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Bevezetés

Az adenozin, mint endogén purin nukleozid, a sejtekbdl torténd
felszabadulasat illetve az extracellularis térben torténd képzodését kovetden a
kornyezd sejtek Ot felismerd specidlis sejtfelszini strukturaihoz kotddik, amiket
adenozin-receptoroknak neveziink. Az a gondolat, hogy az adenozin szabalyoz6
molekulaként funkcionalhat, Szentgyorgyi Alberttdl és kollégaitdl szarmazik, akik
azt talaltak, hogy a szivizombol kivont adenozin kifejezett biologiai hatasokkal bir,
mivel képes példaul szivmegallast és artéria kitdgulast eldidézni. Alapvetden két
kiilonb6z6 mechanizmussal fejti ki hatasat az adenozin. Az elsd, a kozvetlen gatld
effektus a sejtfunkciokra, igymint a negativ inotropikus hatds a szivizomra, az
idegsejtaktivacié ¢€s az ingeriiletatvitel gatlasa a kozponti idegrendszerben.
Masodsorban, az adenozin kdzvetett modon védo hatést fejt ki a szovetekre azzal,
hogy kedvezObb kornyezetet szolgaltat a parenchimas sejtek szdmadra, amire a
legjobb példa, hogy értagulat okozasaval javitja a tapanyagok elérhetdségét a
szovetek szamara.

Hypoxia vagy ischemia altal metabolikus stressznek kitett immunszervek
képesek felszabaditani adenozint, akar nagy fokalis koncentracidkban is magukbol
az immunsejtekbdl. Ezenkiviil specifikus immunstimulusok, mint példaul
baktériumok egyes részei is képesek az immunsejtekbdl torténd adenozin

felszabadulast elinditani.



Molekuléris, biokémiai és gydgyszertani jellemzdik alapjan az adenozin-
receptorok négy alcsoportba sorolhatdéak. Ezek az aldbbiak: A1, A2a, A2b, és A3
adenozin-receptorok. Ezen receptorokhoz kotddve az adenozin képes az egyik
legfontosabb immunsejttipus, a makrofagok szinte valamennyi sejtfunkciojat

befolyasolni.

Célkituzések

1. Megvizsgalni, hogy az adenozin-receptor izgalom gatolja-e a bakterialis
lipopoliszachariddal stimuladlt RAW 264.7 makrofagok TNF-a termelését.

2. Tanulméanyozni, hogy az adenozin-receptorok izgatdsdnak van-e valamilyen
hatdsa a sejten beliili TNF-a szintekre a bakterialis lipopoliszacharid altal stimulalt
RAW 264.7 makrofagokban.

3. Meghatéarozni, hogy vajon az IL-10 produkcid befolyasolhato-e az adenozin-
receptorok agonizmusaval a bakteridlis lipopoliszachariddal stimulalt RAW 264.7
makrofagokban.

4. Megvizsgalni, hogy az adenozin-receptor izgalomnak van-e valamilyen
hatdsa az NF-kB transzkripcios-faktor rendszerre lipopoliszacharid altal stimulalt

RAW 264.7 makrofagokban.



5. Tanulményozni az adenozin-receptor agonizmus hatdsat a CREB
transzkripcids-faktor rendszerre lipopoliszacharid 4ltal stimulalt RAW 264.7
makrofagokban.

6. Megvizsgalni kiilonb6z6 gének kifejezédésének pontosabban mRNS-re
torténd  atirodasanak  valtozdsat adenozin kezelés hatdsara  bakterialis

lipopoliszachariddal stimulalt RAW 264.7 makrofagokban.

Modszerek

1. TNF-a ¢és IL-10 protein szintek meghatirozdsa ELISA technikdval
sejtfeliiliszokbol és a TNF-a esetében sejtkivonatokbol

2. A citokin-gének mRNS-einek atirdsaban kulcsfontossagi transzkripcios
faktorok (NF-xB ¢és CREB) vizsgalata EMSA “gélshift” illetve ‘“‘supershift”
technikaval

3. Atmeneti sejttranszfekcio és luciferdz enzimaktivitas mérése

4. A gatlo B (IkB) és a p65 proteinek Western blot analizise

5. A foszforilalt-CREB, a foszforilalt-p38, és a foszforilalt-p42/44 proteinek
Western blot analizise

6. RT-PCR és Affymetrix “gene chip” vagy “microarray” analizis



Eredmények

1. Az adenozin-receptor agonizmus csokkenti a TNF-a szekrécigjat és a sejten
beliili TNF-a szinteket az LPS-szel kezelt RAW 264.7 makrofagokban.

