτιϖε, δουβλε−πηοσπηορψλατεδ φορµ οφ π38. 

Τηισ φιγυρε ισ ρεπρεσεντατιϖε οφ τηρεε σεπαρατε εξπεριµεντσ. Τρεατµεντ οφ ΡΑΩ 264.7 χελλσ ωιτη 

τηε σελεχτιϖε π38 πατηωαψ ινηιβιτορ ΣΒ203580 συππρεσσεσ τηε αδενοσινε−ινδυχεδ ΧΡΕΒ 

τρανσχριπτιοναλ αχτιϖιτψ (Β). Το µεασυρε ΧΡΕΒ−δριϖεν τρανσχριπτιοναλ αχτιϖιτψ, χελλσ ωερε 

τρανσιεντλψ τρανσφεχτεδ ωιτη α φιρεφλψ ΧΡΕΒ−λυχιφερασε προµοτερ χονστρυχτ ανδ χοντρολ Renilla−

λυχιφερασε ϖεχτορ. Χελλσ ωερε τρεατεδ ωιτη αδενοσινε ιν τηε πρεσενχε ορ αβσενχε οφ ΣΒ203580 φορ 

8 ηουρσ. Φιρεφλψ λυχιφερασε ρεπορτερ αχτιϖιτιεσ ωερε νορµαλιζεδ αγαινστ Renilla λυχιφερασε 

αχτιϖιτιεσ ανδ ΧΡΕΒ−δριϖεν τρανσχριπτιοναλ αχτιϖιτψ ωασ εξπρεσσεδ ασ τηε Φιρεφλψ/Renilla ρατιο. 

∆ατα αρε µεαν ) ΣΕΜ οφ ν=6−8 ωελλσ ωελλσ. Τηρεε εξπεριµεντσ ωιτη σιµιλαρ ρεσυλτσ ωερε 

περφορµεδ. ∗∗π < 0.01 ινδιχατεσ α σιγνιφιχαντ ινχρεασε ιν ΧΡΕΒ−τρανσχριπτιοναλ αχτιϖιτψ 

φολλοωινγ αδενοσινε αδµινιστρατιον.  ## π < 0.01 ινδιχατεσ α σιγνιφιχαντ συππρεσσιον οφ 

αδενοσινε−ινδυχεδ τρανσχριπτιοναλ αχτιϖιτψ βψ ΣΒ203580 τρεατµεντ. ϖ−ϖεηιχλε; α−αδενοσινε 
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2001). Τηερεφορε, ωε τεστεδ τηε ποσσιβιλιτψ τηατ ειτηερ π38 ορ π42/44 ωασ ινϖολϖεδ ιν 

µεδιατινγ τηε στιµυλατορψ εφφεχτ οφ αδενοσινε ον ΧΡΕΒ τρανσχριπτιοναλ αχτιϖιτψ.  

Φιρστ, ωε εξαµινεδ ωηετηερ αδενοσινε τριγγερεδ αχτιϖατιον οφ π38 ανδ π42/44 ιν 

ΡΑΩ µαχροπηαγεσ 

υσινγ Ωεστερν 

βλοττινγ υτιλιζινγ 

αντιβοδιεσ αγαινστ 

τηε αχτιϖε, δουβλε− 

πηοσπηορψλατεδ 

φορµ οφ π38 ανδ 

π42/44. Ωε φουνδ 

τηατ αδενοσινε (100 

#Μ) ινχρεασεδ τηε 

αχτιϖατιον οφ π38 

(Φιγυρε 15).  
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Figure 16.  

Αδενοσινε (100 #Μ) ινδυχεσ π42/44 αχτιϖατιον ιν ΡΑΩ χελλσ (Α). Χελλσ ωερε ινχυβατεδ ωιτη 

αδενοσινε φορ 30 µινυτεσ. π42/44 αχτιϖατιον ωασ δετερµινεδ υσινγ Ωεστερν βλοττινγ εµπλοψινγ 

αντιβοδιεσ ραισεδ αγαινστ τηε αχτιϖε, δουβλε−πηοσπηορψλατεδ φορµ οφ π42/44. Τηισ φιγυρε ισ 

ρεπρεσεντατιϖε οφ τηρεε σεπαρατε εξπεριµεντσ. Τρεατµεντ οφ ΡΑΩ χελλσ ωιτη τηε σελεχτιϖε π42/44 

πατηωαψ ινηιβιτορ Π∆98059 φαιλσ το συππρεσσ αδενοσινε−ινδυχεδ ΧΡΕΒ τρανσχριπτιοναλ αχτιϖιτψ 

(Β). Χελλσ ωερε τρανσιεντλψ τρανσφεχτεδ ωιτη α φιρεφλψ ΧΡΕΒ−λυχιφερασε προµοτερ χονστρυχτ ανδ 

χοντρολ Renilla−λυχιφερασε ϖεχτορ. ΡΑΩ χελλσ ωερε τρεατεδ ωιτη αδενοσινε ιν τηε πρεσενχε ορ 

αβσενχε οφ ΣΒ203580 φορ 8 ηουρσ. Φιρεφλψ λυχιφερασε ρεπορτερ αχτιϖιτιεσ ωερε νορµαλιζεδ αγαινστ 

Renilla λυχιφερασε αχτιϖιτιεσ ανδ ΧΡΕΒ−δριϖεν τρανσχριπτιοναλ αχτιϖιτψ ωασ εξπρεσσεδ ασ τηε 

Φιρεφλψ/Renilla ρατιο. ∆ατα αρε µεαν ) ΣΕΜ οφ ν=6−8 ωελλσ ωελλσ. Τηρεε εξπεριµεντσ ωιτη 

σιµιλαρ ρεσυλτσ ωερε περφορµεδ. ∗∗π < 0.01 ινδιχατεσ α σιγνιφιχαντ ινχρεασε ιν ΧΡΕΒ−

τρανσχριπτιοναλ αχτιϖιτψ φολλοωινγ αδενοσινε αδµινιστρατιον. ϖ−ϖεηιχλε; α−αδενοσινε 

 Φυρτηερµορε, αδενοσινε ενηανχεδ αχτιϖατιον οφ π42/44 ωιτη α µορε προνουνχεδ 

εφφεχτ ον π44 (Φιγυρε 15). Το εξαµινε, ωηετηερ τηισ αχτιϖατιον οφ π38 ανδ π42/44 χαυσεδ 

