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1. BEVEZETES

A szepszis korélettana

A szepszis egy mikroorganizmusok altal kivaltott szisztémds betegség,
amely a test egyébként mikroorganizmusoktél mentes részét is érinti. Az
antibiotikum terdpia, a keringési-, ill. a 1€gz0szervi funkcidk tamogatasat célzo
beavatkozasok ellenére a szepszises esetek, valamint a betegségnek
tulajdonithatd haldlozasok szama nodvekedd tendenciat mutat. A szepszis,
valamint a velejard tobbszervi elégtelenség (multiple organ failure; MOF) a
halalesetek 50-80%-aért felelds a siirgdsségi baleseti ambulancidkon, igy a
szepszis a fejlett vilagban a tizedik helyen 4ll a haldlesetek szamat tekintve.
1992-ben vezették be a szisztémas gyulladdsos vdlaszreakcid szindroma
(systemic inflammatory response syndrome; SIRS) fogalmat, amely a szervezet
altal adott massziv gyulladasos valaszreakciot jelenti, és jelentds szerepe van a
szepszis és a MOF kialakulasdban. A SIRS, avagy tulzott mértékli gyulladasos
elmélet szerint a mikrobidlis invazidra valaszul aktivalodnak a gyulladasos
valaszreakciok — részben megfeleld kontroll nélkiil —, amely tulzott mennyiségii
proinflammatorikus citokin képzddéshez vezet. Ez a hipotézis azonban
figyelmen kiviil hagyja annak a jelentdségét, hogy a kivaltd stimulusra valaszul
beindulnak gyulladas ellenes folyamatok is a tulzott mértékli gyulladast
kompenzaland6. Ez utdbbi tényt is figyelembe véve inkabb az feltételezhetd,
hogy a pro- illetve anti-inflammatorikus folyamatok egyenstlyanak
megbomléasa vezethet a MOF kialakuldsahoz. Egyre inkabb ugy tlinik, hogy a
tulzott mértékli gyulladdsos valasz csak kis szdmban felelés a MOF
kialakuldsaért €s a halalesetekért; sokkal inkabb a gyulladdsos reakcidkra
valaszul kifejl6dd anti-inflammatorikus, immunbénult 4allapot, az 1n.
kompenzalé gyulladasellenes immunvdalasz szindroma (compensatory anti-
inflammatory response syndrome; CARS) a f6 el6idézéje a MOF ¢és szepszis
kifejlodésének. Az utobbi idokben bizonyossdgot nyert az a tény is, hogy a
MOF-hoz vezeté immunparalitikus allapot kifejlodésében alapvetd szerepe van
a makrofagok miikodési zavaranak. Tanulményok bizonyitjadk, hogy szepszis
soran a makrofagok kezdeti, gyulladdsos citokin termelését egy elhtzddo
immunszupresszalt fazis koveti, amelyben jelentés mértékben gatoltak a
makrofag effektor funkciok.

Patogénekhez kapcsolodo molekularis mintazat (Pathogen-associated
molecular pattern; PAMP) altal kivaltott IL-10 produkcio szabalyozasa és
forrasa

Szepszises betegekben a makrofagok mikodési elégtelenségének
specifikus velejaroja a gyulladasellenes citokin, az IL-10 szintjének emelkedése.
Magas szisztémas IL-10 szint esetén az immunrendszer (véalaszul a szepszises
koriilményekre), képtelen beinditani a megfelelé immunreakcidkat, tovabba
fogékonyabb az esetleges késobb fellépd nozokomialis fertézésekre. Az IL-10
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termelddésének szabalyozasara vonatkozo ismereteink korldtozottak, a citokin
termelddése az Un. patogén felismerd receptorok (Pathogen Recognition
Receptors; PRRs) széles spektrumdval kivalthat6. TLR2 (Toll-like Receptor)
agonistak, mint pl. a lipopeptidek kivald induktorai az [L-10 termelddésének, és
a TLR2 stimulédciot kovetd ERK (Extracellular-regulated kinases) aktivacio
jelentds szerepet jatszik a citokin termelddésének szabalyozasdban. A TLR6-
nak szintén alapvetd szerepe van az IL-10 termelésében kiilonb6zd gombas
fertdzések esetében. Nemrégiben leirtak, hogy a MyD88 adapterfehérje fliggd
TLR-ek (TLR3, 4, 7, 9) szintén jelentds mennyiségli IL-10 produkcio
kivaltasara képesek egér makrofagokban. A TLR-ekhez kotodd adapterfehérjék
¢s az intracellularis kindzok kozott fontos 0Osszekotd kapocs az I1L-10
expresszidjaban a TRAF3 fehérje, amely a TRIF adapterfehérjéhez kotédo
jelatviteli utvonalon koordinalja a TBK1 fehérjét a TIR jelatviteli komplexhez,
eldsegitve ezzel az IL-10 protein kifejezddését. Az IL-10-et kddold gén egy
indukalhaté gén, amelynek szamos transzkripcids faktor altali aktivaciojat
leirtak mar, mint pl. Spl, Sp3, C/EBPP és 8, STAT3, c-Maf. Az IL-10 gén
fliggd atrendezddése is. Emellett az IL-10 termelddése posztranszkripcids
szinten is szabalyozhat6, részben az mRNS stabilitasdnak, részben a transzlacio
hatasfokdnak szabalyozasanak valtozasaval.

Az adenozin élettani és farmakologiai szerepe

Az adenozin a sejteket érintd stressz ill. sériilések hatdsara képzddik, és
szintje jelentésen megemelkedik a kiilonb6z6 koros allapotokban, mint pl.
iszkémidban, hipoxidban, gyulladdsban ¢és poszttraumas allapotban. Az
extracellularis adenozin f6 forrdsa a sejtekbdl a metabolikus stressz hatasara
felszabadul6 prekurzor adenin nukleotidok (féként ATP). Ezek egymast kovetd
enzimatikus (CD39 és CD73 proteinek altali) lebontdsa soran keletkezik az
adenozin. Egészséges szovetekben az extracelluldris adenozin szintje 0.1 uM
alatt marad, azonban iszkémias, ill. gyulladasos koriilmények kozott ez az érték
elérheti lokalisan a 10 uM koncentraciot. Egy 4j tanulmany arrdl szdmol be,
hogy a szepszises betegek plazmdjdban az adenozin koncentracid elérheti a 10
UM-t, mig egészséges személyekben szintje 1 UM alatt marad.

