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1. BEVEZETES

A kisérletes gyogyszerfejlesztés soran az egyik legfontosabb tényezo az a folyamat,
amikor egy adott betegség gyogyitasdhoz ujabb és ijabb molekularis célpontokra
(targetekre) hatd vegyiileteket allitanak el6. Az utdbbi évtizedekben ilyen célpont —
tobbek kozott — az adenozin receptor, amely gyakorlatilag minden sejtféleségben
megtalalhato, tehat a legkiilonb6zObb sejtszintli zavarok esetén hatékony lehet a
receptor aktivacio modositasa. Csaknem egy évszdzada annak, hogy Drury és Szent-
Gyorgyi (Drury és Szent-Gyorgyi,1929) megalkottak azt az alapvetd miivet, amelyben
az adenozin kardiovaszkularis hatasait irtak le alapos részletességgel, és amely komoly
mérfoldkd volt az adenozin receptorkutatds torténetében. Ezt kdvetéen — jo néhany
évtizeddel késdbb — ujabb tedriak jelentek meg, mint pl. Robert Berne (1963) a
valamint nem sokkal kés6bb Geoffrey Burnstocknak a purin és a purinerg receptorokra
vonatkozé — mind a mai napig meghatarozo jellegii — elmélete (Burnstock, 1976). A
kardiovaszkularis adenozin receptor reguldciéra vonatkoz6 elméleteket ezt kovetden
egy erds respiratorikus vonal kdvette, élén Barnes és munkatarsaival (Barnes és mtsai,
1998). Egyre tobb bizonyiték halmozddott fel, hogy a tiiddben 1évé sejtes elemek
(epitélium, bronchialis simaizom, mononuklearis sejtek) mikodésében az adenozin
receptor mechanizmusoknak dontd jelentdségiik van. Megallapitottdk, hogy e
receptorok allapotanak befolyasoldsa komoly farmakologiai jelentdséggel birhat az
adenozin receptorokra vonatkozé publikaciok szama tobb mint 210.000. Meg kivanom
jegyezni, hogy ebbdél mintegy 25.000 koézlemény foglalkozik az adenozin
kardiovaszkularis és 4.700 kozlemény az adenozinnak a légzdrendszerre Kkifejtett
hatdsaival. Ezek az adatok mar szadmszeriien jelzik e fontos purin nukleozid élettani,
korélettani, farmakoldgiai és klinikai jelentOségét. Kétségtelen, hogy az adenozin
receptorok barmiféle funkciondlis vagy morfoldgiai kirosoddsa komoly problémakat
okozhat az illetd szerv vagy szervrendszer miikodésében. A gyogyszerkutatds el6tt
oriasi perspektivak allnak, hogy ezt a farmakoldgiai célpontot kelldképpen kihasznalva
Ujabb — adenozin receptor mechanizmusokon alapulé — vegyiileteket allitsanak eld akar
a kardiovaszkularis, akar a respiratérikus alapokon nyugvéd korképek gyodgyitasara. Ha

csak a kardiovaszkularis vonalra koncentralunk, akkor megéllapithat6, hogy jelenleg



tobb mint 70 — adenozinerg vegyiilettel kapcsolatos — klinikai tanulmany fejez6dott be
vagy folyamatban van (pl. AMISTAD I, AMISTAD II, ADVICE, ADSPECT,
ADELINE, PROTECT, TEMPEST). Hasonl6 a helyzet az asthma bronchiale és a
COPD kezelés vonatkozasiaban is. Itt a jelenleg futd, vagy befejezett klinikai
tanulmanyok szama mintegy 40. Ertekezésem f6 célja, hogy adatokat szolgaltasson az
adenozin receptor funkciok jelent6ségére, azok plaszticitdsira a bronchidlis
rendszerben, valamint a respiratorikus rendszer gyulladasaiban  résztvevé

polimorfonuklearis sejtekben.

2. IRODALMI ATTEKINTES

A purinvegyliletek f6 fiziologiai hatasainak felismerését kovetéen Burnstock volt az
els6, aki az adenozin és adenin nukleotidek receptorait P, és P, purin-receptorokra
osztotta fel (Burnstock, 1980). A P; receptorokat az adenozin aktivalja, mig a P
receptorokat az ATP és ADP hozhatja miikddésbe. Nemrég négy adenozin receptor
altipust kiilonitettek el strukturalis, funkciondlis és farmakoldgiai szempontokbdl,
ezeket A1, Aoa, Az és Az receptoroknak nevezték el. Az adenozin receptorok
altipusanak jellemzése tobb szempontot vesz figyelembe, mint példaul a specidlis
farmakologiai profilt (az agonistdk ¢€s antagonistak hatékonysagi potencidljanak
sorrendje), a G-proteinhez torténé kotddést, valamint az altipus-specifikus adenozin
receptor aktivaciojanak a jelatviteli mechanizmusat. Ez a megkozelités szigortian koveti
az International Union of Pharmacology (IUPHAR) kovetelményeit, amit a Committee
on Receptor Nomenclature and Drug Classification ir elé (Fredholm és mtsai, 2001).
Minden egyes receptor altipust mar klonozassal is eléallitottak emldsallat és emberi
adenozin receptorok alapjan. Kémiai szempontbol ezek a receptorok aszparagin
kotodési glikoproteinek, melyeknek a palmitoilaciora alkalmas kotéhelye a terminalis
karboxil kozelségében van (kivétel ez alol az Aya receptor) (Fredholm és mtsai, 2001).
A receptorok a membranproteinek részei €s megfelelnek a G proteinhez kotddo
receptorok strukturajanak (Jacobson és mtsai, 1992; Palmer ¢és Stiles, 1995; Olah és
Stiles, 1995). A nemrég elfogadott IUPHAR besorolas alapjan és filogenetikai elemzés
szerint az adenozin receptorok a G proteinekhez kot6dd receptorok I. osztilyaba a

,rhodopsin alosztalyhoz” tartoznak (Poulsen és Quinn, 1998).



2.1.  Adenozin receptor altipusok

2.1.1. A; adenozin receptorok

Ma mar kivalé farmakologiai modszerek allnak rendelkezésre, hogy felmérjiik a
kiilonboz6 tipust adenozin receptorok siiriiségét €s elhelyezkedését a test kiilonbozo
részeiben. A kovetkezo alfejezetekben megprobalom jellemezni a kiillonb6zd adenozin
receptor altipusokat, kiilonos tekintettel a kardiorespiratorikus rendszerre és a
gyulladasos folyamatokban résztvevé sejtekre. Ami az A; adenozin receptorokat illeti,
megallapitottak, hogy az A; adenozin receptorok nagy stiriségben helyezkednek el a
cortexben, a kisagyban, a hippocampusban, a gerincvelében, a szemben, a
mellékvesében ¢és a pitvari miokardiumban. Az egyéb agyi régiokban az A; receptorok
striisége atlagos. Hasonl6 a helyzet a vazizomban, a majban, a vesében, a gyomor-
bélrendszerben ¢€s a szivben. Az A; receptorok denzitdsa relative alacsony a tiidében ¢és
a bronchusokban, de ez nem azonos ezen receptorok funkcionalis szerepének
jelentéségével (Fredholm és mtsai, 2001A). Ma mar ismert, hogy a klonozott A;
receptor olyan glikoprotein, amely 326-328 aminosavbdl all és molekulatomege kb.
36,600 dalton (Fredholm és mtsai, 2001; Stiles, 1992, Shryock és Belardinelli, 1997). A
human A; receptor az I. kromoszoéma hosszl karjara (1q31-32.1) lokalizalodik (Deckert,
1995). Az A; receptor az intracellularis masodlagos messengerekhez gatlo jellegi Gijo
ill. Ggn1 tipust proteineken keresztiil kapcsolodik (Klotz, 2000). Az A; receptor
aktivacio f6 hatasa az adenilciklaz aktivitas gatlasa, ezaltal az intracellularis ciklikus
adenozin monofoszfit (cAMP) tartalom csokkenése. Mindemellett az emlitett
receptornak specifikus agonistaval torténd stimulacidja aktivalja a forditottan
egyeniranyito kalium aramokat (inwardly rectifying potassium currents: lkado),
modositja a foszfolipaz C (PLC), a proteinkindz C (PKC), valamint a szarkolemmalis €s
mitochondrialis ATP-szenzitiv kalium csatornak aktivitasat (Klinger és mtsai, 2002;
Lee ¢és mtsai, 2001; Henry és mtsai, 1996; Hu és mtsai, 1996). Figyelemre mélto, hogy
az A; receptor adenilciklaz aktivitast gatlo effektusa jelentdsen fiigg az enzim
aktivaltsagi fokatol (pl.catecholamin stimulacid), azaz minél aktivabb az adenilcikldz,
annal er0sebb az enzimgatlas mértéke (Bohm és mtsai, 1984). Ami a forditottan
egyeniranyitd kalium csatornak aktivaciojat illeti, az adenozin ezt a hatast elsésorban a