βψ αδενοσινε χοντριβυτεδ το τηε στιµυλατορψ εφφεχτ οφ αδενοσινε ον ΧΡΕΒ τρανσχριπτιοναλ 

αχτιϖιτψ, ωε νεξτ ινϖεστιγατεδ ωηετηερ ΜΑΠ κινασε ινηιβιτιον δεχρεασεδ αδενοσινε−

στιµυλατεδ ΧΡΕΒ τρανσχριπτιοναλ αχτιϖιτψ. Τρεατµεντ οφ ΡΑΩ χελλσ ωιτη τηε σελεχτιϖε π38 

πατηωαψ ινηιβιτορ ΣΒ203580 προδυχεδ α βλυντινγ οφ τηε ΧΡΕΒ τρανσχριπτιοναλ ρεσπονσε 

το αδενοσινε (Φιγυρε 15), βεχαυσε αδενοσινε ινχρεασεδ ΧΡΕΒ τρανσχριπτιοναλ αχτιϖιτψ βψ 

172% ιν ϖεηιχλε−τρεατεδ χελλσ, ωηερεασ τηε αδενοσινε−ινδυχεδ ινχρεασε ιν ΧΡΕΒ−δριϖεν 

τρανσχριπτιοναλ αχτιϖιτψ αµουντεδ το ονλψ 79% ιν ΣΒ203580−τρεατεδ χελλσ. Ον τηε οτηερ 

ηανδ, τηε σελεχτιϖε π42/44 πατηωαψ ινηιβιτορ Π∆98059 φαιλεδ το αφφεχτ ΧΡΕΒ 

τρανσχριπτιοναλ αχτιϖιτψ, 

βεχαυσε αδενοσινε 

ινχρεασεδ ΧΡΕΒ 

τρανσχριπτιοναλ αχτιϖιτψ το 

τηε σαµε εξτεντ ιν βοτη 

ϖεηιχλε−τρεατεδ ανδ 

Π∆98059−τρεατεδ χελλσ 

(Φιγυρε 16). 
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Table 3.  

Genes induced after 3 hours in LPS-stimulated RAW 264.7 macrophages 

5. 7. Microarray analysis of gene expression in RAW 264.7 cells treated with 

adenosine and/or LPS 

 

Στιµυλατιον ωιτη ΛΠΣ ινδυχεδ α ∗ 2−φολδ ινδυχτιον οφ 98 γενεσ αφτερ 3 ηουρσ 

(Ταβλε 3) ωηερεασ 32 γενεσ ωερε ρεπρεσσεδ ∗ 2−φολδ βψ ΛΠΣ ατ τηισ τιµε ποιντ (Ταβλε 4).  

 

 
Accession number Descriptions LPS/control Adenosine+LPS 

/LPS 

Μ88242 γλυχοχορτοιδ−ρεγυλατεδ ινφλαµµατορψ 

προσταγλανδιν Γ/Η σψντηασε  

48.10 0.73 

Μ31418 Ιντερφερον αχτιϖατεδ γενε 202  21.15 0.80 

Ξ87128 π75 ΤΝΦ ρεχεπτορ  16.62 1.04 

ϑ04491 σµαλλ ινδυχιβλε χψτοκινε Α3  15.64 0.94 

∆84196 τυµορ νεχροσισ φαχτορ αλπηα  13.94 0.92 

Μ31419 ιντερφερον αχτιϖατεδ γενε 204  13.86 0.82 

Ξ67644 γλψ96  9.88 0.93 

ΑΦ099973 σχηλαφεν2  9.44 0.90 

Υ53219 ΓΤΠασε ΙΓΤΠ  8.54 0.87 

Μ12330 Ορνιτηινε δεχαρβοξψλασε 8.16 0.98 

Υ23781 Ηεµατοποιετιχ−σπεχιφιχ εαρλψ−ρεσπονσε Α1−δ 

προτειν  

8.15 0.96 

Λ32838 ιντερλευκιν 1 ρεχεπτορ ανταγονιστ  7.97 1.01 

ΑΒ011665 ΒΑΖΦ 7.92 0.82 

Λ09737 ΓΤΠ χψχλοηψδρολασε 1  7.80 1.00 

Ξ61800 ΧΧΑΑΤ/ενηανχερ βινδινγ προτειν (Χ/ΕΒΠ), δελτα 7.47 0.77 

Υ57524 Ι καππα Β αλπηα  7.39 0.91 

ΑΦ099974 σχηλαφεν3  7.27 0.77 

Υ19118 τρανσχριπτιον φαχτορ ΛΡΓ−21  6.25 0.86 

Αϑ007972 ΓΤΠΙ προτειν  6.24 0.86 

Λ35528 µανγανεσε συπεροξιδε δισµυτασε (ΜνΣΟ∆)  5.72 0.81 

Υ23778 ηεµατοποιετιχ−σπεχιφιχ εαρλψ−ρεσπονσε Α1−β 

προτειν  

5.49 0.97 

Μ90551 ιντερχελλυλαρ αδηεσιον µολεχυλε  4.89 0.81 

Υ06924 σιγναλ τρανσδυχερ ανδ αχτιϖατορ οφ τρανσχριπτιον 1  4.81 0.85 

ϑ03023 Ηεµοποιετιχ χελλ κινασε 4.57 0.88 

Ψ14041 ΧΑΣΗ αλπηα  4.53 0.92 

Υ09507 χψχλιν−δεπενδεντ κινασε ινηιβιτορ 1Α (Π21) 4.51 1.08 

ΑΒ013137 γλυταρεδοξιν 4.47 1.06 

ΑΦ099977 σχηλαφεν4 4.42 0.85 

Υ20159 76 κ∆α τψροσινε πηοσπηοπροτειν ΣΛΠ−76  4.28 0.82 

Υ05265 γλψχοπροτειν 49 Β  4.28 0.89 
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Μ22998 σολυτε χαρριερ φαµιλψ 2 (φαχιλιτατεδ γλυχοσε 

τρανσπορτερ) 

4.26 0.81 

Λ15435 τυµορ νεχροσισ φαχτορ (λιγανδ) συπερφαµιλψ, 

µεµβερ 9  

4.21 1.06 

Υ60020 τρανσπορτερ 1, ΑΒΧ (ΑΤΠ βινδινγ χασσεττε)  4.13 0.88 

Υ94828 ρετιναλλψ αβυνδαντ ρεγυλατορ οφ Γ−προτειν 

σιγναλινγ µΡΓΣ−ρ (ΡΓΣ−ρ)  