Adenozin receptorok

Az adenozin az A;, Aja, Asp €s Az adenozin receptoraihoz vald kotddés
utjan fejti ki hatasat. A receptorok mindegyikét klonoztak mar, és a szekvencia
analizis alapjan mind a négy adenozin receptor a hét transzmembran doménnel
rendelkezd, G-proteinhez kapcsolt receptorok csaladjaba tartozik. Mind a négy
receptortipus megtaldlhatd mind monocitdkon, mind makrofagokon. Mig az
adenozin receptorok kifejez0dése alacsony nyugvé monocitdkon, addig
mennyiségiik  jelentésen = megnovekszik  azok  makrofaggd  valo

differencialodasuk soran. A makrofdgok adenozin receptor mintdzata a
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gyulladasos aktivacido sordn is valtozason megy keresztiil. THP-1 humén
monocita sejtvonalon IL-1B és TNFa stimuldciot kovetéen az A,, receptor
szintje megndvekszik, azonban IFNy indukciot kdvetéen mennyisége csdkken.
Makrofagokban az LPS képes novelni mind az A, mind az A,g receptor
kifejezddését, mig IFNy szelektiven csak az A,p receptor expresszidjat emeli
meg.

Adenozin receptorhoz kotédo jelatviteli utvonalak

Az adenozin receptorokhoz kotddo jelatviteli itvonalak vagy az adeniléat
az intracellularis cAMP szint novekedéséhez illetve csokkenéséhez
kapcsolodnak. A cAMP szintet befolydsold képességiik alapjan az adenozin
receptorokat eldszor A; és A, receptorokra osztottdk. Az A, receptor aktivacid
kezdetben a Gj-protein altal kozvetitett AC gatldsdhoz kapcsolddott. Azonban
napjainkban mar koztudott, hogy aktivacidja kiilonb6z6 kindzokhoz kapcsolodod
szignalizacios utvonalakhoz is kothetd, mint pl. a PKC, PI-3K és MAP kinazok.
csatorndk gatlasa is bekovetkezik. Az A, receptorok két képviseldjét az
adenozinhoz valo affinitdsa szerint lehet elkiiloniteni, igy megkiilonboztetiink
magas affinitdsa A, receptort és alacsony affinitasi A,g receptort. Az Aja
receptor jelatviteli utvonal fékent az AC-cAMP-PKA utvonalhoz kapcsolodik.
Az A,p receptor stimuldcid egyrészt aktivalhatja az AC-t a G-protein Gy
alegységen keresztil, masrészt a foszfolipaiz C-t (PLC) a G, alegységen
keresztiill. Az Aj; receptor stimulaciojan keresztiil aktivalédo jelatviteli
utvonalak foként a Gj alegység altal kozvetitett AC gatlashoz, valamint a G
alegység altal kozvetitett PLC aktivaciohoz kothetéek. Ezen kiviil az A;
receptor képes aktivalni a PLD, RhoA, WNT, MAPK es PI-3K jelatviteli
molekulakat is.

Az adenozin receptorok az immunrendszer mikodését gatolva
befolyasoljak a szervezet homeosztazisat

Bar az akut szoveti sériilésre adott immunvalasznak alapvetd szerepe van
a szoveti homeosztdzis fenntartisaban, a kontrolljat vesztett gyulladas vagy
immunaktivacid tovabbi sériilést okozhat az érintett szovetekben. Az adenozin
felszabaduldsa majd a receptoraithoz torténd kotdédése a  kiilonbozo
immunsejteken egy hatékony endogén immunszupressziv hatast képes kifejtent,
ami fontos a tlmik6dd immunvalasz gatldsaban. Bizonyos koriilmények kozott
¢s bizonyos sejttipusokon azonban az adenozin receptorok képesek kivaltani
pro-inflammatorikus valaszokat is.

Az A, adenozin receptor immunszabalyoz6 szerepével kapcsolatban
jelenlegi tuddsunk hidnyos. Kimutattdk, hogy az A; receptor genetikai
inaktivacidja megnovekedett haldlozast eredményez CLP-indukalta szepszisben.
A KO (knock-out) allatokban megfigyelheté nagyobb mortalitds nagyobb
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mértekii gyulladas kivaltotta majkarosodassal jart egyiitt. Az eredmények
tiikkrében elmondhatd, hogy az A, receptor stimulacidja jotékony hatassal van a
szepszis kimenetére ebben a modellben.

A legkifejezettebb gyulladasellenes adenozin hatasért az A,, receptorok
stimulacioja feleldés, amely receptorok megtalalhatoak a neutrophil sejtek,
monocitak/makrofagok, valamint limfocitak feliiletén. Az A;n receptor
stimulacioja gatolja a makrofagok gyulladasos citokin termelését (TNFa, I1L-6,
IL-12), ezzel parhuzamosan megnoveli a gyulladasellenes citokin I1L-10
produkciojat. Bizonyitékok sorozata tamasztja ala, hogy az A, receptor
alapvetd fontossagl az adenozin altal kozvetitett protektiv hatdsban kiilonb6zo
patofiziologids korképekben, pl. iszkémids/reperfuzids sériilésekben, valamint
fert6z6 betegségekben. Farmakologiai tanulmanyok tanusitjak, hogy A
adenozin receptor agonista adagoldsa csokkenti az endotoxin altal kivaltott
gyulladasos reakcidk eredményeként kialakuld szervkdrosodést, valamint a
haldlozas mértékét; az A,, agonista védd hatasa azonban nem érvényesiilt Ajp
receptor KO allatokban.

Az A,p receptorok szintén fontos immunregulator funkciokkal
rendelkeznek, ezen hatdsukat foként az endotélsejtek és a dendritikus sejtek
funkcioinak modositdsan keresztiil fejtik ki. /n vivo tanulményok A,z KO
allatok felhasznélasaval igazoltdk, hogy ezen receptortipus stimulécidja gatolja
a kiilonboz6 adhézids molekuldk expressziojat (ICAM-1, E-selectin), aminek
eredményeképpen csokken a leukocitak adhézios képessége, €s érfalon valo
athaladdsra vald  képességiik. Ezenfelil A,z receptor KO egerek
felhasznalasaval, valamint specifikus A,g receptor agonistak/antagonistak
alkalmazéasaval igazoltdk, hogy ennek a receptortipusnak alapvetd szerepe van a
dendritikus sejtek funkcidinak szabalyozasaban is.

Az Aj receptor komplex szereppel rendelkezik a gyulladasos folyamatok
szabalyozdsaban, mivel mind gyulladasos, mind gyulladdsellenes hatasai
bizonyitottak. Kimutattdk, hogy adenozin-dezamindz (ADA) enzimhidnyos egér
kezelése Aj; receptor antagonistaval (MRS1523) megel6zi a deficiens allatok
légutaiban spontdn mddon kifejlddé eozinofil felhalmozodast, ill. gatolja a
tulzott mértekli nyaktermelést. Hasonld eredményeket értek el ADA/A; receptor
kitliintetett szerepe van az ADA deficiens allatok esetében a kronikus
tiidéelégtelenség kialakulasaban.