A sejtek 4 6ran kerésztiil tartd LPS kezelése TNF-a szekréciot indukalt, ami
ELISA-val mérheté volt a sejtfeliiluszokbol. 30 perccel az LPS stimulacio eldtt
végzett adenozin kezelés (10-100 uM) koncentracio-fiiggd mdédon csdkkentette a
TNF-a termelddését. Az Osszes altalunk vizsgélt kiillonbozé adenozin-receptor
agonista, mint pl. CPA, CCPA, CGS-21680, NECA, ¢és IB-MECA ezzel
megegyezd hatast fejtett ki.

Ezekutan tanulméanyoztuk, hogy vajon a sejten kiviili TNF-a szintek
csokkenése a sejten beliili TNF-a termelddés megakadalyozasa avagy a szekrécios
folyamat gatlasa révén kovetkezett-e be. Azt talaltuk, hogy az adenozin eldkezelés
gatolta az intracellularis TNF-a megjelenését, de nem volt hatdssal a szekrécios

folyamatokra.

2. Az adenozinnak nincs hatasa az NF-xB transzKkripcios-rendszer
aktivalodasaban RAW 264.7 makrofagokban.
LPS-stimulaciét kovetéen RAW 264.7 makrofagok sejtmagkivonatat

hasznalva EMSA technikdval a NF-kB transzkripcids-faktor DNS-hez ko6todését



¢észleltiik, amit az adenozin eldkezelés nem befolyasolt. Az EMSA technikan kiviil,
Western blot analizissel is meger0sitettiik, hogy az adenozin nem gatolta meg a
p65 protein megjelenését a sejtmagban, amely az NF-xB transzkripcids-faktor
rendszer indukciojanak nélkiilozhetetlen része. Tovabba az adenozin kezelés nem

befolyasolta a gatlo IkB protein lebomlasat.

3. Az adenozin nincs hatassal az LPS altal indukalt NF-xB-fiiggo
géntranszKkripciora.

Annak a lehetdsége még mindig fenallt, hogy az adenozin esetleg meg tudja
akaddlyozni az NF-xB-fliggd géntranszkripciot, annak ellenére, hogy az NF-xB
proteinnek a DNS-hez torténd kotédését nem gatolta. Hogy megvizsgaljuk ezt a
feltételezést, a sejteket atmenetileg transzfektaltuk egy NF-kB-luciferaz reporter
vektorral. Ezt kovetden pedig adenozin vagy kontrol elékezelést alkalmazva
stimulaltuk a transzfektalt sejteket LPS-szel, majd a géntranszkripci6 mértékét a
luciferaz aktivitds valtozasaval mértiik. Azt talaltuk, hogy hasonléoan az EMSA
technikaval kapott eredményhez, az adenozin nem befolyasolta az NF-xB-fliggd

géntranszkripciot.

4. Az adenozin elokezelés fokozza az IL-10 termelodését az LPS altal stimulalt

RAW 264.7 makrofagokban.



Az IL-10-et eredetileg a (Th)2-és sejtek altal termelt citokinként irtdk le. Az
utobbi idékben kideriilt azonban, hogy a monocitak és a makrofagok a legfobb
forrdsai a vérkeringésben megtaldlhatd IL-10-nek, ami képes egyéb citokinek
termelddését gatolni €s ilyen mddon altalanos gyulladascsokkentd hatast kifejteni.
Miutdn mar kordbbi tanulmanyainkban lattuk, hogy az adenozin egyértelmiien
gyulladast mérsékld hatast fejt ki, ezért megvizsgaltuk, hogy milyen mddon
befolydsolja a gyulladascsokkentd jellemzdkkel rendelkezé IL-10 termelddését.
Azt talaltuk, hogy az adenozin kezelés megemelte az LPS-szel stimulalt RAW

264.7 makrofagok altal termelt IL-10 citokin szintjét.