4.11 1.17 

Ψ13089 χασπασε−11  4.04 0.85 

Υ40930 οξιδατιϖε στρεσσ−ινδυχεδ προτειν  3.73 0.90 

Αϑ001616 µψελοιδ ασσοχιατεδ διφφερεντιατιον προτειν  3.73 0.85 

Αϑ249706 µψοσιν Ξ (µψο 10 γενε)  3.69 0.94 

Μ57999 νυχλεαρ φαχτορ οφ καππα λιγητ χηαιν γενε ενηανχερ 

ιν Β−χελλσ 1 

3.65 0.91 

Υ16985 λψµπηοτοξιν−βετα  3.56 0.71 

ϑ04103 Ε26 αϖιαν λευκεµια ονχογενε 2, 3  δοµαιν  3.55 0.88 

Ξ66084 Χ∆44  3.53 0.89 

Λ35049 Βχλ2−λικε  3.53 0.68 

Ξ80638 ρηοΧ  3.41 1.03 

Υ09928 προτειν κινασε, ιντερφερον ινδυχιβλε δουβλε 

στρανδεδ ΡΝΑ δεπενδεντ  

3.37 1.00 

Υ48403 γλψχερολ κινασε  3.37 0.88 

ΑΦ052506 δουβλε−στρανδεδ ΡΝΑ−σπεχιφιχ αδενοσινε 

δεαµινασε  

3.34 0.98 

Λ10244 σπερµιδινε/σπερµινε Ν1−αχετψλ τρανσφερασε  3.26 0.89 

Κ02236 µεταλλοτηιονειν 2  3.12 0.92 

Μ73696 Γλϖρ−1  3.10 0.81 

ΑΦ002719 σεχρετορψ λευκοπροτεασε ινηιβιτορ γενε 3.03 0.96 

Αϑ242778 ΑΒΙΝλ (Α20−βινδινγ ινηιβιτορ οφ ΝΦ−καππα Β 

αχτιϖατιον  

3.02 0.91 

Υ35374 πυρινε νυχλεοσιδε πηοσπηορψλασε (Νπ−β)  2.99 1.00 

Ξ61399 Φ52  2.96 0.89 

Μ31312 βετα Φχ ρεχεπτορ τψπε ΙΙ (ΦΧΡΙΙ)  2.91 0.72 

ΑΦ020772 ιµπορτιν αλπηα Θ2  2.83 0.82 

Ζ50159 Συι1 2.82 0.96 

Σ46665 Χ5α αναπηψλατοξιν ρεχεπτορ=πεπτιδεργιχ Γ−

προτειν−χουπλεδ ρεχεπτορ  

2.82 0.94 

ΑΦ075136 Σιν3−ασσοχιατεδ προτειν (σαπ30)  2.81 0.78 

Μ65027 γλψχοπροτειν 49 Α  2.80 0.80 

Ψ08460 δεγενερατιϖε σπερµατοχψτε ηοµολογ  2.71 0.81 

∆63902 ζινχ φινγερ προτειν 147  2.67 0.83 

Υ49513 σµαλλ ινδυχιβλε χψτοκινε Α9  2.57 0.96 

Υ33626 προµψελοχψτιχ λευκεµια  2.54 0.95 

∆86176 πηοσπηατιδψλινοσιτολ 4−πηοσπηατε 5−κινασε τψπε Ι−

αλπηα 

2.49 0.92 

Ψ17860 γανγλιοσιδε−ινδυχεδ διφφερεντιατιον ασσοχιατεδ 

προτειν 10  

2.48 0.86 

Υ95498 ΑΦ1θ  2.47 0.72 

Ξ60304 προτειν κινασε Χ, δελτα 2.46 0.85 

ϑ04509 ϕυν προτο−ονχογενε ρελατεδ γενε δ1  2.38 0.91 
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Ξ70956 ΤΟΠ γενε φορ τοποισοµερασε Ι 2.38 0.83 

Υ77461 χοµπλεµεντ χοµπονεντ 3α ρεχεπτορ 1  2.34 0.85 

Υ18869 µιτογεν−ρεσπονσιϖε 96 κ∆α πηοσπηοπροτειν π96  2.33 0.86 

Μ59821 γροωτη φαχτορ−ινδυχιβλε προτειν (πιπ92)  2.31 0.84 

Λ13732 νατυραλ ρεσιστανχε−ασσοχιατεδ µαχροπηαγε προτειν 

1  

2.29 0.91 

∆13003 ρετιχυλοχαλβιν  2.29 0.74 

ΑΒ024427 Σιδ1669π 2.25 0.81 

Υ68064 χεροιδ λιποφυσχινοσισ,  2.25 0.99 

ΑΦ038008 τψροσψλπροτειν συλφοτρανσφερασε−1  2.23 0.91 

ΑΒ033887 µΑΧΣ4 ϖαριαντ2 µΡΝΑ φορ Αχψλ−ΧοΑ σψντηετασε 

4 ϖαριαντ 2 

2.23 0.78 

∆13695 λψµπηοχψτε αντιγεν 84  2.20 0.77 

Αϑ009862 τρανσφορµινγ γροωτη φαχτορ−βετα 1  2.19 0.92 

ΑΦ020313 προλινε−ριχη προτειν 48  2.17 0.80 

Μ34603 προτεογλψχαν χορε προτειν  2.14 1.00 

Μ59446 σχαϖενγερ ρεχεπτορ  2.12 0.79 

Ξ76850 ΜΑΠ κινασε−αχτιϖατεδ προτειν κινασε 2  2.09 0.94 

ς00756 ιντερφερον βετα 2.09 0.81 

ΑΦ061272 Χ−τψπε λεχτιν (Μχλ) / 2.07 0.93 

Ξ07888 3−ηψδροξψ−3−µετηψλγλυταρψλ χοενζψµε Α 

ρεδυχτασε 

2.07 0.88 

Ψ15163 µργ1 προτειν 2.06 0.82 

Ξ54056 προπροτειν χονϖερτασε συβτιλισιν/κεξιν τψπε 3  2.06 0.95 

ΑΦ033186 ΩΣΒ−1 µΡΝΑ 2.04 0.76 

Λ02526 προτειν κινασε, µιτογεν αχτιϖατεδ, κινασε 1, π45  2.02 0.84 

∆89728 ΛΟΚ 2.02 0.83 

ς00835 µεταλλοτηιονειν 1  2.02 0.93 

∆87691 εΡΦ1 2.01 0.86 

Μ35247 ηιστοχοµπατιβιλιτψ 2, Τ ρεγιον λοχυσ 17  2.01 0.93 

Ξ84797 σιµιλαρ το ηυµαν ηεµατοποιετιχ σπεχιφιχ προτειν 1 2.00 1.02 

ΑΒ027565 ΤΞΝΡ∆1 µΡΝΑ φορ τηιορεδοξιν ρεδυχτασε 1 2.00 0.92 

 

Data are the average of 4 independent experiments and were analyzed as described in 

Materials and Methods. Genes shown were induced ∗ 2-fold. 