Az Aj; receptor gyulladasellenes szerepérdl is talalhatunk meggy6zd
tanulmanyokat. Bizonyitott, hogy az A; receptor stimuldcioja csokkenti
szepszisben a haldlozasi ratat, valamint a maj-€és vesekarosodast. A szepszises
A; receptor KO allatokban magasabb TNFa szint volt megfigyelhetd, mint a
vad tipusu egerekben, emellett az A; receptor agonista IB-MECA jelentds
mértékben javitotta az egerek tulélését A, és A, receptor KO allatokban,
azonban hatastalan volt A; KO egerekben, kihangsulyozva az Aj; receptor
aktivacio jelent0ségét ebben a betegségben.
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2. CELKITUZESEK

Alapul véve a munkacsoportunk, ill. mas laboratoriumok az A, receptor
immunszupressziv hatasat kimutatdé megfigyeléseit, feltételeztiik, hogy az
adenozin A,, receptornak szerepe lehet a szepszis 4ltal kivaltott
immunparalitikus allapot kialakitdsaban. Megvizsgaltuk, hogy az A, receptor
genetikai- vagy farmakologiai inaktivacidja képes-e megvaltoztatni a szepszis
altal okozott immunszupresszalt fenotipust. Vizsgalatainkhoz egy klinikailag
relevans modellt, a cecum lekdtéses és perforacios (cecum ligation and
puncture; CLP) egér modellt valasztottuk. Tudoményos célkitlizéseink a
kovetkezdk voltak:

1. Megvizsgalni az A, receptor hidnydnak a hatdsat a szepszis altal indukalt
mortalitasra €és a baktériumok eliminécidjara.

2. Meghatdrozni az A, receptor hianydnak a hatasat a szeptikus egerek
citkoin termelésére.

3. Megvizsgalni az A, receptor deficiencia hatdsit a limfoid szervek
apoptozisara szeptikus egerekben.

4. Tanulmanyozni az A, receptor genetikai inaktivacidjanak lép-specifikus
geének expresszidjara gyakorolt hatasat.

5. Megvizsgalni az A, receptor farmakologiai gatlasdnak a hatasat a
szepszis korlefolyasara €és kimenetelére.

10 produkciora kifejtett hatdsat.

7. Azonositani a TLR4, MyD88, TRAF6 és MAPK-ok szerepet az E. coli és
8. Meghatarozni az A, receptor aktivacio szerepét az E. coli altal eldidézett

IL-10 termelés sordn az mRNS produkcié transzkripcionélis

szabalyozéasaban.

3. MODSZEREK

CLP

A polimikrobidlis szepszist CLP modszerrel idéztiik eld az egerekben. A
8-10 hetes, him A, receptor KO ¢és vad-tipusu egereket intraperitonealisan
adagolt Pentobarbitallal érzéstelenitettiik (50mg/kg). Aszeptikus koriilmények
mellett, egy 2 cm-s bemetszéssel felnyitottuk a hasiireget, hogy hozzaférhetd
legyen a vakbél. A vakbél kb. 2/3-at elkotottiik, és a lekotott részt kétszer
keresztiilszurtuk egy 20G-s injekcios tiivel.



A bakterialis koloniaformalo egységek (CFU) szamanak meghatarozasa a
peritonealis folyadékban és a vérben

100 ul vérbdl ill. peritonealis folyadékbol steril fiziologias soval 10x
higitasi sort készitettlink 100 pl-es térfogatokban, majd steril koriilmények
kozott mindegyik higitott mintabol 50 pl-t kentiink ki véres agar lemezekre. A
lemezeket 37°C-on inkubaltuk, €s 24 6ra elteltével megszamoltuk a telepeket.

A citokinszintek azonositasa a vérben és peritonealis folyadékban
A plazma és peritonealis IL-10, IL-6, IL-12p70, TNFa ¢és MIP-2
citokinszintek meréséhez ELISA DuoSet kiteket hasznaltunk.

Apoptotikus markerek azonositasa Western Blot-tal

A lép és csecsemOmirigy mintakat Dounce homogenizator segitségeével
modositott RIPA pufferben homogenizaltuk. 40 ug nyers fehérje kivonatot
vittlink fel 4-12%-os Tris-glicin gélre, majd a gélelektroforézist kdvetden a
mintakat nitrocellul6z membranra transzferaltuk. A membranokhoz a blokkolast
kovetden poliklondlis, nytlban termeltetett hasitott kaszpaz-3; poliklonalis,
nyulban termeltetett hasitott PARP; poliklonalis, kecskében termeltetett B-aktin
elleni antitesteket adtunk. Ezt koOvetden a membranokat masodlagos,
(Horseradish Peroxidase) HRP-val kapcsolt antitestekkel inkubaltuk. A savok
detektalasa ECL Western Blot detekcios reagenssel tortént.

Apoptozis detektalasa TUNEL jeloléssel

Paraffinba 4gyazott 1épmintakbol 5 pum-es metszeteket készitettiink, majd
ezeket a metszeteket jeloltik TUNEL modszerrel a TACS In Situ Apoptosis
Detection Kit-et hasznalva.

Timocita apoptozis ill. az MHC II  1épsejtek valamint peritonealis
makrofagok altali expresszios szintjének flow citometrias azonositasa

A timocita apoptozis kvantifikaldsahoz a timuszszoveteket kiméletesen
eldorzsoltiik, mialtal a sejtek kiszabadultak a szerv kotészovetes allomanyabol.
Az apoptotikus sejthaldl fokat fluoreszcein-nel jelolt Annexin V markert
tartalmazé kittel mértiik. Az MHC 1I kifejez6désének a szintjét egy APC-vel
jelolt MHC 1I ellen termeltetett antitest segitségével hataroztuk meg. A flow
citometrias analiziseket FACScan miiszeren hajtottuk végre, a CellQuest
szoftver segitségével.

Génexpresszios vizsgalatok és RT-PCR analizis szepsziszes egerek lép
mintaibol

A 1épekbdl TRIZOL-al nyertiink ki RNS-t, majd ezt tovabb tisztitottuk
RNeasy mini kittel. A (complementary) cRNS transzkripcié, a mintak
hibridizacioja a megfeleld egér microarray panelhez, amely az egész egér
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genomot reprezentalta, valamint az adatok analizise a Yale egyetemen torténtek
(Affymetrix Gene Chip Core Facility, W.M. Keck Foundation Biotechnology
Resource Laboratory, Yale University, New Haven, CT, USA). Az IL-10, IL-6,
MIP-2 es 18S RT-PCR reakcidkat a génchip analizishez hasznalt RNS
mintakbol végeztiik. A reakciokhoz 5 ug RNS-t irtunk 4t cDNS-sé 20 pl-es
reakci6 térfogatban. A reverz transzkripcié 42°C on tortént 15 percig. A PCR
reakciokat Expand High Fidelity PCR késziiléken végeztiik el.