pitvari miokardiumon fejti ki. A kamrai munkaizomzat esetén ilyen effektusrol nem



beszélhetiink, ugyanis ezek a rostok gyakorlatilag nem tartalmaznak Ikaqo csatornakat.
Az adenilciklaz gatlasa, ill. az lxago csatornak aktivacidja szorosan Osszefiigg az
adenozinnak a sinuatrialis pacemaker, AV junkcionalis aktivitas, ill. a Purkinje rostok
elektromos tevékenységének, valamint a pitvari miokardium mechanikai aktivitasanak
gatlasaval (Belardinelli és mtsai, 1995). A PLC-re és a Katp csatornakra kifejtett hatas
szoros kapcsolatban all az adenozinnak az ischemias prekondicionalasban kifejtett
szerepével (Hu és mtsai, 1996; Auchamp és Gross, 1993). Az adenozinnak az A;
receptorokra gyakorolt hatasa fokozza a nitrogén monoxid szintetaz (NOS) aktivitast és
a nitrogén monoxid (NO) termelddést.(Huszar és mtsai, 2002). Ez a folyamat
feltehet6en szerepet jatszik az adenozinnak a befelé iranyuld lassu kalcium aram (Slow
inward calcium current) gatlasaban mind a sinuatrialis csoméban (Shimoni és mtsai,
1996), mind az AV junkciéban (Martynyuk és mtsai, 1996).

Az A; receptorok nagy valdsziniliséggel részt vesznek az adenozin indukalt
bronchus 0sszehtizddasban és a kiilonb6z6 gyulladasos valaszokban. Az egér tiidejében
pl. mind a négy adenozin receptor megtalalhato, de ezek koziil is az A; receptor dominal
(Fredholm és mtsai, 2001). Azok az allatok, amelyeket sziiletésiik idépontjaban
allergénnel immunizaltak, 1éguti hiperreaktivitast mutattak az adenozinnal szemben az
Aj-receptor stimulacio révén. Azok az allatok viszont, amelyekbdl hidnyzik ez a
receptor, allergén expoziciéra csdkkent bronchoconstrictioval valaszolnak (Polosa,
2002).

Meg kell emliteniink, hogy az A; receptor jelenléte és szerepe a Iégutakban még
eléggeé ellentmondasos. Joad ¢s Kott (1993) vizsgalatai szerint nem asztmas egyének
esetében az A; adenozin receptor hianyzik. Asztmas betegekbdl izolalt bronchusok
esetén a bronchusconstrictio leukotrién és hisztamin antagonistak altal 1étrejovo
gatlasaban az A; adenozin receptoroknak jelentds szerepiik van (Sun és mtsai, 2005).

A fenti szerz6k mutattak ki azt is, hogy adenozin dezaminaz hianyos egerekben az A;
receptor szint megemelkedett, foként az alveolaris makrofagokban. Az A; receptorok
genetikai hianya esetén nagyon gyakori volt a tiidégyulladas, a nyalkahartya metaplazia
¢s az alveolaris karosodas eléfordulasa, valamint a Th, citokinek mennyiségének
novekedése (Sun és mtsai, 2005). Ezen eredményekbdl kovetkeztetni lehet, hogy az A;
receptorok befolyasoljak a léguti gyulladas stlyossagat, valamint a kronikus

tiidobetegségben eléforduld remodellinget, szoveti atépiilést.



Az A; receptor szelektiv antagonistdjaval, az L-97-1-el végzett kisérletek azt
mutattak, hogy az A; adenozin receptor gatlasa jelentés mértékben csokkenti a
hisztamin- és az adenozin altal kivaltott 1éghti tulérzékenységi reakciot nyulakban,
elézetes hazi poratkaval torténé szenzitizalas utan (Obiefuna és mtsai, 2005). Ekkor
deriilt fény arra, hogy az A; receptor gatlasa a késOi bronchidlis valaszt is
megakadalyozza. Némileg ellentmond ezeknek a kisérleteknek az a klinikai vizsgalat,
amelyet antiszenz oligonukleotid alkalmazasaval (EPI-2010) végeztek asztmas
betegeken relative szerény eredménnyel (Ball és mtsai, 2004). Az A; adenozin
receptorok tiidébeli szerepére vonatkozd vizsgalatok kissé ellentmondasosak, de ugy
tlinik, hogy az eredmények tobbsége az adott receptor élettani és korélettani jelentdségét

tdmasztja ala.

2.1.2. Aya adenozin receptorok

Az Aya adenozin receptorok az emlds szovetekben nagy denzitassal megtalalhato
adenozin receptorok. Nagy slriiségben talalhatok a Iépben, a timuszban, a
leukocitakban, a vérlemezkékben, a corpus striatumban, a nucleus accumbenszben és a
bulbus olfactoriuszban. Az Aya receptorok denzitasa kdzepes mértékii a szivben, a
tiidében és a vérerekben (Fredholm és mtsai, 2007). Az Aya receptorokat mar sikeriilt
klénozni kiilonbozd specieszekbdl szarmazd cDNS konyvtarakbol, beleértbe a huméan
cDNS konyvtarat is (Olah és Stiles, 1995). Az Aa receptor nagyobb fehérje, mint az A,
receptor: 410-412 aminosavbol all, a molekulatomege mintegy 45.000 dalton (Olah és
Stiles, 1995). A receptor protein nagy mennyiségben tartalmaz szerin és treonin
reziduumokat, amelyek a G protein-receptor kinazok lehetséges foszforilalasi helyei.
Feltételezik, hogy ezek a reziduumok fontos szerepet jatszanak a deszenzitizacids
folyamatokban is. Ismeretes, hogy az A,a receptor sokkal gyorsabban képes a
deszenzitizalodasra mint az A; adenozin receptor (Palmer és mtsai, 1994). Az Aoa
receptort kddoldé human gén a 22. kromoszémara (22q11.23) lokalizalodik. Az Aga
adenozin receptor kiilonb6zé G-proteinekhez kapcsolodik, igy Gs proteinekhez vagy
Ggc11 proteinekhez, amelyeken keresztiil az adenilciklaz ill. a foszfolipaz C
aktivalodasa valosul meg.

Szamos bizonyiték tdmasztja ald, hogy a tiidében ezek a receptorok protektiv

szerepet toltenek be és alapvetd szerepiik van a gyulladas és a szoveti karosodasok



kivédésében (Thiel és mtsai, 2005). Az A,a receptor knock-out egerekben azokra a
hatdsokra, amelyek a vad tipusi egereken csak minimalis gyulladast vagy szoveti
karosodast idéznek el6, nagymértékii destrukcios folyamatok 1épnek fel. llyen esetekben
a gyulladasos citokinek oly mértékben felhalmozddhatnak, hogy akar az allat halalat is
okozhatjak (Ohta és Sitkovsky, 2001).