 

Ηοωεϖερ νονε οφ τηε ΛΠΣ−ινδυχεδ ινδυχεδ γενεσ, ινχλυδινγ τηε ΝΦ−∀Β−ρεγυλατεδ 

ονεσ, συχη ασ ΤΝΦ−!, Ι∀Β!, ∀ανδ ΙΛ−1 ρεχεπτορ ανταγονιστ ωερε αλτερεδ βψ ατ λεαστ 1.5 φολδ 

βψ αδενοσινε. Ιν αδδιτιον, νονε οφ τηε ΛΠΣ−ρεπρεσσεδ γενεσ ωερε χηανγεδ (ατ λεαστ 1.5 

φολδ) βψ αδενοσινε τρεατµεντ. Αδενοσινε (νο ΛΠΣ) τρεατµεντ διδ νοτ αφφεχτ γενε 

εξπρεσσιον ασ χοµπαρεδ το τρεατµεντ ωιτη ϖεηιχλε (νο ΛΠΣ). Ιντερεστινγλψ, ωηιλε τηε Α2α 

ρεχεπτορ µΡΝΑ ωασ νοτ εξπρεσσεδ ιν ειτηερ ΛΠΣ−υντρεατεδ ορ ΛΠΣ−τρεατεδ χελλσ, τηε 

µΡΝΑ φορ Α2β ρεχεπτορ ωασ νοτ πρεσεντ ιν ΛΠΣ νον−στιµυλατεδ χελλσ, βυτ βεχαµε 

δετεχταβλε ιν ΛΠΣ−στιµυλατεδ χελλσ (δατα νοτ σηοων). 
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Table 4.  

Genes down-regulated after 3 hours in LPS-stimulated RAW 264.7 macrophages.  

 

Accession number Descriptions Control/LPS Control/ 

Adenosine+LPS 

 

Ξ57687 ΛΨΛ γενε (χλονε Λ6)  7.69 9.09 

Μ26270 στεαροψλ−χοενζψµε Α δεσατυρασε 2  3.57 5 

Αϑ007360 ΟΡΧ5−ρελατεδ προτειν  2.85 3.33 

Υ07159 αχετψλ χοενζψµε Α δεηψδρογενασε, µεδιυµ χηαιν  2.85 2.63 

Υ70674 µ−Νυµβ (µ−νβ)  2.77 2.7 

Μ33988 µουσε ηιστονε Η2Α.1 γενε 2.63 2.63 

Υ23921 οσµοτιχ στρεσσ προτειν 94 (Οσπ94)  2.63 2.5 

Υ80932 σερινε/τηρεονινε κινασε 6  2.63 2.7 

Λ26320 φλαπ στρυχτυρε σπεχιφιχ ενδονυχλεασε 1  2.63 2.63 

Υ67187 Γ προτειν σιγναλινγ ρεγυλατορ ΡΓΣ2 (ργσ2)  2.5 2.43 

Μ29260 µουσε ηιστονε 1−0 γενε 2.5 2.63 

ΑΦ053959 πυτατιϖε ρασ εφφεχτορ Νορε1  2.5 3.7 

Ζ47766 χψχλιν Φ  2.38 2.56 

Ξ86000 Ν−γλψχαν αλπηα 2,8−σιαλψλτρανσφερασε  2.38 2.94 

Μ58566 ΤΙΣ11 πριµαρψ ρεσπονσε γενε 2.32 3.33 

ΑΦ074600 ΛΙΜ δοµαιν τρανσχριπτιον φαχτορ ΛΜΟ4  2.32 2.32 

∆90374 ΑΠΕΞ νυχλεασε 2.32 2.63 

Λ07508 Γολλι−µπβ  2.27 2.5 

ς00727 ΦΒϑ οστεοσαρχοµα ονχογενε  2.27 2.85 

Υ22262 απολιποπροτειν Β εδιτινγ χοµπλεξ 1  2.27 2.56 

ΑΦ016583 χηεχκποιντ κινασε Χηκ1 (Χηκ1)  2.22 2.43 

Λ38822 Μαξ ιντεραχτινγ προτειν 1  2.17 2.38 

Υ75680 ηιστονε στεµ−λοοπ βινδινγ προτειν (ΣΛΒΠ) µΡΝΑ 2.08 2.85 

Ξ53176 ιντεγριν αλπηα 4 (Χδ49δ) 2.08 2.43 

Ξ82786 αντιγεν ιδεντιφιεδ βψ µονοχλοναλ αντιβοδψ Κι 67  2.08 2.85 

ΑΦ100956 µαϕορ ηιστοχοµπατιβιλιτψ λοχυσ χλασσ ΙΙ ρεγιον; Φασ−

βινδινγ προτειν ∆αξξ (∆ΑΞΞ) γενε 

2.04 1.96 

Υ25691 ηελιχασε, λψµπηοιδ σπεχιφιχ  2.04 2.7 

ΑΦ012923 π53−ινδυχιβλε ζινχ φινγερ προτειν (Ωιγ−1)  2.04 2.7 

Ξ75316 σεβ4  2.04 1.92 

Μ97632 γαµµα−αµινοβυτψριχ αχιδ τρανσπορτερ προτειν (ΓΑΒΑ 

τρανσπορτερ)  

2.04 2.17 

Ζ48745 ΑΤΠ−βινδινγ χασσεττε 8  2 2.38 

ΑΦ017085 ΒΑΠ−135 ηοµολογ  2 2.5 

Data are the average of 4 independent experiments and were analyzed as described in 

Materials and Methods. Genes shown were decreased ∗ 2-fold. 
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5. 8.  RT-PCR analysis of TNF-  and A2b receptor gene expression 

 

Ασ σηοων ιν Φιγυρε 17, ΡΤ−ΠΧΡ αναλψσισ χονφιρµεδ τηατ ΤΝΦ−! µΡΝΑ ωασ 

ινδυχεδ βψ ΛΠΣ βυτ ωασ νοτ αφφεχτεδ βψ αδενοσινε πρετρεατµεντ. Φυρτηερµορε, τηε Α2β 

ρεχεπτορ ωασ υπρεγυλατεδ ιν ρεσπονσε το ΛΠΣ, βυτ ωασ υνχηανγεδ ιν αδενοσινε−πρετρεατεδ 

χελλσ. Φιναλλψ, ιτ ωασ χονφιρµεδ υσινγ ΡΤ−ΠΧΡ τηατ τηε Α2α ρεχεπτορ ωασ νοτ εξπρεσσεδ ιν 

ΡΑΩ χελλσ (δατα νοτ σηοων). 