A sejtek tenyésztése és a peritonealis makrofagok izolalasa

A peritonealis makrofagok kinyerés¢hez az egereket 3 ml 2 %-os steril
Brewer’s tioglikolat-tal (TG) oltottuk be intraperitonealisan. 4 nappal késébb az
allatokat tulaltatassal elpusztitottuk, és a peritonedlis sejteket kioblitettiik. A
TG-altal indukalt peritonealis makrofagokat, C/EBPP deficiens és kontroll
makrofagokat, valamint a RAW264.7 makrofag sejtvonalat Dulbecco’s
modified Eagle’s Medium (DMEM) médiumban ndvesztettiik 10% {6talis
borjuszérum (FBS), 50 U/ml penicillin, 50 pg/ml streptomycin es 1.5 mg/ml
Na-bikarbonat jelenlétében; 37°C-on, és 5% CO,-ot tartalmazo6 atmoszféraban.

RNS kivonas, cDNS szintézis és kvantitativ PCR

Az RNS-t TRIZOL-al vontuk ki a peritonealis makrofagokbol. A reverz
transzkriptdz reakciokat 5 pug RNS-el végeztik el MuLV RTaz enzimet
hasznalva. A real time PCR reakciokat SYBR Green I reagenssel Roche
Lightcycler késziilékben hajtottuk végre.

C/EBP  konszenzus szekvenciarégiora mutans IL-10 promoter
luciferazkonstrukt elkészitése

A mutdciot tartalmazo IL-10 promoter génszintézis segitségével késziilt
(Genescript Co). A mutacidt tartalmazod szekvencia véget HindIII-Xhol
restrikcios enzimekkel emésztettiik, majd pGL2-Basic luciferdz vektorba
illesztettiik. A mutdcios hely meglétét szekvenalassal bizonyitottuk.

RAW264.7 sejtek tranziens transzfekcioja

A transzfekcidhoz FUGENEG6.0 transzfekcios reagenst hasznaltunk.
0.5x10° sejtet szélesztettiink ki 24-lyukt plate minden lyukaba. A kovetkezé
napon a sejteket 0.4 ug plazmid DNS-sel transzfektaltuk (IL-10 reporter
plazmid, C/EBP konszenzus kotéhelyen mutaciot hordozod IL-10 promoter
luciferaz konstrukt, A, receptor overexpresszids konstrukt [pA;x-CMV],
C/EBP reporter plazmid) 200 pl médiumban egy ¢éjszakan keresztiil 37°C-on. A
sejteket a kezeléseket kovetden 80 ul 1x passziv lizis pufferben lizaltuk, a
luciferaz aktivitdsmérésekhez 20 Ul sejtlizatumot hasznaltunk fel.



A TRAF6 pSilencer siRNA konstruktok készitése valamint a RAW264.7
sejtek stabil transzfekcioja

A specifikusan TRAF6 fehérje csendesitését célzd un. hairpin siRNS
(shRNS) oligonukleotidokat az Ambion siRNA design algorithm programjaval
terveztiikk, az oligonukleotidokat pSilencer3.1-HIneo expresszidos vektorba
klonoztuk. A konstruktokat RAW264.7 sejtekbe transzfektaltuk Superfect
transzfekcidos reagenssel 3 Ordan keresztiil. Ezt kovetden a médiumot
eltavolitottuk, €s a sejtekre 0j szelekcios médiumot pipettdztunk (0.8% G418).
A G418-ra szelektiv telepek teljes kiszelektaldsa két hetet vett igénybe. A
TRAF6 expresszid szintjét a szelektalt telepekben real time PCR-rel vizsgaltuk.

Sejtmagi protein frakcio kinyerése és C/EBP EMSA, valamint szupershift
assay

A sejteket 1.5 ml PBS-ben torténd felkaparast kovetden 10 perces 300g-n
centrifugalassal gyljtottiik ossze. A sejteket 50 ul citoszolikus lizispufferben
reszuszpendaltuk, majd 15 percig jégen tartottuk Oket. Ezt egy centrifugélas
kovette. A centrifugalds utani feliiliszo tartalmazta a citoszolikus frakciot (ezt
eltettiik a tovabbi vizsgélatokhoz). A centrifugdlads utani pellet tartalmazta a
sejtmagi frakciot. Ez utdbbihoz kétszeres térfogat nuklearis extrakcids puffert
adtunk ¢és a mintdkat 30 percig jégen inkubdltuk. A sejtmagi frakciot
centrifugalassal kiilonitettiik el. Az elektromobilitasi vizsgdlatokhoz a C/EBP
konszenzus oligonukleotid probat T4 polinukleotid kinaz segitségével [{y}-
PJATP-vel radioaktivan jeloltik, majd a probat MicroSpin G-50 oszlopon
tisztitottuk. A vizsgalathoz el6szor 10 pg sejtmagi proteint szobahdmeérsékleten
eldinkubaltunk 10 percig C/EBP EMSA binding pufferben, majd hozzaadtuk a
mixhez a radioaktivan jelolt probat, és 37°C-on inkubéltuk a reakciot tovabbi 30
percig. A szupershift vizsgalatokhoz a mintakat 3 ug C/EBPP vagy C/EBPO
antitesttel inkubaltuk 45 percig szobahdn. A protein-nukleinsav komplexeket
nem denaturdlo poliakrilamid gélen szeparaltuk (4% akrilamid) 0.5xTris borat-
EDTA pufferben, 35 mA-rel elektroforetizalva. Ezt kovetden a gélt 3M papirra
transzferaltuk, majd vakuum alatt megszaritottuk (80°C-on ~40 percig), majd a
megszaritott gélre rontgenfilmet helyeztiink.

A C/EBPp, C/EBPJ, foszfo-p38 es a foszfo-p42/44 proteinek Western Blot
analizise

A C/EBPB, C/EBPJ proteinek szintjét az EMSA-hoz felhasznalt nuklearis
frakcidkban vizsgaltuk meg. A vizsgalathoz 10 pg proteint hasznaltunk fel. A
foszfo-p38 és a foszfo-p42/44 proteinek Western Blot analiziséhez a
peritonedlis makrofagokat modositott-RIPA pufferben homogenizaltuk, a
lizatumokat centrifugaltuk, és a feliiliszokat hasznaltuk fel az analizishez. 30 ug
protein vittiink fel minden mintdbol 4-12%-os Tris-glicin gélre, majd az
elvalasztds utdn a mintakat nitrocelluloz membranra transzferaltuk. A
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membranokhoz a blokkolast kdvetden poliklonélis, nyulban termeltetett foszfo-
p38; poliklonalis, nyulban termeltetett foszfo-p42/44 elleni antitesteket adtunk.
Ezt kovetéen a membranokat madasodlagos, HRP-val kapcsolt antitestekkel
inkubaltuk. A sadvok detektalasa ECL Western Blot detekcios reagenssel tortént.