Tid6 transzplantacid in vivo modelljén az adenozin A,a receptor aktivacidja utan a
gyulladas csokkenését figyelték meg a pulmonalis funkcié megtartasa mellett (Reece és
mtsai, 2005). A limfoid sejteken expresszaldodd Aja receptorok aktivacioja gatolja a
gyulladasos folyamatokat az intracellularis cAMP szint emelése révén (Cronstein és
mtsai, 1994). A neutrofil sejtek esetében a gyulladascsokkentd hatast szintén a magas
Axn receptor expresszi6 hatasanak tulajdonitjak (Lappas és mtsai, 2005). Megfigyelték,
hogy az Aza receptorok stimulacidja csokkenti a neutrofilek endotéliumhoz torténé
tapadasat anélkiil, hogy a degranulacios folyamatot befolyasolna. Felvetédott, hogy a
neutrofileken talalhatd Aja receptorok stimulacidja szétkapcsolja a kemoattraktans
receptorokat a stimulus-transzdukcios proteinektdl (Cronstein és mtsai, 1994). Azt is
megallapitottak, hogy az Aya receptor aktivalas nemcsak a neutrofilek ,,toborzasat” és
letapadasat gatolja, hanem az aktivalt neutrofilek és monocitak degranulacidjat is
(Fredholm ¢és mtsai, 1996). A human neutrofilek elasztaz és szuperoxid termelése dozis
fiiggéen gatlodik CGS21680 hatasara, amely szelektiv adenozin Aja receptor agonista.
(Visser és mtsai, 2000).

Az adenozin az A,a receptorok aktivacidja révén human makrofagokban és
monocitakban képes modulalni a tumor nekrézis faktor alfa (TNF-a), az IL-10 és az IL-
12 termelddését is. A purin nukleozid csokkenti a pro-inflammacios IL-12 szintjét, mig
a protektiv hatasi IL-10 mennyiségét noveli (Hasko ¢és mtsai, 2000). A
bronchoalveolaris  mosofolyadékban  talalhatdé  hizosejteken  A,a  receptorok
koexpresszalodnak az A,g receptorokkal (Feoktistov és Biaggioni, 1998; Suzuki és
mtsai, 1998). Az A,g receptor stimulacidval ellentétben az Aja stimulalasa csokkenti a
hisztamin ¢és triptaz felszabadulasat a hizosejtekbol (Suzuki és mtsai, 1998). Mindebbdl
jol érzékelhetd, hogy az A,a adenozin receptor aktivacio sokrétii hatast fejt ki a
gyulladasban résztvevd sejtekre, igy befolydsolja a neutrofilsejtek aktivacigjat és

crer

expresszidjat, a hizosejt degranulaciot és a citokin termelést. (Lappas és mtsai, 2005).
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2.1.3. Ay adenozin receptorok

Az Ays adenozin receptorok nagy mennyiségben taldlhatok a coecumban, a
vastagbélben és a hugyhodlyagban, mig az erek, a tiidé, a szem, a monocitak és a
hizosejtek kozepes denzitassal rendelkeznek. (Fredholm és mtsai, 2001) Az A
receptor alacsony affinitassal rendelkezik az adenozin receptorokhoz képest, igy ennek
a tipusu receptornak az aktivalasahoz tobb mint 10 puM adenozin Koncentracio
sziikséges (Daly és mtsai, 1983, Bruns és mtsai, 1986). Az A,g receptor génje emberen
a 17. kromoszoémara lokalizalodik. (Fredholm és mtsai, 2001)

Az egérbdl, patkanybol és a human szovetekbdl izolalt Ayg receptor 332 aminosavat
tartalmaz (Marquardt és mtsai, 1994; Stehle és mtsai, 1992; Rivkees és Reppert, 1992;
Pierce és mtsai, 1992). A receptor Gs proteinen keresztiil kapcsolodik az
adenilciklazhoz, amelynek aktivaciojat segiti elé. Az Ajg receptorok esetében a
funkcionalis vizsgalatok f6 hatranyat az jelentette, hogy sem altipus szelektiv aktivator,
sem szelektiv antagonista nem allt rendelkezésre. A hagyomanyos agonista a NECA
volt, amely nem specifikus agonista, hiszen mind az A;a, mind az A, receptorokat
egyarant stimulalja. Ujabban sikeriilt mér szintetizalni néhany relative altipus-szelektiv
Ayp agonistat és antagonistat, amelyek remélhetéen hatékonyan segitik majd az Ay
receptorok fiziologids szerepének funkciondlis farmakologiai modszerekkel torténd
megkozelitését (Varani és mtsai, 2005; Ji és mtsai, 2001; Auchampach és mtsai, 2009;
Baraldi és mtsai, 2009). Egyre tobb bizonyiték ismert, hogy ragcsalokban és
emberekben az Ajgs receptor modulalja a hizosejtek muikodést. Korabbi, egér
csontveldbdl szarmazo6 hizosejteken végzett tanulmanyok kimutattak, hogy az Aja és
Aop koexpresszidja ellenére az adenozin hizosejt degranulaciot eredményezd hatdsat
nem befolyasolja a szelektiv A,a receptor agonista CGS21680 (Marquardt és mitsai,
1994). Human hizosejt vonalban az A,g receptorok HMC-1-¢l valé aktivalasa az 1L-8
szintjének emelkedését eredményezi (Feoktistov ¢és mtsai, 2001). Human tid6
fibroblasztokban az A,g aktivalasa az IL-6 szintjét emeli és miofibroblasztokka torténd
differencidlodést hoz létre, amely arra enged kovetkeztetni, hogy ezek a receptorok a
kronikus gyulladasos tiidébetegség kapcsan 1étrejovo szoveti atalakulas folyamataban is
kozponti szerepet jatszanak (Zhong és mtsai, 2005).

Az Ajg receptorok pro-inflammatorikus hatasat megerdsitették azok a kutatasok,

melyek eredményei szerint ezek a receptorok erételjesen fokozzak a Thy citokinek
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termelddését, igy a hizdsejtekben az IL-3, IL-4, IL-8 és IL-13 produkciot, de eldsegitik
a B limfocitak IgE termelését is (Ryzhov és mtsai, 2004). Mindent Osszevetve
feltételezhetd, hogy az A,g receptoroknak komoly szerepe van a hizdsejt eredetii
mediatorok felszabaditasban és mindazokban a folyamatokban, melynek soran az
adenozin bronchoconstrictiot és 1égati gyulladast okoz asthma bronchialéban. Ezek
alapjdn a nagy szelektivitdisi Aog antagonistak kifejlesztése értékes terdpids
lehetéségeket rejt magaban. Jelenleg a CVT-5440 tlinik annak a vegyiiletnek, amely
nagy affinitast és magas szelektivitast mutat az Ag receptorokkal szemben (Zablocki és
mtsai, 2005).