5. Az adenozin fokozza a CREB-fiiggo géntranszkripciot.

Mivel az IL-10 termelddését fokozza a CREB transzkripcios faktor
aktivalodasa, ezért a kovetkezd 1épésben megvizsgaltuk, vajon az adenozin képes-e
befolyasolni ezen transzkripcios faktor indukcidjat. A CREB-luciferaz vektorral
transzfektalt RAW 264.7 sejtekben azt talaltunk, hogy az adenozin koncentracio-
dependens (10-100 puM) moddon emelte a CREB-fiiggd géntranszkripciot. A
kovetkezd kisérletsorozatban azt vizsgaltuk meg, hogy ez a megemelkedett
géntranszkripcid a kovetkezménye volt-e a fokozott CREB-DNS kotédésnek.
Ennek meghatarozasa érdekében a sejteket 100 uM adenozinnal kezeltiik 0, 30 és

90 percig, majd ezen sejtek sejtmagkivonatabol gélshiftet csinaltunk. Ezen



technikaval a CREB-DNS kotodés mintazataban nem sikertilt valtozast kimutatni

az 1d6 fiiggvényében.

6. Az adenozin indukalja a CREB foszforilaciojat.

Mivel az adenozin nem valtoztatta meg a CREB-DNS kotodést, ezért a
CREB-fiiggd géntranszkripciora a kovetkez0 magyarazat a foszforilacid révén
tortént CREB aktivacio lehetett. Ezen feltételezés alapjat képezte az a tény, hogy a
fokozott géntraszkripcido a CREB esetében annak foszforilacidja révén indukalodik.
Ezt kovetden kisérleteink azt mutattak, hogy 30 perces adenozin kezelés utan a
CREB protein foszforilacioja kovetkezik be a Ser133-as pozicioban.

Mivel az extracellularis adenozinrdl kimutattdk, hogy aktivalja mind a p38,
mind a p42/44 proteint, tovabba az is ismert, hogy ezek a mitogén-aktivalta
kindzok kozvetitéi az extracellularis stimulusokat koveté CREB indukcidnak.
Ezért a kovetkezd 1épésben megvizsgaltuk, hogy a p38 vagy a p42/44 részése volt-
e az adenozin CREB-et aktival6 hatasanak.

Western blot metodikaval és specialis antitestek hasznalatdval, amelyek csak
az aktivalt, duplan foszforilalt formdjat ismerik fel a p38-nak illetve a p42/44-nek,

azt talaltuk, hogy az adenozin 100 uM-os koncentracioban mindkét protein (kinaz)
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Utolso6 Iépésként funkcionalis farmakologiai evidenciat talaltunk arra, hogy a
szelektiv p38 inhbitor gatolta az adenozin 4ltal indukalt CREB-fliggd
géntranszkripciot. Ugyanakkor megemlitendd, hogy a szelektiv p42/44 gatldszer

nem volt képés hasonlo hatast elérni.

7. A géntranszKripcio analizise adenozinnal és/vagy LPS-szel kezelt RAW
264.7 sejtekben.

3 o6ras LPS kezelés utan 98 gén transzkripcidja tobb mint 2-szeres
emelkedést mutatott, mig 32 masik génnél tobb mint 2-szeres csokkenést
tapasztaltunk. Az adenozin kezelés az LPS altal indukalt gének egyikének a
transzkripciojat sem valtoztatta meg masfelszerésnél nagyobb mértékben. Tovabba
az adenozin kezelés Onmagéban, LPS stimulus nélkiil nem valtoztatta meg a

kiilonb6z6 gének atirodasat.

8. A TNF-a és az A,, adenozin-receptor génatirodasanak RT-PCR analizise.

A “microarray” eredményét az RT-PCR analizis megerdsitette, amikor azt
talaltuk, hogy a TNF-a mRNA transzkripcioja indukalodott LPS stimulus hatasara,
amit az adenozin kezelés nem befolyasolt. Ezzel megegyezd eredményt kaptunk az

Ajp receptor mRNS-enek atirddasa esetén RAW sejtekben.
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Kovetkeztetések