IL-10 és IL-6 ELISA

A peritonedlis makrofagokat 96-lyuktl mikrotiter lemezeken adenozinnal
vagy adenozin receptor agonistaval kezeltiik, majd E. coli-val stimulaltuk. A
sejtek feliiliszojdban az IL-10 és IL-6 citokinszinteket DuoSet ELISA-val
azonositottuk.

4. EREDMENYEK
Az A, receptor hianya véd a CLP altal indukalt halalozas ellen és javitja a
baktériumok eliminaciojat a hasiiregbol és a vérarambol

Vizsgélataink soran eldszor az A,y receptor hianyanak hatasat
tanulmanyoztuk CLP indukalta szepsisben, egy 5 napot atfogo talélési kisérlet
keretében. Azt tapasztaltuk, hogy a kontroll (vad-tipusu) egerekben a CLP-t
kovetd 5. napon ~ 70%-o0s volt a haldlozési ardny. Az A,, KO allatokban
azonban a halalozasi arany szignifikansan alacsonyabb volt, és 35%-o0s eltérést
mutatott az 5. napon a kontroll torzshoz képest. Ezt kovetden az A, receptor
inaktivaciojanak a baktériumszintekre kifejtett hatdsat vizsgaltuk a fert6zés
elsédleges helyén, a hasiiregben, valamint a véraramban. Mind a
peritoneumban, mind a vérdramban, Osszehasonlitva a vad-tipusu egerekkel,
jelentés mértékben alacsonyabb baktériumszdmot taldltunk az A,, KO
allatokban.

Az A, receptor deficiencia hatasa a citokintermelésre ¢és a
szervkarosodasra szepszisben

A CLP megndvelte mind a plazma mind a peritoneélis IL-10 termelést,
mind a két vizsgalt egértdrzsben, az A,y KO egerek azonban jelentdsen
alacsonyabb IL-10 szintet mutattak a CLP-t kovetden 16 6ranal, mint a vad-
tipusu allatok. A CLP 4altal indukalt IL-6 szint szignifikdnsan magasabb volt a
vad-tipusu allatok vérében ¢€s hasiiregében, mint az A,, KO allatokban. A CLP-
indukalta MIP-2 produkcié szintén lecsokkent a KO allatokban. A CLP-t
kovetden, 48 ora mulva a kiilonb6z6é citokinek szintje hasonld értékeket
mutatott a vad-tipust és az A,;x KO dallatok plazmajaban és hasiiregében
egyarant.

Ezt kovetden a kiilonbozd szervkarosodasra jellemzd markereket és a
hematologiai paramétereket vizsgaltuk meg. A vesekarosodas markereként a
BUN (Blood Urea Nitrogen), a majkarosodas markereként az AST (aszpartat-
aminotranszferaz) és az ALT (alanin-aminotranszferaz) enzimek szintjét
mértilk. Mind a harom paraméter értéke jelentdsen megnodvekedett a CLP-t
kovetden mind a két egértdrzs vérében. A fehérvérsejtszam, a limfocitak
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mennyisége és a vérlemezke szam jelent6sen csokkent a CLP-t kdvetden.
Azonban a fenti paraméterek egyike sem mutatott kiilonbséget az A,x KO
illetve a kontroll allatokban, sem 16, sem 48 oraval a CLP-t kovetoen.

Az A;, receptor hianya csillapitja a limfoid szervek CLP indukalta
apoptozisat

A szepszis sordn bekovetkezd nagy mertékii limfocita apoptozis
hozzéjarulhat a korkép soran kialakulé immunszuprimalt allapot kialakulasahoz.
A PARP fontos célpontja az apoptozisban fontos szerepet jatszo6 kaszpaz-3
protedznak, amely maga is hasitodik apoptozis soran. Ezért a kdvetkezOkben a
kaszpéaz-3 es a PARP fehérjék proteolitikusan hasitott formainak a mennyiségét
vizsgaltuk a CLP-nek kitett egerek 1épében és timuszaban. Azt talaltuk, hogy 16
oraval a CLP-t kovetéen a vad-tipust allatokban jelentds mennyiségii hasitott
kaszpaz-3 és PARP halmozodott fel, mig az A,» egerekben a proteolitikusan
hasitott formdk mennyisége nagy mértékben lecsokkent. A kaszpaz-3
aktivacidja az un. késoi apoptotikus jelek megjelenéséhez vezet, mint példaul a
foszfatidil-szerin oldallancok megjelenéséhez a sejtek felszinén. Ezért a tovabbi
kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogy az A, KO éallatokban tapasztalhato kisebb
mértéklt kaszpaz-3 aktivacio okoz-e kiilonbséget a késdi apoptotikus
szignalokban a timocitdkban a szepszist kovetden. Eredményeink szerint a CLP
szignifikdnsan megndvelte a foszfatidil-szerin mennyiségét mind a két kisérleti
csoportban a CLP-t kovetéen 16 6randl. Ambar a KO allatokbdl szarmazo
timocitaknal 34%-al alacsonyabb volt a foszfatitidil-szerin mennyisége, mint a
vad-tipust allatokban, a kiilonbség nem érte el a statisztikailag szignifikans
kiilonbséget. Mivel a foszfatidil-szerin gyengén detektalhatdo a CLP-t kdvetden a
Iépsejteken, ezért TUNEL immun-hisztokémiat hasznaltunk a késdi apoptdzis
detektalasara. A CLP jelentésen megemelte a TUNEL pozitiv 1épsejtek aranyat
a vad-tipusu allatokban, tovabbad a KO egerekbdl szdrmaz6 TUNEL pozitiv
1épsejtek szama szignifikdnsan kevesebb volt a sebészeti beavatkozast kovetden.