2.1.4. Asadenozin receptorok

Az A3 adenozin receptorok jelegzetessége, hogy megoszlasus erésen specCieszfiiggd. Az
Ags receptor megoszlasa patkanyon a kovetkez6: here >> tiido, vese, sziv > agy, mig
emberen: tiidd, maj, placenta >> agy, aorta, vese > here > sziv. A patkanybol, juhbol és
human sejtekbdl izolalt receptorok 317-320 aminosavat tartalmaznak. (Salvatore és
mtsai, 1993; Linden és mtsai, 1993; Zhou és mtsai, 1992) A human Aj receptor gén az
1. kromoszomara lokalizalodik (p13,3) (Murrison és mtsai, 1996). Az Aj receptorok az
adenilciklazhoz a Gijp3 fehérjén keresztill kapcsolodnak. Ezek a receptorok Ggui
proteinekhez is k6tddhetnek, mialtal aktivaljak a foszfolipaz C-t és fokozzéak az inozitol
1,4,5-triszfoszfat termel8dését és a Ca’" felszabadulast a szarkoplazmatikus
retikulumbol. Foszfolipaz D-hez torténd kotddést is sikeriilt kimutatni (Parsons és
mtsai, 2000). Az Az receptorok extrém modon hajlamosak a deszenzitizaciora az
agonistaval torténé expozicié utan (ty; ~10 perc). Ennek a rendkiviil gyors
deszenzitizacionak az alapja a G-proteinhez kot6dé receptor kinazok foszforilacioja és a
receptor internalizacioja (Trincavelli és mtsai, 2002).

Patkanyokban és tengerimalacban az Aj receptorok aktivacigja a hizosejtek
adenozin a hizdsejtek és neutrofilek érzékenységének fokozodasat valtja ki a vad tipust
allatokban, de Az receptor hianyos allatokon nem figyelheté meg ez a jelenség (Tilley és
mtsai, 2003). Emberben még nem talaltak Aj; receptor proteint hizosejteken, ugyanakkor

nagy stiriiségben sikeriilt kimutatni eozinofilsejteken és a légutakban (Walker és mtsai,

crer
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szuperoxid anion felszabaduldsanak csokkenése kovetkezik be. Ezek a receptorok
neutrofileken is expresszalodnak és aktivaciojuk esetén a neutrofilek endotoxin-indukalt
degranulacidja is gatlodik (Gessi, és mtsai 2002). Asztmasok tiidejében az Az adenozin
receptor mRNS szinten fokozott koncentraciot mutat (Walker és mtsai, 1997), bar nem
teljesen egyértelmii, hogy az asztmas betegek tiidejében e receptorok milyen szerepet
toltenek be.

3. AZ ADENOZIN BRONCHIALIS HATASAI

Cushley és mtsai (1983) voltak az elsék, akik megfigyelték, hogy asztmas
egyéneknél az inhalalt 5’-AMP (adenozin receptor agonista) dozisfiiggd
bronchoconstrictiot eredményez, mig egészségeseknél ez nem tapasztalhato. A
bronchoconstrictio fellépését az adenozin intravénas adasa utan is megfigyelték (Drake
¢és mtsai, 1994). COPD-s egyéneken is leirtak horgdgoresot belégzett 5°-AMP hatasara,
foleg dohanyosoknal. Az adenozin gyulladdsos 1égiti betegséget szimulalod
allatmodellekben és bronchitiszes human anyagon is bronchoconstrictiot indukal. Az
adenozin ¢és a gyulladasos folyamatok kapcsolatat mutatja az, hogy az adenozin
koncentracié emelkedett az asztmas betegek kiilonb6z6 biologiai folyadéktereiben, igy a
bronchoalveolaris mosofolyadékban vagy a kilégzett levegé kondenzatumban (Polosa
¢s mtsai, 2002).

Allatokon és embereken végzett kisérletek kimutattdk, hogy a bronchusconstrictio a
kiilonb6z6 gyulladasos mediatorok felszabadulasara vezetheté vissza, amelyek a
hizo6sejtekbol szabadulnak fel, de az adenozin mas, 1éguti gyulladasban résztvevd sejtek
mitkodését is befolyasolja, igy hatassal van a neutrofilekre, eozinofilekre, limfocitakra
¢és makrofagokra is (Spicuzza és mtsai, 2006).

Mivel a human tiidé hizosejteken taldlhatdo A,g receptorok stimulacidja elsddlegesnek
tinik bronchospazmus kivaltdsaban, ezért szelektiv Ajg receptor antagonistak
kifejlesztése nagyon jo terapias megkozelités lehet. A rendelkezésre allo adatok és
eredmények klinikai gyakorlatba torténd atiiltetésének egyik f6 problémajat az adja,
hogy az adenozin receptorok az emberi szervezetben minden sejtben magas denzitassal
fordulnak eld, kiillonosen a kozponti idegrendszerben és az érrendszeren beliil, igy nagy

szelektivitasra van sziikkség a nem kivanatos mellékhatasok elkeriilése érdekében.
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Mindemellett ezeknek a vegyiileteknek lipofébnak kell lenniiik, hogy ne hatoljanak at a
vér-agy gaton és kardiovaszkularis mellékhatasuk ne legyen.

Izolalt, prekontrahalt bronchus preparatumokban az adenozin dozis-fliggd
relaxaciot hoz létre (Brown és Collis, 1982). Ami a tengerimalac trachea adenozin
receptorait illeti, elfogadott, hogy a tengerimalac trachea A, tipust adenozin receptorokat
tartalmaz (Brown ¢s Collis, 1982), de a tengerimalac trachean talalhato A, receptorok nem
felelnek meg sem az Aga, Sem az Ao adenozin receptorok kritériumainak (Losinski és
Alexander, 1995). Megallapitottak, hogy ez a szovet agonista hatasprofil szempontjabol az
Ay kategoriaba sorolhatd, mig az antagonista profil alapjan az A, adenozin receptort
hordozé szovetek kozé. Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy a tengerimalac trachea
atipusos A, adenozin receptorokat tartalmazo szovet, vagy egy teljesen ujszerli A;
receptort expresszald szovet. Vannak irodalmi adatok, melyek szerint a fenti szévet
tartalmaz xanthin-inszenzitiv receptorokat is (Brown és Collis, 1982; Brackett és mtsai,
1991), amelyek intracellularis lokalizacidjinak bizonyultak. Szorosabb értelemben ezek
nem receptorok, hanem a sejtmembran belsé felszinéhez asszocialt adenozin kotéhelyek,
az un. P-site-ok. Adenozinnal val6 kapcsolodasuk az adenil ciklaz gatlasaban nyilvanul
meg.

A P-site szelektiv aktivalasa bizonyos agonistakkal lehetséges, mint amilyen a 2’-
hasonld, de anndl gyengébb hatasokat valt ki. Az intra- és extracellularis hatisok
elkiilonitésében intracellularis P-site aktivatorok, az adenozin dezaminaz gatloszerei és a

membran nukleozid transzort specifikus gatloszerei lehetnek segitségiinkre.
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4. AZ ADENOZIN ES AZ ADENOZIN RECEPTOROK SZEREPE A
GYULLADASOS FOLYAMATOKBAN, A GYULLADASBAN RESZTVEVO
SEJTEK MUKODESEBEN KES AZ ARACHIDONSAV FELSZABA-
DULASBAN

Az adenozin a gyulladasos sejtekre és ezek szamtalan Gsszetevoire hatast gyakorol, igy
vesz részt a tido védekezési mechanizmusaiban. Ezeket a hatasokat, az adenozin
receptorok kozvetitik, ezért receptor medialt hatasoknak is nevezziik. Az adenozin
receptorok szinte az 6sszes szovetekben kimutathatok. Az eddig ismert tevékenységiiket
a kovetkez6 formaban lehetne 6sszegezni:

e neurotranszmisszid (A1 és Aya receptorok altal; ugy tiinik, hogy a koffein
kozponti idegrendszeri hatasa az adenozin receptorok antagonizéalasanak
a kovetkezménye)

e aszivizomzat vezetésének a modulacioja (A; receptorok)

e Kkoronaria erek vazodilatacioja (Aza receptorok)

e alégutak regulacioja, a bronchomotor tonus indirekt szabalyozasa (Azs
receptorok)

e a gyulladas gatlasa (az adenozin az A; és A, receptorokon keresztiil a
neutrofilek funkcidjat modulalja; ha az adenozin extracellularisan
nagyobb mennyiségben van jelen, akkor gatolja a gyulladast (Cronstein,
2006; Fredholm és mtsai, 2000; Montesinos és Cronstein, 2001).