Megvizsgaltuk annak a lehetdségét, hogy az adenozin-receptor agonizmus
citokinek termelddését szabalyozo hatasat vajon az NF-«xB és/vagy a CREB
transzkripcios faktoron keresztiil fejti-e ki. Bar az adenozin-receptor stimulacio
gatolja mind az extracelluléris, mind az intracelluldris TNF-a produkciot, ami NF-
kB-fiiggd hatasmechanizmusra utal, adataink mégis azt mutatjak, hogy az adenozin
nincs hatassal erre a transzkripcids faktorra. Harom kiilonb6zé tudoményos
bizonyitékot talaltunk, amelyek mind ezt igazoljak. El6szor, sem az adenozin, sem
az adenozin-receptor agonistdk sorozata nem befolyasolta az NF-xB kotodését a
DNS-hez. Masodszor, az adenozin nem modositotta az NF-xkB 4altal indukalt
luciferdz promoter aktivitast. Végiil, az atfogd géntranszkripcid analizis a
nagyjabol 12 ezer gént magabafoglalé un. “cDNA microarray” technikdval azt
mutatta, hogy bar az LPS stimul4cié szdmos gén transzkripciojat indukalta, az
adenozin nem befolyasolta ezt a folyamatot.

Habar ezek az eredmények az adenozin NF-kB-fliggd transzkripciot
szabalyoz6 szerepe ellen szdlnak, vannak olyan kérdések, amelyek tovabbi
megvitatast érdemelnek. ElOszor, a géntranszkripcid vizsgalata csak egy
idépontban, nevezetésen 3 Oranal tortént, ami nem zarja ki azt, hogy az

adenozinnak esetleg egy masik idOpontban van hatdsa erre a folyamatra.
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Masodszor, habar maga az adenozin nincs hatassal a citokinek mRNS szintjeire
modelliinkben, az LPS altal stimulalt RAW 264.7 makrofagokban, az A; adenozin-
receptor agonista IB-MECA-t hasznalva azt talaltuk, hogy a MIP-1lao mRNS
szintjei csOkkentek az emlitett szelektiv agonista hatdsara. Mivel az adenozin maga
egy viszonylag gyenge Aj; receptor izgato, ezért elképzelhetd, hogy egy kifejezett
¢s celzott A; receptor stimulacio képes csokkenteni a citokinek mRNS szintjeit.

A hatdsmechanizmus, amellyel az adenozin deaktivalja a makrofagokat
mind a mai napig nem teljesen egyértelmli. Egy friss tanulmanyban Sajjadi és
munkatérsai azt mutattdk ki, hogy az adenozin csdkkentette a TNF-oo mRNS-ének
a szintjét egy LPS altal stimuldlt emberi monocita sejtvonalban, ami ellentétés
azzal, amit mi talaltunk egér makrofag sejtekben LPS stimulécio utan, nevezetesen,
Mindazonaltal a TNF-ao mRNS-ének emlitett csokkenése az emberi monocitakban
az NF-«B aktivacioé csokkenése nélkiil kdvetkezett be.

Masrészrdl, ugy tlinik, hogy bizonyos koriilmények ko6zott az adenozin
képes gatolni a NF-kB-fliggd géntranszkripciot. Példaul, myeloid sejtekben és
limfocitakban, illetve epitél sejtekben is az adenozin gatolja az NF-xB aktivaciot.
Mindent Osszevetve, tovabbi kutatomunkara van sziikség annak kideritése
érdekében, hogy milyen mechanizmussal fejti ki gyulladdscsokkentd hatasat az

adenozin. Azt is fontos kiemelni, hogy jelenleg nem vilagos, melyik adenozin-
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receptoron keresztiil fejtette ki az adenozin a hatdsat, amelynek eredményeként
csokkent a TNF-a protein szintje.

Az NF-kB-n kiviil megvizsgaltuk az adenozin lehetséges hatdsait egy masik,
a citokin valaszok szabalyozasa szempontjabol fontos transzkripcios rendszerre, a
CREB-re. Adataink els6 alkalommal szolgalnak bizonyitékul arra, hogy az
adenozin aktivalja a CREB transzkripcidos rendszert. Tehdt a makrofagok is
hozzaadhatéak ahhoz az egyre novekvd listdhoz, amely azokat a sejttipusokat
(endotél, epitél, simaizom, harantcsikolt izom, idegsejt) emliti, amelyekben az
adenozin-receptor izgalom a CREB transzkripcids rendszer indukciojat idézi eld. A
CREB transzkripcids rendszer adenozin altal eldidézett aktivacioja a “klasszikus”
CREB aktivacio utjat koveti, ami a Serl33-as csoport foszforilacidjaval jar
anélkiil, hogy a DNS-hez torténé CREB kotddés megvaltozna.