 

   
Figure 17.  

ΛΠΣ τρεατµεντ φορ τηρεε 

ηουρσ ινδυχεσ µΡΝΑ 

αχχυµυλατιον οφ βοτη ΤΝΦ−

! ανδ τηε Α2β αδενοσινε 

ρεχεπτορ ιν ΡΑΩ 264.7 

χελλσ.

Αδενοσινε πρετρεατµεντ 30 µιν βεφορε ΛΠΣ φαιλσ το αφφεχτ µΡΝΑ λεϖελσ οφ ειτηερ ΤΝΦ−! ορ 

τηε Α2β αδενοσινε ρεχεπτορ. Φυρτηερµορε, αδενοσινε αλονε ηασ νο εφφεχτ ον µΡΝΑ οφ ειτηερ 

ΤΝΦ−!+ορ τηε Α2β αδενοσινε ρεχεπτορ χοµπαρεδ το ΛΠΣ−υνστιµυλατεδ (χ) χελλσ.  

µΡΝΑ λεϖελσ οφ βοτη ΤΝΦ−! ανδ τηε Α2β αδενοσινε ρεχεπτορ ωερε θυαντιτατεδ υσινγ ΡΤ−

ΠΧΡ.  

c
+

LPS ADO

TNF-

LPS

ADO

A2b receptor
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6. DISCUSSION 

 

Ωε εξαµινεδ τηε ποσσιβιλιτψ τηατ τηε µοδυλατορψ εφφεχτσ οφ εξτραχελλυλαρ αδενοσινε 

ανδ αδενοσινε ρεχεπτορ αγονιστσ ον χψτοκινε προδυχτιον οβσερϖεδ ιν µαχροπηαγεσ ωερε 

µεδιατεδ βψ ιντερφερενχε ωιτη αχτιϖατιον οφ τηε ΝΦ−∀Β ανδ/ορ ΧΡΕΒ τρανσχριπτιον φαχτορ 

σψστεµσ. Ονε οφ τηε µαϕορ φινδινγ οφ ουρ στυδψ ισ τηατ δεσπιτε τηε φαχτ τηατ αδενοσινε 

ρεχεπτορ στιµυλατιον δεχρεασεδ βοτη εξτραχελλυλαρ ανδ ιντραχελλυλαρ χονχεντρατιονσ οφ ΤΝΦ−

!, α προτοτψπε ΝΦ−∀Β−ρεγυλατεδ προινφλαµµατορψ χψτοκινε, αδενοσινε διδ νοτ ιντερφερε 

ωιτη ΝΦ−∀Β αχτιϖατιον. Τηερε αρε τηρεε λινεσ οφ εϖιδενχε το συππορτ τηισ προποσιτιον. Φιρστ, 

αδενοσινε ασ ωελλ ασ α σεριεσ οφ αδενοσινε ρεχεπτορ αγονιστσ φαιλεδ το δεχρεασε ∆ΝΑ 

βινδινγ οφ ΝΦ−∀Β. Σεχονδλψ, αδενοσινε ωασ υναβλε το δεχρεασε ΝΦ−∀Β−δριϖεν προµοτερ 

αχτιϖιτψ οφ α λυχιφερασε χονστρυχτ. Φιναλλψ, γλοβαλ αναλψσισ οφ γενε εξπρεσσιον υσινγ χ∆ΝΑ 

µιχροαρραψ δεµονστρατεδ τηατ ωηιλε ΛΠΣ ινδυχεδ εξπρεσσιον οφ α νυµβερ οφ ΝΦ−∀Β 

ρεγυλατεδ γενεσ, αδενοσινε φαιλεδ το αλτερ τηισ ρεσπονσε.  

Ωηιλε τηεσε ρεσυλτσ αργυε αγαινστ α ρολε οφ ΝΦ−∀Β ανδ εϖεν α τρανσχριπτιοναλ εφφεχτ 

οφ αδενοσινε ιν µαχροπηαγεσ, τηερε αρε σεϖεραλ χαϖεατσ τηατ νεεδ το βε δισχυσσεδ. Φιρστ, 

γενε εξπρεσσιον ωασ ασσεσσεδ ονλψ ατ τηε 3−ηουρ τιµε ποιντ, ωηερεασ ιτ ισ ποσσιβλε τηατ 

αδενοσινε µαψ αφφεχτ γενε εξπρεσσιον ατ οτηερ τιµε ποιντσ.  Σεχονδλψ, αλτηουγη αδενοσινε 

ιτσελφ ηαδ νο εφφεχτ ον τηε εξπρεσσιον οφ χψτοκινε µΡΝΑσ ιν τηε χυρρεντ στυδψ υσινγ 

ΡΑΩ 264.7 µαχροπηαγεσ, ωε φουνδ τηατ τηε σελεχτιϖε Α3 αδενοσινε ρεχεπτορ αγονιστ ΙΒ−

ΜΕΧΑ δεχρεασεδ ΜΙΠ−1! µΡΝΑ λεϖελσ ιν τηε σαµε χελλ τψπε ιν αν εαρλιερ στυδψ (Σζαβ⌠ 

ετ αλ., 1998). Σινχε αδενοσινε ιτσελφ ισ α ρελατιϖελψ ωεεκ αγονιστ ατ Α3 ρεχεπτορσ (Λινδεν 

2001) ιτ ισ ποσσιβλε τηατ σελεχτιϖε Α3 ρεχεπτορ στιµυλατιον χαν δεχρεασε τηε λεϖελσ οφ 

χψτοκινε µΡΝΑσ.  

