
ΤΗΕΣΙΣ ΦΟΡ ΤΗΕ ∆ΕΡΓΡΕΕ ΟΦ ∆ΟΧΤΟΡ ΟΦ ΠΗΙΛΟΣΟΠΗΨ 

 

 

CELLULAR MECHANISMS OF THE 

MACROPHAGE DEACTIVATING EFFECT OF 

ADENOSINE 

 

 

Zoltán Németh, M.D. 

 

 

University of Debrecen 

Medical and Health Science Center 

and  

University of Medicine and Dentistry of New Jersey 

 

2004 



 2

 

 

 

CELLULAR MECHANISMS OF THE 

MACROPHAGE DEACTIVATING EFFECT OF 

ADENOSINE 

 

 

Zoltán Németh, M.D. 

 

 

 

 



 3

Introduction 

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. 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. 

Αδενοσινε εξερτσ ιτσ 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. 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.  

Ιµµυνε οργανσ συβϕεχτεδ το µεταβολιχ στρεσσ ρεπρεσεντεδ βψ ηψποξια ορ 

ισχηεµια ρελεασε αδενοσινε οριγινατινγ φροµ τηε ιµµυνε χελλσ τηεµσελϖεσ βυτ νοτ 

νερϖε τερµιναλσ. Φιναλλψ, σπεχιφιχ ινφλαµµατορψ στιµυλι, συχη ασ βαχτεριαλ προδυχτσ 

αρε αλσο χαπαβλε οφ τριγγερινγ αδενοσινε ρελεασε φροµ ιµµυνε χελλσ. Αδενοσινε 
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ρεχεπτορσ ηαϖε βεεν συβδιϖιδεδ αχχορδινγ το µολεχυλαρ, βιοχηεµιχαλ, ανδ 

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

ρεχεπτορσ. Αδενοσινε αφφεχτσ αλµοστ αλλ µαχροπηαγε φυνχτιονσ ανδ τηεσε εφφεχτσ 

οχχυρ ϖια οχχυπανχψ οφ σπεχιφιχ αδενοσινε ρεχεπτορσ.  

 

Aims of the study 

1. Το ινϖεστιγατε ωηετηερ αδενοσινε ρεχεπτορ στιµυλατιον εξερτσ αν ινηιβιτορψ 

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

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

ιν ιµµυνε−στιµυλατεδ ΡΑΩ 264.7 µαχροπηαγεσ. 

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

τρεατµεντ ιν ΛΠΣ−στιµυλατεδ ΡΑΩ 264.7 µαχροπηαγεσ. 

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

σψστεµ ιν ΛΠΣ−τρεατεδ ΡΑΩ 264.7 µαχροπηαγεσ. 

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

τηε ΧΡΕΒ τρανσχριπτιον φαχτορ πατηωαψ ιν ΡΑΩ 264.7 µαχροπηαγεσ. 

6. Το στυδψ ωηετηερ γενε εξπρεσσιον χαν βε υπ− ορ δοων−ρεγυλατεδ βψ 

αδενοσινε τρεατµεντ ιν ΛΠΣ−στιµυλατεδ ΡΑΩ 264.7 µαχροπηαγεσ 

 

 



 5

Methods 

ΤΝΦ−! ανδ ΙΛ−10 δετερµινατιον φροµ συπερναταντσ ανδ ΤΝΦ−! φροµ χελλ εξτραχτσ 

ΝΦ−∀Β ανδ ΧΡΕΒ ελεχτροµοβιλιτψ σηιφτ ασσαψ (ΕΜΣΑ) ανδ συπερσηιφτ 

Τρανσιεντ τρανσφεχτιον ανδ λυχιφερασε αχτιϖιτψ 

Ωεστερν βλοτ αναλψσισ οφ ινηιβιτορψ ∀Β (Ι∀Β) ανδ π65 

Ωεστερν βλοτ αναλψσισ οφ πηοσπηο−ΧΡΕΒ, πηοσπηο−π38, ανδ πηοσπηο−π42/44 

ΡΤ−ΠΧΡ ανδ Αφφψµετριξ γενε χηιπ αναλψσισ 

 

Results 

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. 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. Νονε οφ τηεσε πυρινεργιχ αγεντσ ηαδ ανψ εφφεχτ ον χελλ ϖιαβιλιτψ, 
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ασ δετερµινεδ υσινγ τηε ΜΤΤ ασσαψ. Τηεσε δατα οβταινεδ υσινγ ΛΠΣ−στιµυλατεδ 

ΡΑΩ 264.7 χελλσ χονφιρµ τηε πρεϖιουσ οβσερϖατιονσ οφ στυδιεσ υσινγ οτηερ 

µαχροπηαγε σψστεµσ τηατ αδενοσινε ρεχεπτορ στιµυλατιον αττενυατεσ τηε προδυχτιον 

οφ ΤΝΦ−!. 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. Τηεσε ρεσυλτσ ινδιχατε τηατ αδενοσινε δοεσ νοτ ιντερφερε ωιτη τηε 

ρελεασε προχεσσ οφ ΤΝΦ−!. 