Tobb szovetben és sejttipusban az A; és A, receptoroknak ellenkez6 hatasuk van,
nemcsak a cCAMP szint szabalyozasaban, hanem a funkciok iranyitasaban is (Salmon és
Cronstein, 1990; Londos és mtsai, 1980).

A pro-inflammaciés stimulusok, kiilonb6z6 citokinek és kemotaktikus faktorok ATP-t
szabaditanak fel a léguti epitél- és gyulladasos sejtekb6l (Ahmad és mtsai, 2005;
Kunzelmann és mtsai, 2006).

Foleg a stimulalt neutrofilek képesek ATP kibocsatasara, mely aztan extracellularis
ATP és AMP formajaban halmozddik fel. A gyulladas a 1égutak luminalis részének
extracellularis purin metabolizmusat érinti és megvaltoztatja az ectonukleotidaz
aktivitasat az epitélsejtek felszinén. Az ectonukleotidaz hatasahoz a felgyiilemlett
gyulladasos sejtek hatasa is hozzaadodik. Az ATP-bol keletkezett adenozin jelatviteli

molekulaként, ketts hatast fejt ki, pro- és anti-inflammacios folyamatokat inditva be.
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A purinerg jelatvitel szerepét a tiidoben zajlo gyulladasokban, in vivo is kimutattak.
Példaul ATP receptor deficiens egereken a gyulladdsos valasz gatolt, ezért a
Pseudomonas eradikacioja nehézségekbe iitkozik. Egér modelleken, a tiidében
kozepesen emelkedett adenozin szint eldsegiti az 1L-4 medialta gyulladasos folyamatot,
mig ennél magasabb adenozin szint 1éguti gyulladast és pulmonadlis fibrozist valthat ki.
In vivo tanulmanyok eredményei korlatoltan allnak rendelkezésre, viszont cisztas
fibrozisban magasabb mennyiségli ATP-t talaltak a nazalis mosdfolyadékban ¢és a
vérben egyarant.

Hasonléan emelkedett adenozin mennyiséget mutattak ki kezeletlen asztmasok léguti
valadékbol is. A purinok jelenléte alkalmassa teszi Oket, hogy gyulladasos
folyamatokban markerként hasznaljuk fel és mérésiikkel kovethessik a folyamat
dinamikéjat. ( Huszér és mtsai, 2002; Vizi és mtsai, 2002)

Hipoxémia soran - mely tiidobetegségekben elég gyakori- adenozin szabadul fel a
tid6szovetekb6l, ami (Mann ¢és Holgate, 1985) a normalis szint haromszorosat is
elérheti. Ebben a helyzetben az adenozin nagy valoszintiséggel a hizosejtekbdl szabadul
fel, mert ez a sejt képes IgE aktivacio sordn adenozint felszabaditani (Marquardt és
mtsai, 1986).

Az Aa receptor jelen van a gyulladasban résztvevo szinte Gsszes sejten, a neutrofilek,
hizosejtek, monocitak, makrofagok, eozinofilek, thrombocitak és T-sejteken.

Az adenozin és adrenerg agonistak csokkentik a neutrofil sejtek aktivacigjat kozvetleniil
az Aoa és P-adrenerg receptorokra hatva, gatolva a kemotaktikus hatast a Gi 2
proteineken keresztiil (Cronstein és mtsai, 1992). Az adenozin nukleotidek, foleg az
extracellularis ATP, egy specifikus helyhez kotddnek és transzdukcids jelatvitelt
aktivalnak, amely fliggetlen az ATP hidrolazoktol (Balazovich és Boxer, 1990).

Az Aa receptor aktivacidjat kovetden a gyulladasos sejtekben megné a cAMP
koncentracioja, melyet a PDE4 izoenzimet gatlo szerek alkalmazasa tovabb novel. Az
Aza  receptor agonistak csokkentik a neutrofilsejtek szuperoxid termelését,
neutrofil-endotélsejtek adherenciajat. (Moore és mtsai, 2008). A TNF-a expresszidjanak
csOkkentésével az Aoa agonistak gatoljak a neutrofilsejtek toborzasat és csokkentik az
endotélium gyulladasos karosodasat (Blackburn, 2003).

Az Aya receptorok izgatasanak hasonld a hatasa: a neutrophil sejtek extravazalasanak

csOkkentése, valamint az oxidativ és non-oxidativ tartalmuk kibocsatasanak mérséklése.
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Foleg asztmaban, az adenozin vazodilatator hatasa szinergistaként mikodik néhany
gyulladasos mediatorral, ezért fokozott érpermeabilitast okoz. Ha az adenozin magas
koncentracioban van jelen a degranulald hizosejt kozelében, akkor a szinergista hatas
fokozza az allergias reakci6 okozta léguti 6démat.

Az adenozin erds hizosejt degranulator és hozzajarul asthma bronchialéban
tapasztalhatd 1éguti gyulladas kialakulasahoz. Az adenozin ellentétes hatast is kifejt,

crer

ugyanis gatolja az eozinofil sejtek degranulaciojat az Az receptoron keresztiil (Walker

crer

és mtsai, 1997). Az A3 receptor aktivacidja gatolja az eozinofil sejtek migracidjat és
receptorok féleg az eozinofil sejteken expresszalodnak és ezért asztmaban szamuk
megnovekedett, egészséges egyénekkel 6sszehasonlitva (Walker és mtsai, 1997).

Az adenozinnak jelent6s szerepe van az asztmaban zajlo kronikus gyulladas
kialakulasaban is. Ezt egér modellen igazoltdk mikor deletio utjan az adenozin
dezaminaz enzim génjét eltavolitottak: ez adenozin felhalmozéasdhoz vezetett és
fokozott IL-13 citokinvalaszt hozott létre. Ebben a kisérletben erds gyulladasos
hasonl¢ elvaltozasokkal.

A légati gyulladas viszont, ha az adenozin nagyobb mennyiségben termelddik, akkor
képes up-regulalodni és eldsegiti azoknak a molekulaknak az expresszidjat, melyek
aztan elhizodo hatédssal vannak a gyulladasos folyamatra és bizonyitékul szolgalnak a
1éguti gyulladas és szoveti atépiilés folyamatara (Blackburn és mtsai, 2003).

Az adenozin kozponti szerepet jatszik a gyulladas szabalyozasaban, gatolva a szoveti
gyulladast és a destrukciot. Newby 1984-ben osszefoglalva az adenozin hatésait, azt
Hretaliatory metabolite” vagy ,,megtorld metabolitnak” nevezte el, mert Szerinte az
adenozin egy szabalyoz6 autocoid, mely a sejtek karosodasanak helyszinén termelddik,
kapcsolatba 1¢ép specifikus G proteinekhez k6tédo receptorokkal, melyek a gyulladast és
az immunreakciot kivalté sejteken helyezkednek el és szabalyozzak ezeket (Hasko és
Cronstein, 2004). Az adenozin az extracellularis térben alacsony koncentracioban van
jelen, de metabolikus stresszhelyzetekben mennyisége dramai modon megnd.
Bizonyitékok vannak arra, hogy az extracellularis adenozinnek protektiv hatasa van az
agyra, vesékre, vazizomzatra és a zsirszovetekre.