Szeptikus A, KO és WT egerek lépének génexpresszios analizise

Tovabb  vizsgdlva a  lehetséges cellularis és  molekularis
mechanizmusokat, amelyek feleldsek lehetnek az A,, KO allatokban megfigyelt
csOkkent mértéki mortalitasért, 6sszehasonlitottuk a WT és KO allatok 1épének
génexpresszios mintdzatat szepszisben. 330 gén kifejezddése felregulalodott,
mig kozel 700 gén (tobbek kozott az IL-10, IL-6 és MIP-2) expresszios szintje
lecsokkent az A,, KO 4llatokban a vad-tipust allatokhoz képest. RT-PCR-rel
megerdsitettiik, hogy az 1L-10, IL-6 ¢és a MIP-2 mRNS-ek szintje lecsokkent a
KO éllatok 1épében. A felregulalddott gének koziil az egyik legszembetiindbb az
MHC II gén expressziojanak fokozodasa volt. Az MHC II génexpresszios
valtozasanak fehérje szinti megjelenését flow citometriaval teszteltiik.
Kimutattuk, hogy A,» KO allatokban mind a peritonealis mind a 1épbdl
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szarmazd makrofagok felszinén jelentdsen nagyobb mennyiségben van jelen az
MHC II molekula.

Az A,, receptor farmakologiai inaktivacioja csokkenti a CLP altal indukalt
mortalitast

Tovabb vizsgalva az A,s receptor szerepét a szepszis indukalta
halalozasban, egy olyan farmakologiai megkozelitést alkalmaztunk, melyben a
receptor specifikus antagonistdjaval, a ZM241385-el kezeltik a vizsgalati
allatokat, majd CLP-vel szepszist idéztiink eld benniik. A szelektiv antagonista
jelentds mértékben csokkentette a halalozasi ratat, 6sszehasonlitva a vehikulum-
oltott allatokkal. Ezt kovetden megvizsgaltuk az IL-10, IL-6 és MIP-2 szinteket
a ZM241385 kezelt, ill. kontroll allatok vérében és hasiiregében. Az IL-10 és a
MIP-2 plazma ¢és peritonealis szintje alacsonyabb volt az antagonistaval
elékezelt allatokban, mint a vehikulum-oltott egerekben. Hasonléan a KO
egerekben tapasztaltakhoz, az IL-6 szintje alacsonyabb volt a ZM241385 kezelt
allatok peritonealis folyadékdban, azonban a vérplazma IL-6 mennyisége nem
mutatott eltérést a két csoport kozott. Végiil megfigyeltiik, hogy a specifikus
A, antagonista halalozas elleni védéhatasa akkor is érvényesiilt, ha a CLP-t
kovetd masodik ordaban adtuk a szert, ami kiemeli az A,5 receptor szelektiv
gatlasanak potencialis klinikai alkalmazhatosagat szepszis kezelésében.

Az A,, receptor aktivacioja és az E. coli egyiittesen indukalja az 1L-10
produkcidojat makrofagokban

A kovetkezd vizsgalatainkban figyelmiinket azon intracellularis jelatviteli
utvonalak fel¢ forditottuk, amelyek szerepet jatszhatnak az A,, receptor
aktivaciojdhoz kapcsolhaté IL-10 termelés indukcidjaban. A,y KO és WT
egerekbdl szarmazo peritonedlis makrofdgokat adenozinnal és E. coli-val
kezeltiink, majd vizsgaltuk az IL-10 termelésiiket. A WT egerekbdl szarmazo
makrofagok csak alacsony szintii IL-10 termelésre voltak képesek E. coli
stimulaciot kovetéen, ha azonban az E. coli-val stimulalt makrofagokat
adenozinnal kezeltik, akkor dramai novekedés kovetkezett be az IL-10
produkciojukban. A kombinalt E. coli/adenozin kezelésnek azonban nem volt
indukalo hatédsa az E. coli altal kivaltott IL-10 termelésre A;a receptor deficiens
makrofagokban. Ezt kovetden a peritonealis makrofagokat E. coli-val kezeltiik
kiilonb6z6 adenozin receptor agonistdk jelenlétében. Mind az A, receptorra
specifikus agonista CGS21680, mind a nem szelektiv adenozin receptor
agonista NECA novelte az E. coli 4&ltal kivaltott IL-10 termelést a
makrofagokban, koziililk a CGS21680 volt a legpotensebb.

Mivel korabbi vizsgalatok leirtdk az A, adenozin receptor szerepét az
IL-10 termelés szabalyozéasaban, ezért 6sszehasonlitottuk az A,z KO-bol és vad-
tipust egérbdl szarmazo peritonealis makrofagok E. coli stimuldciot kovetd 1L-
10 termelését is. Az E. coli azonos mértékben indukalta az IL-10 termelését
mind a két térzsbdl szarmaz6 makrofagokban. Az adenozin felerdsitette ezt a
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hatast a vad-tipust allatokbdl szarmazé makrofdgokban, ami valamelyest (kb.
10%-al), de statisztikailag szignifikdns moddon csokkent az A,p KO
makrofagokban.

Az adenozin E. coli altal kivaltott IL-10 termelésre gyakorolt stimulacios
hatasahoz nem sziikséges a TLR4 és a MyD88, azonban negativ mdédon
szabalyozodik a TRAFG6 és a p38 foszforilaciojanak gatlasa altal

A tovabbi kisérleteink soran elséként arrdl szerettiink volna
meggy6zO6dni, hogy az IL-10 adenozin és E. coli altali szinergisztikus
felregulalodasa vajon TLR4 ligandok utjan torténik-e, vagy sem. Ennek a
megvizsgalasdhoz TLR4 deficiens ¢és vad-tipusi egerekbdl szdrmazo
peritonealis makrofagokat kezeltiink hdvel inaktivalt E. coli-val és adenozinnal.
Azt talaltuk, hogy az E. coli képes volt alacsony szintli IL-10 termelést kivaltani
a WT makrofagokban, ez a hatds azonban kisebb mértékii volt a TLR4 KO
sejtekben, emellett az adenozin jelentdsen megnovelte az E. coli éltal indukalt
IL-10 produkciot a WT makrofagokban. Bar a kombindlt adenozin/ E. coli
kezelés csak alacsonyabb szinti IL-10 termelést indukalt a TLR4 KO
makrofagokban, mint a WT sejtekben, az indukcidé mértéke 6sszehasonlithato
volt a két torzsbdl szarmazoé makrofdgokban. A tényt megerdsitendd, miszerint
az adenozin TLR4-t4] fiiggetleniil képes a E. coli altal kivaltott IL-10 termelés
felerdsitésére, E.coli helyett a peritonedlis makrofagokat Gram pozitiv
baktériummal, S. aureus-al stimulaltunk. Ennek kovetkeztében a sejtek IL-10
termelése ebben az esetben is indukalodott, és a citokin szintje tovabb nott
adenozin kezelés hatasara. A TLR2 specifikus agonista, a lipoteichonsav (LTA)
szintén stimulalta a makrofagok IL-10 produkcidjat, amely stimuldcidt az
adenozin jelentésen megnovelte.