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, ωε νεξτ τεστεδ τηε ποσσιβιλιτψ τηατ αδενοσινε δεχρεασεδ αχτιϖατιον οφ 

τηε ΝΦ−∀Β τρανσχριπτιον φαχτορ σψστεµ. 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 τηατ τηε ∆ΝΑ βινδινγ χοµπλεξ ινδυχεδ βψ ΛΠΣ χονταινεδ βοτη π65 ανδ 

π50. Ηοωεϖερ, νειτηερ αδενοσινε νορ αδενοσινε ρεχεπτορ αγονιστσ αφφεχτεδ τηισ 

ινδυχτιον οφ ΝΦ−∀Β ∆ΝΑ βινδινγ. Φυρτηερ, αδενοσινε διδ νοτ πρεϖεντ ειτηερ τηε 

ΛΠΣ−ινδυχεδ αχχυµυλατιον οφ π65 ιν τηε νυχλευσ ορ ΛΠΣ−ελιχιτεδ Ι∀Β δεγραδατιον.   
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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. Φιναλλψ, 

αδενοσινε αλονε φαιλεδ το αφφεχτ ΝΦ−∀Β−δεπενδεντ γενε τρανσχριπτιον. 

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. Ρεχεντλψ, ιτ ηασ βεεν 

δεµονστρατεδ τηατ µονοχψτεσ ανδ µαχροπηαγεσ αλσο προδυχε ΙΛ−10 ανδ τηατ 

µαχροπηαγεσ αππεαρ το βε α µαϕορ σουρχε οφ χιρχυλατινγ ΙΛ−10 ρεσπονσε το ΛΠΣ. 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. Σινχε ουρ πρεϖιουσ ρεσυλτσ 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−
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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. 

 Adenosine augments CREB-dependent transcriptional activity. 

Σινχε ΙΛ−10 προδυχτιον χαν βε ινχρεασεδ φολλοωινγ ΧΡΕΒ αχτιϖατιον, 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. 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. 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. Φυρτηερµορε, τηε 

χοµποσιτιον οφ τηισ χοµπλεξ ωασ νοτ αλτερεδ βψ αδενοσινε τρεατµεντ, βεχαυσε ιτ 
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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. 

 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. Αδενοσινε (100 #Μ) αδµινιστρατιον το 

ΡΑΩ χελλσ φορ 30 µινυτεσ ελιχιτεδ αν ινχρεασε ιν ΧΡΕΒ πηοσπηορψλατιον, 

ινδιχατινγ τηατ αδενοσινε ενηανχεσ ΧΡΕΒ−δριϖεν τρανσχριπτιοναλ αχτιϖιτψ ϖια ΧΡΕΒ 

πηοσπηορψλατιον. Εξτραχελλυλαρ αδενοσινε ηασ βεεν ρεπορτεδ το αχτιϖατε βοτη π38 

ανδ π42/44. Ιν αδδιτιον, βοτη οφ τηεσε µιτογεν−αχτιϖατεδ προτειν (ΜΑΠ) κινασεσ 

ηαϖε βεεν σηοων το βε ιντερµεδιαριεσ οφ ΧΡΕΒ αχτιϖατιον φολλοωινγ εξτραχελλυλαρ 

στιµυλι. 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. Φυρτηερµορε, αδενοσινε ενηανχεδ αχτιϖατιον 
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οφ π42/44 ωιτη α µορε προνουνχεδ εφφεχτ ον π44. 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, 

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. 

 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 ωηερεασ 32 γενεσ ωερε ρεπρεσσεδ % 2−φολδ βψ ΛΠΣ ατ τηισ τιµε 

ποιντ. 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−
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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. 

RT-PCR analysis of TNF-  and A2b receptor gene expression. 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. 

 

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 
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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. Σινχε αδενοσινε ιτσελφ ισ α 

ρελατιϖελψ ωεεκ αγονιστ ατ Α3 ρεχεπτορσ 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. 

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 αδενοσινε ρεχεπτορ στιµυλατιον ιν ηυµαν µαχροπηαγεσ 

ωασ νοτ ασσοχιατεδ ωιτη α δεχρεασε ιν ΝΦ−∀Β αχτιϖατιον. Ον τηε οτηερ ηανδ, ιτ 
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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. Χλεαρλψ, φυρτηερ στυδιεσ ωιλλ βε νεχεσσαρψ το δισσεχτ τηε 

σιγναλινγ πατηωαψσ ωηερεβψ αδενοσινε εξερτσ ιτσ αντι−ινφλαµµατορψ εφφεχτσ. 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, 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, 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, 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. Νεϖερτηελεσσ, αδενοσινε ιτσελφ, αλτηουγη το α λεσσερ εξτεντ, 

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

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 ενδοτηελιαλ χελλσ, σµοοτη µυσχλε 

χελλσ, νευρονσ, ανδ σκελεταλ µυσχλε χελλσ 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 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.  
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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. 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. 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. 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 
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το τηε λοω χοπψ νυµβερ οφ 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. 

 

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 
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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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