Ehhez kapcsoloddan a masik fontos €s 1) adatunk az, hogy az adenozin
indukalja a szignalatvivo protein kindzok koziil a két legfontosabbat, a p38-at €s a
p42/44-et. Ezen kindzok kozil a p38 kozvetlenll hozzdjarul az adenozin altal
megnovelt CREB-fliggd transzkripcidhoz, mivel a p38-as szignalatvitel
farmakoldgias gatldsa csokkenti az adenozin altal indukalt CREB aktivaciot.

Jelen eredményeink azt az érdekes kérdést vetik fel, hogy melyek azok a
gének, amelyeknek atirdsa indukélodik a CREB aktivaciojat kovetéen. Egy

nagyjabol 12 ezer gént tartalmazod ugynevezett “cDNA microarray” technikat
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alkalmazva 3 oraval az LPS-szel vagy annak controljaval kombinalt adenozin
kezelés utan nem talaltunk olyan géneket, amelyeknek transzkripcidja az adenozin
altal indukalodott volna. Erre egy nagyon nyilvanvalé magyarazat lehet, hogy az
adott id6pontra a CREB altal indukalt gének mRNS valaszai mar lecsengtek. Ezt a
lehetOséget tdmasztja ala az az altalanos megfigyelés, hogy az extracellularis
stimulusokra adott CREB aktivacié nagyon gyors, €és az daltala indukalt gének
mRNS valaszai 3-4 ora alatt lecsillapodnak.

Egy tovéabbi lehetséges magyardzat, hogy a CREB aktivicio dnmagdban
nem elengendd a gének mRNS-re torténd atirasdnak a beinditasahoz. Azt is ki kell
emelniink, hogy a tipikusan CREB-fiiggd IL-10 protein szintjei magasabbak voltak
az adenozin kezelés hatisara, bar a “microarray” analizis nem mutatott a mRNS
szintjén emelkedést, ami nem volt teljesen varatlan. Ugyanis az kozismert tény,
hogy az IL-10 mRNS-e nagyon nehezen detektalhatd, egyrészt a kevésszamu
mRNS masolat miatt, masrészt a késleltett, idoben elhtizott mRNS-valasz miatt.
Osszefoglalva, tovabbi kisérletek sziikségesek az adenozin altal fokozott IL-10

produkcio hatterében allo intracelluldris mechanizmusok feltarasahoz.
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Osszefoglalas

Az adenozin makrofagokra kifejtett Osszetett hatdsanak végsd eredménye
egy deaktivalt, gyulladascsokkenté makrofag-fenotipus kifejlédése. Mindazonaltal
ennek a gyulladascsokkentd hatasnak a részletei még nem teljesen tisztazottak. Bar
az valdszinii, hogy az adenozin-receptorok aktivalodasa egy kozds és fontos, sejten
beliili szabalyoz6 mechanizmust befolyasolva fejti ki altalanos gyulladascsokkentd
hatdsat a makrofagokban, ez a tamadaspont egyeldre nem ismert.

Azon feltételezésiink, hogy az NF-xB, mint az LPS hatdsat kozvetitd
kozponti transzkripcids faktor lehetne a timadaspontja az adenozin hatasanak, nem
igazolodott be. Mivel sem magéra az adott transzkripcids faktorra, sem pedig az
altala indukalt citokinek RNS-ére nem volt hatdssal az adenozin. Ez azt a hipotézist
tdmogatja, hogy az adenozin citokinekre kifejtett hatasdnak egyik tamadaspontja az
RNS-mintarol torténd protein-atirddas szintjén lehet.

Ugyanakkor adataink azt is bizonyitjadk, hogy az adenozin aktivalja a CREB
transzkripcios rendszert, ami részben magyardzattal szolgalhat az adenozin
hatdsara torténd makrofag-fenotipus valtozasra. Tovabba, mivel mind a p38, mind
a p42/44 kindz rendszer kozponti szerepet jatszik az extracellularis térbdl jovo
stimulusok kozvetitésében a sejten beliili térben, ezen kindzok adenozin altali

indukalédasa fontos mechanizmus lehet a makrofagok deaktivalédasdban bizonyos
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koriilmények kozott, mint példaul keringési zavarok, gyulladds és szepsisz
esetében. Osszefoglalva, tovabbi kutatdsok sziikségések annak felderitése
érdekében, hogy az extracellularis adenozin altal indukalt sejten beliili szabalyoz6

mechanizmusok miképpen befolyasoljak a makrofagok funkcioit.
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