Τηε µεχηανισµ οφ αχτιον φορ τηε µαχροπηαγε δεαχτιϖατινγ εφφεχτ οφ αδενοσινε ισ 

ινχοµπλετελψ υνδερστοοδ. Α ρεχεντ στυδψ βψ Σαϕϕαδι ετ αλ. (1996) δεµονστρατεδ τηατ 

αδενοσινε δεχρεασεδ ΤΝΦ−! µΡΝΑ στεαδψ στατε λεϖελσ ιν αν ΛΠΣ−στιµυλατεδ ηυµαν 

µονοχψτιχ χελλ λινε, ωηιχη ρεσυλτσ αρε χοντραδιχτορψ το ουρ φινδινγσ ιν ΛΠΣ−στιµυλατεδ 

µουσε µαχροπηαγεσ σηοωινγ α φαιλυρε οφ αδενοσινε το ινηιβιτ ΤΝΦ−! µΡΝΑ 

αχχυµυλατιον. Νεϖερτηελεσσ, τηισ ρεδυχτιον ιν ΤΝΦ−! µΡΝΑ στεαδψ στατε λεϖελσ φολλοωινγ 
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αδενοσινε ρεχεπτορ στιµυλατιον ιν ηυµαν µαχροπηαγεσ ωασ νοτ ασσοχιατεδ ωιτη α δεχρεασε 

ιν ΝΦ−∀Β αχτιϖατιον. Ον τηε οτηερ ηανδ, ιτ αππεαρσ τηατ υνδερ χερταιν χονδιτιονσ, 

αδενοσινε χαν δεχρεασε ΝΦ−∀Β αχτιϖατιον. Φορ εξαµπλε, αδενοσινε συππρεσσεδ ΝΦ−∀Β 

αχτιϖατιον ιν βοτη µψελοιδ ανδ λψµπηοχψτιχ, ασ ωελλ ασ επιτηελιαλ χελλσ, ωηεν ΤΝΦ−! βυτ 

νοτ ωηεν ΛΠΣ ωασ υσεδ το στιµυλατε τηε χελλσ (Μαϕυµδαρ ανδ Αγγαρωαλ, 2003). Χλεαρλψ, 

φυρτηερ στυδιεσ ωιλλ βε νεχεσσαρψ το δισσεχτ τηε σιγναλινγ πατηωαψσ ωηερεβψ αδενοσινε 

εξερτσ ιτσ αντι−ινφλαµµατορψ εφφεχτσ.  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 18. 
Schematic representation of various intracellualar pathways whereby adenosine 

receptor agonists modulate immune cell functions 
Αδενοσινε ρεχεπτορ οχχυπανχψ σιγναλσ τηρουγη αλτερατιον οφ ιντραχελλυλαρ χψχλιχ ΑΜΠ 

ανδ Χα2+ χονχεντρατιονσ ανδ ινδυχτιον οφ τηε µιτογεν−αχτιϖατεδ προτειν κινασεσ π38 ανδ 

π42/44. Αδενοσινε ρεχεπτορ οχχυπανχψ ον µονοχψτεσ ανδ µαχροπηαγεσ διµινισηεσ 

προδυχτιον οφ τηε προινφλαµµατορψ µεδιατορσ ΤΝΦ−!, ΙΛ−12, ΜΙΠ−1! ανδ νιτριχ οξιδε 

ωηιλε αυγµεντινγ σεχρετιον οφ τηε αντι−ινφλαµµατορψ χψτοκινε ΙΛ−10 ανδ ςΕΓΦ. 
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Ιτ ισ αλσο ιµπορταντ το ποιντ ουτ τηατ ατ τηισ ποιντ ιτ ισ υνχλεαρ, ωηιχη ρεχεπτορσ 

µεδιατεδ τηε συππρεσσιϖε εφφεχτ οφ αδενοσινε ον ΤΝΦ−! προδυχτιον ιν τηε χυρρεντ στυδψ. 

Ωηιλε τηε γενεραλ ϖιεω ισ τηατ τηε Α2α ρεχεπτορ µαψ βε τηε µοστ ιµπορταντ ονε ιν 

ρεγυλατινγ χψτοκινε προδυχτιον ανδ µαχροπηαγε αχτιϖατιον (Χρονστειν, 1998), ιτ ισ χλεαρ 

τηατ τηισ ωασ νοτ τηε χασε ηερε. Τηατ ισ βεχαυσε τηε µιχροαρραψ αναλψσισ φουνδ νο Α2α 

ρεχεπτορ µΡΝΑ εξπρεσσιον ιν τηε ΡΑΩ χελλσ. Ιν αδδιτιον, ιν ουρ πρεϖιουσ στυδψ (Σζαβ⌠ ετ 

αλ., 1998), τηε σελεχτιϖε Α2α ρεχεπτορ ΧΓΣ−21680 ωασ µυχη λεσσ ποτεντ (ΕΧ 50 ιν τηε λοω 

µιχροµολαρ ρανγε) ιν συππρεσσινγ ΜΙΠ−1! προδυχτιον βψ ΡΑΩ χελλσ τηαν ωουλδ ηαϖε 

βεεν εξπεχτεδ. Ον τηε οτηερ ηανδ, ιν α στυδψ υτιλιζινγ πριµαρψ περιτονεαλ µαχροπηαγεσ 

(Ηασκ⌠ ετ αλ., 2000), ωε φουνδ τηατ τηε ποτενχψ οφ ΧΓΣ−21680 ιν δεχρεασινγ χψτοκινε 

προδυχτιον ωασ µυχη µορε χονσιστεντ ωιτη αν εφφεχτ ον Α2α ρεχεπτορσ (ΕΧ 50 ιν τηε 

νανοµολαρ ρανγε).  Α φυρτηερ συππορτ φορ τηε ρολε οφ Α2α ρεχεπτορσ ιν περιτονεαλ χελλσ χαµε 

φροµ τηε οβσερϖατιον τηατ ΧΓΣ−21680 λοστ ιτσ εφφιχαχψ ιν χελλσ τακεν φροµ Α2α ρεχεπτορ 

κνοχκουτ µιχε (Ηασκ⌠ ετ αλ., 2000). Νεϖερτηελεσσ, αδενοσινε ιτσελφ, αλτηουγη το α λεσσερ 

εξτεντ, ωασ στιλλ χαπαβλε οφ δεχρεασινγ χψτοκινε προδυχτιον βψ περιτονεαλ χελλσ φροµ Α2α 

κνοχκουτ µιχε, συγγεστινγ τηατ βοτη Α2α ανδ οτηερ ρεχεπτορσ αρε ινϖολϖεδ ιν τηε αντι−

ινφλαµµατορψ εφφεχτσ οφ αδενοσινε. Σινχε ΡΑΩ 264.7 χελλ δο νοτ αππεαρ το εξπρεσσ Α2α 

ρεχεπτορσ, τηισ χελλ λινε µαψ βε α ποωερφυλ τοολ το στυδψ τηε Α2α ρεχεπτορ−ινδεπενδεντ 

εφφεχτσ οφ αδενοσινε ον µαχροπηαγε φυνχτιον. 