Az adenozin tobb modon fejti ki védéhatasat. Csokkenti a szovetek energia igényét és a

sejtfunkciokat, melyet kozvetlen gatlo hatassal fejt ki (Szivizom negativ inotrop hatas),
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vagy indirekt modon védi a szoveteket, kedvezobb kornyezetet biztositva a mikodo
sejteknek (adenozin okozta vazodilatacio, fokozott taplalék ellatas), vagy Segiti a
szoveti integritast, szintén indirekt mdédon, az immunvalaszt modulalva.( Haské és
Cronstein, 2004)

Ugy tinik, hogy a felszabadult adenozin az immunsejteken levé adenozin-
receptorokhoz ktédve igen erds és hatékony endogén immunszuppressziot okoz, ami a
,tulbuzgd immunvalaszt” szabalyozza a veszélyes kiilsé hatasokkal szemben.

In vitro és in vivo vizsgalatok igazoltak, hogy az adenozin jotékony hatast fejt ki, mint
immunmodulator, mivel az immunsejtek kdzelében szabadul fel, ahol az ischaemia és a
gyulladas szoveti karosodast okozhat. A legtobb kisérletes modellben az adenozinnak
immunszupressziv hatasa van, ami a kiilonb6z6 immunsejteken levé adenozin-receptor
stimulacidja révén jon létre. Az endogén adenozin jelatviteli rendszer kiiktatasa fokozza
az immunaktivaciot és kovetkezésképpen fokozza a sejtek és szovetek karosodasat, akut
esetekben.

Az adenozin élettani hatasai foleg abbol allnak, hogy elfoglaljak a sejtfelszinén 1évo
adenozin-receptorokat és ezzel megvaltoztatjak az intracellularis folyamatokat. Az
adenozin biohasznosulasanak fontos részei a termelddés, kibocsatas, és a sejtek
adenozin felvétele és metabolizmusa egyarant. Ezen folyamatok mind hozzajarulnak
ahhoz, hogy az adenozin a receptor kozelében jelen legyen és hatasukat szorosan,
egymastol fiiggden, finom szabalyozas mellett fejtsék ki.( Hasko és Cronstein, 2004)
Nem teljesen ismert, hogy melyek a legfontosabb extracellularis adenozin termeld
sejtek, de az endotélialis- és a neutrofilsejtek nagy mennyiségii adenozint bocsatanak ki,
a metabolikus stressz, a gyulladas vagy infekcio hatasara és azon a helyen, ahol a
folyamatok zajlanak (Cronstein és mtsai, 1994). Az idegvégz6déseknél is nagyobb
mennyiségii adenozin termelddik, foleg, ha ischaemia all fenn (Sperlagh és mitsai,
2000). A thrombocitakbol felszabadulo ADP a karosodas helyén adenozinna
defoszforilalodhat (Ralevic és Burnstock, 1998). Altaldban, ha az adenozin szintje <1
uM, akkor hatasa csekély az immunvalaszra, ilyenkor az ischaemia és a gyulladas valtja
ki az endogén adenozin termelést, ennek mennyiségét, és ha ez elég magas, akkor
immunszuppressziv hatast fejt ki. Meg kell jegyezni, hogy az adenozin jelatviteli
rendszer az adenozin lebomlasi termékek hatasara, mint példaul az inozin és a higysav,

az innate immunvalasz szamtalan oldalat befolydsolja. Ezért a purinerg rendszer az
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immunrendszer ,,idealis szenzora” és nagyon fontos informaciokkal szolgal, ami a
szOveti integritast és miikodést illeti.

A szovetek kozotti immunsejtek mozgasat az endotélsejteken levé adenozin receptorok
szabalyozzak.

Az endotélsejteknek is fontos szerepiik van a gyulladasban és az innate immunitasban.
Az els ingerek, melyek gyulladasra utalnak az endotél sejtektdl erednek. A gyulladas
soran szamtalan mediator szabadul fel, mint a komplement kaszkad -elemei,
immunkomplexek, TNF-a vagy IL-1 és ezek hatasara az endotélsejtek adhézios
molekuldkat expresszalnak, melyek meghatarozzak a leukocitak toborzasat, vandorlasat
a gyulladas helyére. Az endotélsejtek ezen feliil mas mediatorokat is termelnek és
bocsatanak ki, mint a PAF, IL-8 és IL-6, ezeknek mar kozvetlen hatasuk van arra, hogy
a leukocitak az érintett szovetek melyik részébe jussanak el. Bizonyithatd, hogy a
kiilonboz6 vaszkularis endotélsejteken adenozin Aza és Ajg tipust receptorok
expresszalodnak, az A; és Az receptorok jelenlétét csak a receptorok MRNS
Kimutatasaval tudtak bizonyitani (Montesinos és mtsai, 1997; Feoktistov és mtsai, 2002;
Lennon ¢és mtsai, 1998). Az endotélsejteknek defoszforilaldo készsége teszi lehet6vé,
hogy jelentés mennyiségli adenozint termeljenck, féleg adenin nukleotidekbdl és a
l1étrehozott energiat a neutrofilsejtek toborzasara hasznaljak fel. A neutrofilek az
endotélsejteken torténd transzmigraciojuk soran AMP bocsatanak ki. Itt endotélialis
defoszforilacionak vannak alavetve az ecto-5’nukleotidaz hatasara és AMP-bol
adenozin szintetizalodik, mely az Apa receptorra hatva, az endotél barrier funkciojat
erdsiti. Mas vizsgalatok alapjan az adenozin gatolja az IL-6 és IL-8 termelését és az
adhézios  molekulak  (E-selectin, VCAM-1) expresszidjat  immunstimulalt
endotélsejteken, amit szintén az Ao receptorok kozvetitenek. Ugy tiinik, hogy a huméan
mikrovaszkularis sejtek az Ajg receptor stimulacidjan at novelik az IL-8 termelését,
amit nem a PLC Gq protein aktivacidja valt ki, inkabb a klasszikus Gs-CAMP folyamata
(Bouma ¢és mtsai, 1996). Ezek alapjan elmondhatd, hogy gy az Aza, mint az Azs
receptorok szabdlyozzak az endotélsejtek gyulladdsos funkcioit, attdl fiiggéen, hogy
honnan szarmaznak az endotélsejtek.

A neutrofilek fontos szerepl6i az adenozin korai protektiv hatasanak az ischaemia és a

gyulladasos szovetek karosodasa ellen.
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A gyulladas helyszinére el6szor a neutrofilsejtek toborzodnak, szerepiik fontos, hogy
meggatoljak az infekciod tovabbterjedését, de ha nem szabalyozzak hatasukat, jelentds
szoveti karosodast képesek okozni.

Az adenozin gatolja a 1étrejott szuperoxid anionok termelését, amit a sejtfelszinen levé
receptorokon keresztiil visz végbe (Cronstein és mtsai, 1983). Tovabbi tanulmanyok
tamasztottak ala, hogy az adenozin az Apa receptorra hatva gatolja a gyulladas altal
stimulalt neutrofilsejt adhézidt, az 616 képességet, az endotélsejtek és mas sejtek
baktericid aktivitasat, az apoptozist, az adheziés molekulak expresszidjat, a citokinek
termelését, a growth (novekedési) faktorok és LTB, szintézisét (Cronstein és mtsai,
1994; Flamand és mtsai, 2000). Osszességében az A,a receptorok hatdsat azzal
magyarazzak, hogy képesek jelatvitelt létesiteni a CAMP-dependens titvonalakon. Ugy
tlinik az Gsszes Aza receptoron hat6 adenozin jelatvitel befolyasolja a neutrofilek 6sszes
funkcidjat szintén CAMP-n keresztiil (Sullivan és mtsai, 1999; Thibault és mtsai, 2002).
Masok szerint az adenozin receptorok lefoglalasa gatolja a neutrofilsejtek szuperoxid
anion  termelését cAMP-t61  independens  mechanizmusokon, amihez a
membranasszocialt foszfataz és a kemoattraktiv receptorok deszenzitizacioja is tartozik.
Ugy tiinik a neutrofileknek lehet tobb adenozin receptora is. Ha A; receptort
expresszalnak és ezeket elfoglaljak, akkor fokozzak a neutrofilek kemotaxisat és a
fagocitozist. Altalaban az adenozin gyulladdsgatlé hatasat az A,a receptoron keresztiil
fejti ki, ami dominalja az A; receptorokat. A neutrofilek A,g receptorokat is
expresszalnak. Ha ezek el vannak foglalva, akkor gatoljak a vaszkularis endotélsejtek
novekedési faktor kibocsatasat és a neutrofilek transzmigraciojat az endotélsejteken
keresztil. (Wakai és mtsai, 2001). Az As receptorok jelenlétét vitatjak a neutrofileken.
Nemrég megjelent tanulmanyok kimutattak, hogy az Ajz receptorok expresszalodnak
human neutrofileken, de nem sikeriilt kimutatni a receptorok pontos szerepét.