A MyD88 proteinnek kozponti szerepe van szamos baktérium altal
indukalt makrofadg vélaszban, ezért megvizsgaltuk, hogy a MyD8&88-nak vajon
van-e szerepe az FE.coli/adenozin &ltal indukalt IL-10 termelésben.
Eredményeink szerint nem volt kiilonbség a MyD88 KO-bdl, illetve vad-tipusu
allatokbdl szarmazo6 peritonedlis makrofdgok FE. coli altal kivaltott IL-10
termelésében, valamint a kombinalt E. coli/adenozin kezelés esetében sem
tapasztaltunk kiilonbséget a két torzsbdl szarmazo sejtek IL-10 termelésében.

A TRAF6 fehérje fontos szerepet tolt be makrofagokban a gyulladasos
citokinek produkcidjanak indukciojadban kiilonbozo a sejteket érd bakterialis ill.
TLR agonistak altali stimulusokra. Ezért egy shRNS altal kozvetittet
megkozelitést alkalmazva vizsgaltuk, hogy a TRAF6 proteinnek van-e szerepe
az E. coli és/vagy adenozin altal okozott IL-10 termelésben. A korabbi
adatokkal egybehangzdan az E. coli altal indukalt IL-6 produkcid lecsdkkent a
TRAF6 shRNS-t kifejez6 makrofagokban, bizonyitva, hogy a gyulladasos
stimulus hatasara keletkezd IL-6 termelddéséhez sziikséges a TRAF6 fehérje.
Az adenozin csOkkentette a kontroll sejtek IL-6 termelését, azonban nem volt
hatdsa a TRAF6 shRNS-t expresszalo sejtekben, arra utalva ezzel, hogy az
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adenozin gatlo hatdsa TRAF6 fehérjétol fiiggd folyamat. Ezzel ellentétben az
IL-10 szintje jelentdsen magasabb volt a TRAF6 shRNS-t kifejezd sejtekben,
mind az E. coli, mind kombinalt E. coli/adenozin kezelést kdvetden, azt jelezve,
hogy a TRAF6 fehérje negativ regulatora az E. coli és adenozin 4ltal indukalt
IL-10 produkciénak.

Megvizsgalva a mind a TLR ligandok, mind az adenozin altal aktivalhato
p38 ¢és a p42/44 MAP kinazok szerepét az E. coli altal kivaltott, ill,
E.coli/adenozin  4altal  szinergisztikusan = megnovelt IL-10  termelés
szabalyozasaban, azt talaltuk, hogy az E. coli megnovelte a p42/44 aktivacidjat,
de nem volt hatdsa a p38 foszforilacidjara. Amikor a makrofagokat egyiittesen
kezeltiik E. coli-val és adenozinnal a p38 aktivacioja megnovekedett, azonban a
p42/44 foszforiladcidja nem valtozott az E. coli stimuldcidhoz képest. Ezen feliil,
ha a peritonealis makrofagokat p38 fehérjére szelektiv inhibitorral, SB203580-al
kezeltiik, akkor az adenozin IL-10 szintnovelé hatasa teljes mértékben
megsziint, mig a p42/44 inhibitor PD98059-nek nem volt ilyen hatésa.

Az adenozin E. coli altal kivaltott IL-10 produkciot novelo hatasa osszefiigg
az IL-10 mRNS felhalmozodasaval, valamint a C/EBPf transzKkripcios
faktor aktivalodasaval az IL-10 gén promoter régiojaban

Az E. coli stimulus kb. négyszeresére novelte az IL-10 mRNS szintjét
peritonedlis makrofagokban, €s az adenozin tovabbi nyolcszoros ndvekedést
eredményezett. A transzkripcidt gatld Actinomycin D kivédte az E. coli és
adenozin altal okozott szinergisztikus IL-10 mRNS ¢és protein akkumulaciot,
kihangstlyozva a szinergisztikus hatas transzkripcionalis természetét.

Ezt kovetden az adenozin hatasat tanulméanyoztuk az E. coli altal indukalt
IL-10 promoter aktivitdsra. A vizsgéalthoz RAW264.7 sejteket transzfektaltunk
olyan konstrukttal, ahol a luciferaz fehérje kifejezédése a teljes IL-10 promoter
figgvénye volt. Azt taldltuk, hogy az E. coli megndvelte az IL-10 promoter
aktivitasat, és az adenozin kétszeresre erOsitette ezt a hatast. Mivel a
RAW264.7 makrofagok alacsony szinten fejezik ki az A,s receptort, ezért
transzfektaltuk dket egy az A,, fehérjét kifejezd expresszids konstrukttal. Ez a
megnovekedett A, receptor expresszid még tovabb ndvelte az IL-10 promoter
aktivitasat a kontroll plazmiddal transzfektalt sejtekhez képest mind E. coli,
mind kombinalt adenozin/E. coli kezelést kovetden, rdmutatva az A, receptor
kozponti szerepére.

Az adenozin E. coli stimulaciot kovetd IL-10 promoter aktivaciot noveld
hatdsaban szerepet jatsz6 DNS szekvencidk azonositdsa céljabol 5° IL-10
promoter delécidos mutansok altal szabalyozott luciferaz expresszios reporter
konstruktokkal transzfektdltunk RAW264.7 sejteket, majd E. coli/adenozin
kezelést kovetden vizsgaltuk a transzfektansok luciferaz aktivitdsat. A luciferdz
aktivitasi vizsgalatok eredményeként azt kaptuk, hogy -438 ¢és -376
szekvenciarégid kozotti IL-10 promoter szakasz felelds az adenozin hatasaért E.
coli stimulaciét kovetden. Egy a transzkripcids faktor kotéhelyeket térképezo
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programot hasznalva (STFBS, Searching Transcription Factor Binding Sites),
azt talaltuk, hogy a kérdéses szakaszon belil két potenciadlis C/EBP
transzkripcios faktor kotohely taldlhatdé (-410/-399 ¢és -398/-385). Hogy
megbizonyosodjunk arr6l, hogy a két szekvencia-szakasz nélkiilozhetetlen az
adenozin IL-10 promoter aktivitdst ndvelé hatdsdhoz, mutaciét idéztiink eld a
két szekvencia-szakaszban, majd a mutaciot hordoz6 IL-10 promotert pGL2-B
luciferaz plazmidba klonoztuk. A mutéaciot hordozé konstrukt luciferaz aktivitas
analizise azt az eredményt hozta, hogy C/EBP konszenzus szekvencidk
nélkiilozhetetlenek az adenozin IL-10 promoter aktivitasanak a megnoveléséhez
E. coli stimulaciot kovetden.