Ιντερεστινγλψ, τηε ρεσυλτσ πρεσεντεδ ιν τηε χυρρεντ στυδψ φουνδ εϖιδενχε, φορ τηε 

φιρστ τιµε, φορ α προφουνδ υπρεγυλατιον οφ Α2β ρεχεπτορσ φολλοωινγ ΛΠΣ στιµυλατιον. Τηυσ, 

τηε Α2β ρεχεπτορ µαψ ηαϖε βεεν α ποσσιβλε µεδιατορ οφ τηε αντι−ινφλαµµατορψ εφφεχτσ οφ 

αδενοσινε ιν ΡΑΩ χελλσ. Οφ νοτε, ιτ ηασ βεεν ρεπορτεδ τηατ ΙΦΝ−& υπ−ρεγυλατεσ Α2β 

ρεχεπτορ εξπρεσσιον ιν µυρινε βονε µαρροω−δεριϖεδ µαχροπηαγεσ, ανδ τηρουγη τηισ 

ρεχεπτορ, αδενοσινε συππρεσσεσ τηε ινδυχτιον οφ ινδυχιβλε νιτριχ οξιδε σψντηασε εξπρεσσιον 

(Ξαυσ ετ αλ., 1999).  

Ιν αδδιτιον το τηε ΝΦ−∀Β τρανσχριπτιον σψστεµ ωε αλσο ινϖεστιγατεδ τηε ποσσιβλε 

ινϖολϖεµεντ ανδ φυνχτιον οφ ΧΡΕΒ τρανσχριπτιοναλ πατηωαψ. Ουρ στυδψ προϖιδεσ εϖιδενχε 

φορ τηε φιρστ τιµε τηατ αδενοσινε αχτιϖατεσ τηε ΧΡΕΒ τρανσχριπτιον φαχτορ σψστεµ ιν 

µαχροπηαγεσ. Τηυσ, µαχροπηαγεσ χαν βε αδδεδ το τηε γροωινγ λιστ οφ χελλ τψπεσ, ινχλυδινγ 

ιντεστιναλ επιτηελιαλ χελλσ (Σιταραµαν ετ αλ., 2001) ενδοτηελιαλ χελλσ (Γραντ  ετ αλ., 2001), 
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σµοοτη µυσχλε χελλσ (Ψααρ ετ αλ., 2002), νευρονσ (Χηενγ ετ αλ. 2002), ανδ σκελεταλ µυσχλε 

χελλσ (Λψνγε  ετ αλ., 2003) τηατ εξηιβιτ αν ινχρεµεντ ιν ΧΡΕΒ αχτιϖατιον φολλοωινγ 

αδενοσινε ρεχεπτορ οχχυπανχψ. Τηισ αδενοσινε−ινδυχεδ αχτιϖατιον οφ ΧΡΕΒ 

τρανσχριπτιοναλ αχτιϖιτψ ιν µαχροπηαγεσ φολλοωσ τηε χονϖεντιοναλ ρουτε οφ ΧΡΕΒ 

αχτιϖατιον (Σηαψωιτζ ανδ Γρεενβεργ, 1999; Μαψρ ανδ Μοντµινψ, 2001) ιν τηατ ιτ ισ 

ρεγυλατεδ πριµαριλψ βψ Σερ133 πηοσπηορψλατιον οφ ΧΡΕΒ ωιτηουτ µαϕορ χηανγεσ ιν ΧΡΕΒ 

∆ΝΑ βινδινγ.   Ανοτηερ µαϕορ νοϖελ φινδινγ οφ τηε χυρρεντ στυδψ ισ τηατ αδενοσινε 

στιµυλατεσ τηε πηοσπηορψλατιον οφ βοτη π38 ανδ π42/44 ιν µαχροπηαγεσ. Ιν αδδιτιον, π38 

αχτιϖατιον βυτ νοτ π42/44 αχτιϖατιον χοντριβυτεσ το τηε αδενοσινε−ελιχιτεδ ινχρεασε ιν 

ΧΡΕΒ τρανσχριπτιοναλ αχτιϖιτψ, βεχαυσε βλοχκαδε οφ τηε π38 πατηωαψ δεχρεασεσ 

αδενοσινε−ινδυχεδ ΧΡΕΒ αχτιϖατιον.  

Τηεσε ρεσυλτσ ραισε τηε ιντερεστινγ θυεστιον οφ ωηιχη γενεσ αρε τηε ταργετσ οφ 

αδενοσινε−ινδυχεδ ΧΡΕΒ αχτιϖατιον ιν µαχροπηαγεσ. Ιν α ρεχεντ στυδψ υσινγ χ∆ΝΑ 

µιχροαρραψ αναλψσισ οφ αππροξιµατελψ 12,000 γενεσ, ωε φουνδ τηατ αδενοσινε εξποσυρε οφ 

ΡΑΩ µαχροπηαγεσ φαιλεδ το ινδυχε εξπρεσσιον οφ ανψ γενε ωηεν µεασυρεδ 3.5 ηουρσ 

αφτερ αδενοσινε τρεατµεντ (Νµετη ετ αλ., 2003β). Φυρτηερµορε, ωηιλε τηε προτοτψπιχαλ 

µαχροπηαγε αχτιϖατινγ αγεντ λιποπολψσαχχηαριδε στιµυλατεδ εξπρεσσιον οφ α φεω ηυνδρεδ 

γενεσ, αδενοσινε χο−τρεατµεντ οφ τηε χελλσ διδ νοτ αλτερ τηε εξπρεσσιον οφ τηεσε ΛΠΣ−

ινδυχεδ γενεσ (Νµετη ετ αλ., 2003β). Ονε οβϖιουσ εξπλανατιον φορ ουρ φαιλυρε το δετεχτ 