Az adenozin ellentétes modon szabalyozza a neutrofilsejtek miikodését. Az Aj
receptoron at immunstimulacios hatast fejt ki, mig az Aja-n immunszuppressziv
hatasokat. Ez az ellensulyozo6 hatas abban nyilvanul meg, hogy az adenozin eldsegiti a
gyulladasos valaszokat ott, ahol alacsony koncentracidban van jelen, mint példaul a
sejtekben szegény dermisben, vagy olyan helyeken, ahol netté felvétele és
metabolizmusa nagyobb, mint termelése, mint példaul a bakterialis infekcio helyén. Ha

egyszer a neutrofilek eljutottak oda, ahol a szdveti karosodas mar Kifejezett, és az
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adenozint nagy mennyiségben termelik, akkor feed-back-ként gatolja a gyulladasos
neutrofilsejtek miikodését. ( Hasko és Cronstein, 2004)

A hizésejteket az IgE medidlta immunvalasz soran ismertiik meg, ennek ellenére
Iényeges szerepiik van a baktériumok elleni felismerés és a gyulladas folyamataban is
(Feger és mtsai, 2002). A hizosejtek kivételt képezhetnek a szabaly alol, hogy az
adenozin egy szoveti protektor és immunszuppressziv hatast molekula, mivel ebben az
esetben egy erds hizosejtfunkcid stimulator. (Haské és Cronstein, 2004) Az adenozin
foleg az Aoa és Az receptorok elfoglalasaval hizésejt degranulaciot okoz, ami hisztamin,
szerotonin, kemokinek ¢és a gazdaszervezetre karos proteazok felszabadulasat
eredményezi (Ramkumar és mtsai, 1993; Hannon és mtsai, 1995; Jin és mtsai, 1997;
Feoktistov és mtsai, 2003; Salvatore és mtsai, 2000). A hizdsejt adenozin receptorainak
stimuldlasa a hisztamin kibocsatast kovetden csokkentheti a makrofagok TNF-a
termelését, negativ feed-back hatassal, és ezzel a gyulladast is, amit a makrofagokon
jelenlevé Hy hisztamin receptorokon keresztiil szabalyoz (Smith és mtsai, 2002). A
hizosejtek adenozin- receptorainak stimulalasa soran kialakult gyulladasos hatas, ami
foleg hosszan tartd, magas adenozin koncentraciok miatt alakulhat ki, tgy tlnik,
felilmulja a gyulladasgatld potencialt. (Blackburn és mtsai, 2000; Chunn és mtsai,
2001; Blackburn, 2003). Ez a megfigyelés alatamassza azt a tényt, hogy asztmaban
miért emelkedett a pulmonalis adenozin szint és az adenozin receptorok expresszidja,
valamint, hogy a fokozott adenozin jelatvitel egy fontos jellegzetessége az asztmanak és
a COPD-nek. (Huszar és mtsai, 2002; Vizi és mtsai, 2002; Blackburn, 2003). Ebbdl
kovetkezik, hogy egyes betegségekben, mint példaul az asztma, COPD és szepszis, ahol
hosszt tavon emelkedett az endogén adenozinszint, hatékony megoldas lehet az

adenozinerg jelatvitel csokkentése (Hasko és mtsai, 2002).

Adenozin receptorok a periféridas mononuklearis sejtekben

A periférias mononuklearis sejtek a keringésben teljesitenek védekezési szerepet.
Monocitdk, limfocitdk és makrofagok vesznek részt és kozvetitik az immunrendszer
szamara az informécidkat €s effektorsejtként a gyulladast szabalyozzak és alakitjak.

Az IL-1 az egyik legfontosabb pro-inflammacios citokin, termelése foleg a

monocitakban és makrofagokban torténik. A gyulladds akut fazisaban az IL-1 a

crer
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endotélialis sejtek aktivaciojat, valamint lazat okoz (Dinarello, 1991; Colotta és mtsai,
1998). A monocitakban és makrofagokban, féleg a bakterialis lipopoliszacharidok
stimulusok beinditjak az IL-1p prekurzor fehérjének (pro-IL-1pB) a szintézisét, melynek
a molekularis tomege 31-kD. A maturaciés folyamat sordn egy enzim, a caszpaz-1,
széthasitja a pro-IL-1B-t, amibdl egy biologiailag aktiv forma jon létre, az érett, aktiv
IL-1B, melynek molekularis tdémege 17 kD. A citokin ezen aktiv formdja képes gyorsan
kitirilni a sejtekbol, egyelére nem azonositott mechanizmus folytan (Perregaux és
mtsai, 1996).

Szamtalan olyan endogén és exogén anyagot irtak le, melyek csokkentik az IL-1fB
kibocsatasat, csokkentve a gyulladasos folyamatot is. Az adenozinnak fontos szerepe
van a gyulladasgatld anyagok kozott. Egy sor korabbi vizsgalat kimutatta, hogy az Aja
receptorok altal kozvetitett jel csokkenti a TNF-a, 1L-6 és IL-8 kibocsatasat (Bouma és
mtsai, 1996; Zidek, 1999). Ezen receptorok befolyasolasa fontos célpontként szolgalhat,
ha a gyulladasos valasz csokkentését szeretnénk elérni (Okusa, 2002; Victor-Vega és
mtsai, 2002; Lukashev és mtsai, 2004). T6bb tanulmany leirta, hogy adenozin hatasara
(Haské és mtsai, 1998) IL-12, IFNy (Haské és mtsai, 2000; Link és mtsai, 2000; Le
Moine és mtsai, 1996) és I1L-10 (Sajjadi és mtsai, 1996) termelddnek. Jelen pillanatban
még nem ismeretes az adenozin pontos hatasa, melyet a monocitakbol torténé IL-13
kibocsatasaban gyakorol (Zidek, 1999). Az A; és A, receptor agonistak vizsgalatabol,
ugy tiinik az IL-1p indukalja a TNF-a kibacsatasat (Bouma és mtsai, 1994), valamint az
As receptor agonistak szerepét is vizsgaltdk mas citokinek hatasaval egyiitt az IL-1
termelésében (Hasko és mtsai, 1998; Sajjadi és mtsai, 1996). Az endogén nukleozid, az
adenozin hatdsat a sejtekre legalabb harom G-proteinhez kotott receptor altipuson at
fejti ki, melyet A1, Aza, Agg és Az receptorokként ismeriink (Dinarello, 1991; Colotta és
mtsai, 1998; Perregaux és mtsai, 1996; Bouma és mtsai, 1994; Zidek, 1999).