Mivel az IL-10 promoter a -438 és a -376 régiok kozott kotdhelyeket
tartalmaz a C/EBP transzkripcios faktor szamara, és a kotOhelyek szerepét a
promoter aktivitdsban az eldzdek szerint bizonyitottuk, megvizsgaltuk az E.
coli, ill. az E. coli/adenozin kombinalt kezelés hatasit a C/EBP fehérje
transzkripcionalis aktivitdsara. RAW264.7 sejteket transzfektaltunk olyan
luciferaz konstrukttal, ahol a luciferaz expresszio a C/EBP protein aktivacid
fliggvénye volt, a transzfektalt sejteket E. coli-val stimulaltuk és adenozinnal
kezeltiik, majd analizaltuk a transzfektansok luciferaz aktivitasat. Azt talaltuk,
hogy az E. coli megnovelte a C/EBP luciferaz aktivitast, és az adenozin tovabb
novelte az aktivitast kb. 2.5x-esére.

Ezt kovetden megvizsgaltuk az E. coli és az adenozin hatasat a C/EBP
DNS kotésére. Sejtmagbdl szarmazo fehérjefrakciét hasznalva E. coli
stimulaciét kovetden, szignifikdns ndvekedést tapasztaltunk a C/EBP
konszenzus szekvenciahoz val6 nuklearis protein kétddésben 30 ill. 60 percnél,
¢s az adenozin jelentOsen felerdsitette ezt a hatast.

A C/EBP transzkripcids faktor csaldd szamos tagot tartalmaz, ezek koziil
a makrofagokban leginkdbb a C/EBPPB ¢és a C/EBPo6 fejezddik ki. Ezért
megvizsgaltuk a C/EBPP és C/EBPo izoformak szerepét a C/EBP konszenzus
DNS-hez wvaldé kotddésben adenozin/E. coli kezelést kovetden. Ezen
vizsgalatokhoz a C/EBPP és C/EBP6 izoformék elleni antitesteket hasznaltunk,
amelyekkel eldinkubaltuk a sejtmagi protein frakcidkat E. coli 1ill. E.
coli/adenozin kezelést kovetden, €és a protein/DNS komplexek mobilitasat
vizsgaltuk szupershift technikaval. Azt talaltuk, hogy egyediil a C/EBPJ antitest
valtoztatta meg a DNS komplexek mobilitasat. Hogy tovabbi bizonyitékot
szerezziink a C/EBP szerepérdl, megvizsgaltuk a C/EBP és C/EBPS izoformak
szintjét a makrofagok citoszolikus ¢€s sejtmagi frakcigjdban E. coli, ill.
kombindlt E. coli/adenozin kezelést kdvetden. Analizisiink eredményeként azt
talaltuk, hogy a C/EBP6 izoforma nem halmozodott fel a makrofagok sejtmagi
frakciojaban az E. coli, ill. E.coli/adenozin kezelést kovetden. Azonban, mind a
harom C/EBPP izoforma (LIP: liver-enriched inhibitory irotein, LAP: liver-
enriched activating protein, FL-LAP: full length liver-enriched activating
protein) szintje jelentdsen megndvekedett az E. coli-val stimuldlt makrofagok
sejtmagi frakcidjdban. Tovabba az adenozin tovabb ndvelte mind a harom

16



C/EBPpB izoforma nukleéris szintjét E. coli stimulaciét kovetden, de az
adenozinnak nem volt hatdsa E. coli kezelés nélkiil. Hogy tovabbi bizonyitékot
nyerjink a C/EBPB izoforma szerepérél az IL-10 termelésének
szabalyozasaban, C/EBPP deficiens ¢és kontroll immortalizdlt makrofag
sejtvonalat E. coli-val és E. coli-val/adenozinnal kezeltiink, majd megmértiik a
sejtek 1L-10 produkcidjat. Azt talaltuk, hogy sem az E. coli sem az E.
coli/adenozin kombindcidja nem indukalta az IL-10 termelését a C/EBPfJ
deficiens sejtekben, mig a hasonld stimulusok az eldzd megfigyeléseinknek
megfelelden indukaltak az [L.-10 produkcidjat a C/EBPB WT makrofagokban.

5. OSSZEFOGLALAS

Genetikai illetve farmakoldgiai megkozelitést alkalmazo tanulméanyok
sora szolgaltatott bizonyitékot a kiilonb6z0 adenozin receptorok fiziologiai
szerepérdl szepszisben. Az A, receptor genetikai delecidja, vagy specifikus
A,a receptor antagonista (ZM241385) altali farmakoldgiai inaktivacioja
csOkkentette a CLP altal indukalt haldlozéasi ratat. Az A,s receptor hidny
védohatdsa mogott meghuzodd mechanizmusok kozzé tartozik a csokkent
bakterialis invazio, valamint az immunrendszer megfelel6 modon szabalyozott
miikodése.

Bér az adenozin receptor agonistaknak erdteljes immunmodulald hatasa
van, az adenozin receptorok széleskorli, szamos szovetre kiterjedd szoveti
kifejez0dése limitalhatja a haszndlhatosagukat a kiilonbozé gyulladasos
betegségek kezelésében. Az adenozin receptor antagonistak idealis célpontként
szolgalhatnak az immunrendszer miikodési elégtelenségekhez kapcsolhatod
korképek kezelésében, mivel a hatdsukat szelektiven a sériilés helyen fejtik ki,
ahol a szdveti karosodas soran az endogén adenozin felszabadul a sejtekbdl.
Amikor a szervezetnek erds immunvalaszokra van sziiksége ahhoz, hogy
eltavolitsa a fertézést kivaltdo koérokozdkat, mint pl. a szepszis
immunszupresszalt allapotaban, az A,, adenozin receptor antagonista hatdsos
lehet az immunrendszer miikddésének felreguldlasaban, és igy a szervezetet
megtamadd  patogének  eliminacidjaban.  Potencidlis ~ mellékhatasok
természetesen eléfordulhatnak az A, receptor antagonista alkalmazasa soran,
ugy mint megnovekedett vérnyomas ¢€s gyulladas; azonban egy nemrégiben leirt
tanulmanyban, ahol A,, antagonistaval kezeltek Parkinson korban szenvedd
betegeket, az A,n antagonista hatdsa mentes volt a fent emlitett
mellékhatasoktol.

Osszefoglalva, az endogén mddon felszabadulé adenozin az A,, adenozin
receptorhoz kotddve alapvetd szerepet jatszik az immun paralitikus allapot
kialakitdsdban a C/EBPP/IL-10 proteineken keresztiil, ezzel mintegy
megakadalyozva a beteget abban, hogy eredményesen vegye fel a harcot a
szepszissel. Ebbdl kovetkezden a receptor antagonistdja jo eséllyel alkalmazhat6
ennek a gyakran haldlos kimeneteli betegségnek a kezelésében.
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