ανψ εφφεχτ οφ αδενοσινε ον γενε εξπρεσσιον δεσπιτε α συβσταντιαλ στιµυλατιον οφ ΧΡΕΒ 

αχτιϖατιον ισ τηατ µΡΝΑ λεϖελσ οφ ΧΡΕΒ−ινδυχεδ γενεσ µαψ ηαϖε συβσιδεδ βψ 3.5 ηουρσ 

αφτερ αδενοσινε τρεατµεντ. Τηισ ποσσιβιλιτψ ισ υνδερλινεδ βψ τηε γενεραλ οβσερϖατιον τηατ 

τηε ΧΡΕΒ τρανσχριπτιοναλ ρεσπονσε το εξτραχελλυλαρ στιµυλι ισ ϖερψ ραπιδ ανδ µΡΝΑ λεϖελσ 

οφ ΧΡΕΒ−ρεγυλατεδ γενεσ φαδε βψ 3−4 ηουρσ ποστ−στιµυλατιον (Σηαψωιτζ ανδ Γρεενβεργ, 

1999; Μαψρ ανδ Μοντµινψ, 2001). Α φυρτηερ ποσσιβιλιτψ ισ τηατ ΧΡΕΒ αχτιϖατιον ιτσελφ ισ 

νοτ συφφιχιεντ το αχτιϖατε γενε τρανσχριπτιον ιν τηεσε χελλσ. Ρατηερ, ΧΡΕΒ αχτιϖατιον µαψ 

πλαψ α ρεγυλατορψ ρολε ιν γενε εξπρεσσιον στιµυλατεδ βψ σοµε οτηερ πατηωαψ. Ιτ ηασ το βε 

εµπηασιζεδ ατ τηισ ποιντ τηατ ιτ ισ ποσσιβλε τηατ τηε εξπρεσσιον ΙΛ−10 ωασ υπρεγυλατεδ 

φολλοωινγ αδενοσινε αδµινιστρατιον, ηοωεϖερ, ΙΛ−10 διδ νοτ σηοω υπ ον τηε γενε χηιπ. 

Τηισ λαχκ οφ εξπρεσσιον οφ ΙΛ−10 µΡΝΑ ον τηε γενε χηιπ ισ νοτ χοµπλετελψ υνεξπεχτεδ, 

βεχαυσε ΙΛ−10 µΡΝΑ ισ νοτοριουσλψ διφφιχυλτ το δετεχτ δυε το τηε λοω χοπψ νυµβερ οφ 
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µΡΝΑ φορ τηισ χψτοκινε. Ανοτηερ ποσσιβιλιτψ, συππορτεδ βψ πρεϖιουσ δατα ισ τηατ ΙΛ−10 

µΡΝΑ ηασ α δελαψεδ κινετιχσ φολλοωινγ ΛΠΣ στιµυλατιον οφ µαχροπηαγεσ ανδ τηε 3 ηουρ 

τιµε ποιντ µαψ ηαϖε βεεν τοο εαρλψ φορ τηε γενερατιον οφ συφφιχιεντ ΙΛ−10 µΡΝΑ λεϖελσ. 

Φυρτηερ στυδιεσ ωιλλ βε ρεθυιρεδ το εξαχτλψ πινποιντ τηε µεχηανισµσ ωηερεβψ αδενοσινε 

ενηανχεσ ΙΛ−10 προδυχτιον βψ ΛΠΣ−στιµυλατεδ µαχροπηαγεσ. 
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7. SUMMARY 

 

 

Ωηιλε ιτ ισ λικελψ τηατ αδενοσινε ρεχεπτορ λιγατιον ταργετσ α χοµµον µαϕορ 

ιντραχελλυλαρ πατηωαψ το εξερτ α γενεραλ αντι−ινφλαµµατορψ εφφεχτ ιν µαχροπηαγεσ, τηε 

νατυρε οφ τηισ ιντραχελλυλαρ ταργετ ρεµαινσ υνχλεαρ. Τηε ποσσιβιλιτψ τηατ ΝΦ−∀Β, α χεντραλ 

τρανσχριπτιον φαχτορ µεδιατινγ µοστ οφ τηε προινφλαµµατορψ εφφεχτσ οφ ΛΠΣ, χουλδ βε συχη 

α ταργετ ωασ δισµισσεδ, σινχε νοτ ονλψ αδενοσινε φαιλεδ το δεχρεασε ΛΠΣ−µεδιατεδ ΝΦ−∀Β 

αχτιϖατιον βυτ ιτ αλσο ηαδ νο εφφεχτ ον χψτοκινε τρανσχριπτ λεϖελσ ασ ασσεσσεδ βψ χ∆ΝΑ 

αρραψ αναλψσισ. Τηυσ, ουρ δατα σεεµ το συππορτ τηε προποσιτιον τηατ µανψ οφ τηε ρεγυλατορψ 

αχτιονσ οφ αδενοσινε ον χψτοκινε προδυχτιον αρε ποστ−τρανσχριπτιοναλ.  

Ον τηε οτηερ ηανδ, ουρ ρεσυλτσ δεµονστρατινγ τηατ αδενοσινε ινδυχεσ ΧΡΕΒ 

αχτιϖατιον, υνχοϖερσ α µαϕορ ιντραχελλυλαρ ρεγυλατορψ µεχηανισµ, ωηιχη µαψ εξπλαιν 

σοµε οφ τηε χηανγεσ ιν µαχροπηαγε πηενοτψπε φολλοωινγ αδενοσινε εξποσυρε. 

Φυρτηερµορε, σινχε βοτη π38 ανδ π42/44 αρε χεντραλ φαχτορσ ιν χονϖεψινγ σιγναλσ φροµ τηε 

εξτραχελλυλαρ σπαχε το ρεγυλατε χελλ φυνχτιον, αχτιϖατιον οφ τηεσε τωο ΜΑΠΚσ βψ αδενοσινε 

µαψ ρεπρεσεντ αν ιµπορταντ µεχηανισµ χοντριβυτινγ το µαχροπηαγε δεαχτιϖατιον υνδερ 

χονδιτιονσ οφ ισχηεµια, ινφλαµµατιον, ανδ σεπσισ. Φυτυρε στυδιεσ ωιλλ βε ρεθυιρεδ το 

εξαµινε ηοω τηεσε ϖαριουσ πατηωαψσ ινιτιατεδ βψ εξτραχελλυλαρ αδενοσινε ρεγυλατε 

µαχροπηαγε φυνχτιον. 
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