Az Aja receptor jelen van a gyulladdsban résztvevd szinte Osszes sejten, igy a
monocitak és makrofagokon, valamint a T-sejteken is. Az extracellularis ATP, mas
anyagokhoz hasonléan (PGE,, VIP= vasoactive intestinal peptide, PACAP= pituritary
adenylate cyclase-activating peptide, hisztamin) immunszuppresssziv hatast fejt ki
szamos sejtre, mint a makrofagok, dendritikus sejtek és T sejtek. Ezt a hatast az

intracellularis cAMP szint ndvekedésével magyardzzuk, amit az adenilciklaz enzimszint
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felszaporodasa valthat ki (Di Virgilio és mtsai 2001, Harris és mtsai 2002, Jutel és
mtsai, 2002, Pozo, 2003).

Az Aya receptor agonistak csokkentik a monocitak és makrofagok altal termelt TNF-a
mennyiségét (Moore és mtsai, 2008). A TNF-a expresszidjanak csokkentésével az Aja
agonistak gatoljak és csokkentik az endotélium gyulladas okozta karosodasat (Moore és
mtsai, 2008).

A makrofagok és dendriticus sejtek specializalt fagocitak, melyeknek a legfontosabb
szerepiik az apoptotikus sejtek és a karosodott molekulak eltakaritdsa és az infekciok
elleni védekezés. A dendriticus sejtek, APC (antigen presenting cells) az egész
szervezetben jelen vannak, foleg ott, ahol a korokozoknak behatolasi lehetésége van. Ok
az elsok, akik elfogjak és feldolgozzdk az antigént, majd aktivaljak a specifikus
limfocita-effector rendszert. Ezek az aktivalt limfocitak aztan egyiittmiikodnek a
makrofagokkal, hogy megkonnyitsék a patogén elpusztitasat. Talan az egyik
receptorok (PRRs) leirasa, melyeknek szerepiik van olyan elemek felismerésében és
feldolgozasaban, melyeket ,,tartds ismétlddd bakteridlis elemnek™ (conserved repetitive
microbial elements) neveztek el. Ilyenek a LPS, a CpG DNA, és a virus RNA is.
Ezekhez az elemekhez tartoznak a Toll-like receptorok (TLRs), a mann6zkotd lectinek
¢és a scavenger receptorok (Janeway és mtsai, 2002). A legtjabb kutatasok bizonyitottak,
hogy az adenozin receptorok elfoglalasa soran keletkezett jelek kapcsolatba allnak az
intracellularis folyamatokkal, melyeket a PRR-ok aktivalt. A monocitakon ¢és
makofagokon levo adenozin receptor megkdtése erdsen csokkenti az IL-12 termelését,
mely a LPS hatasara indult be a TLR4-n keresztiil. Mivel az IL-12 az egyik legerésebb
gyulladaskeltd citokin, az adenozin altal torténd IL-12 szuppresszid az egyik kdzponti
mechanizmusa a szdvetekben kialakult gyulladas gatlasanak. Ezen feliil az adenozin
receptorok stimuladcidja csOkkenti a TLR4 indukalta gyulladdsos mediatorok
felszabadulasat, mint a TNF-o, MIP-la és a nitric oxid, valamint fokozza a
gyulladédsgatlo IL-10 termelését.(Hasko, 1996; Sajjadi és mtsai, 1996; Mayne és mtsai,
2001; Szabo és mtsai, 1998).

Ao €s Aj receptor hidnyos egereken igazoltdk, hogy mindkét receptornak szerepe van a

crer

crer
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APC-re is lehet aktivald hatdsa. Ha az APC még nem érett és nem stimulalja a TLR,
akkor az adenozin eldsegiti a kemotaxist, ami ugy tlinik az A3 receptoron keresztiil
torténik és fokozodo intracellularis Kalciumszinttel és aktin visszarendezédésével tarsul.
Ez a hatas is protektivnek foghat6 fel, mivel az éretlen APC-k toborzasa a helyszinre, az
immunvalasz soran egy korai stimulus ahhoz, hogy az immunsejtek megjelenjenek a
helyszinen és védekezhessenek a korokozokkal szemben. Az érett APC esetében az
adenozin gatolja a TLR medialta IL-12 termelését, csokkentve ezzel a gyulladast és a
pusztitas mértékét. A dendritikus sejtek adenozin jelenlétében csokkentik kapacitasukat,
hogy a T sejtek Th; iranyba differencialodjanak. Ez az adenozinnak egy masik
szuppressszios mechanizmusa, amivel a gyulladast csokkenti, hiszen a Th; sejtek erésen

fokozzak a makrofagok indukalta gyulladasos valaszt. (Panther és mtsai, 2003).

Adenozin szerepe az arachidonsav felszabadulasban

Az arachidonsav (AA) a foszfolipidekbdl szabadul fel kiilonb6z6 foszfolipaz A, (PLA,)
enzim hatasara. A gyulladdsban résztvevd lipid medidtorok termelésében az
arachidonsavnak koOzponti szerepe van, mivel prekurzora a leukotriéneknek,
lipoxinoknak, thromboxanoknak és prosztaglandinoknak, de kozvetett modon a PAF
(vérlemezkék aktivald faktora) termelésében is részt vesz. Az arachidonsav szamtalan
jelatvivé elemet szabalyoz, ide tartoznak a foszfolipaz C, sfingomielindz és néhany
protein kindz C (PKC) isoformaja is (Dennis, 1997; Leslie, 1997; Wu ¢és mtsai, 1994,
Sipka és mtsai, 2001). Human periférias mononukledris sejtek (monocitak és
limfocitdk) szuszpenzidjaban, a monocitak szinte az egyetlen arachidonsavat termeld
sejtek (Sipka és mtsai, 2001), mivel a citoszolban levé PLA, az intracellularis
arachidonsav termelésének f6 enzime hianyzik az érett T sejtekbdl (Gilbert és mtsai,
1996).

A gyulladés indukcidjdban €s szabdlyzasaban a citokineknek szintén jelentds szerepiik
van. Az adenozin gatolhatja par pro-inflammadcios citokin termelését és kibocsatasat
kozvetleniill vagy adenozin receptor agonista hatasara (Bouma és mtsai, 1994; Okusa,
2002; Victor-Vega ¢és mtsai, 2002; Hasko és mtsai, 1998; Hasko és mtsai, 2000; Link és
mtsai, 2000; Sajjadi és mtsai, 1996).

Fontos egylittmiikodés 1étezik az IL-1f, adenozin és az arachidonsav termelése kozott.

Ismert, hogy az IL-1p az arachidonsav termelésnek egyik leger6sebb endogén
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stimulatora (Chang és mtsai, 1986; Morri és mtsai, 1994). Masrészt az is ismert, hogy
az A1, Asa és Az adenozin receptorok ingerlése erésen gatoljak az IL-1B kibocsatasat
aktivalt human monocitakbol (Sipka és mtsai, 2005).

Korabban nem irtak le arra vonatkoz6 adatokat, hogy az adenozin receptor altipusok
milyen hatassal vannak az arachidonsav termelésében ¢és, hogy a kiillonb6z6 adenozin
receptorok altipusainak stimulacioja hogyan hatnak a human monocitdk arachidonsav
termelésére foleg, ha forbol észterrel és Ca*" ionoforral stimulaljak oket. (Sipka és
mtsai, 2007)

A tiiddszovet gyulladédsos torténéseinek két, egymastol tavol esé megnyilvanulasanak az
egyik szélén az ARDS (adult respiratory distress syndrome) all, melyet egy nagyon
erbteljes polimorfonukledris aktivacid jellemez, a masik szélen pedig az asztma, ahol a
gyulladés kronikus. E két folyamat patomechanizmusa nagyon tavol van egymastol, de
ami hasonlé benniik az, hogy a szervezet nem képes a gyulladast korlatozni (Ware és
mtsai, 2000). A gyulladasos valasz szerepe protektiv és kozelrdl beavatkozik az érintett
szovetek helyredllitisaba, homeosztdzisdba (Haworth és mtsai, 2007). A rezolucids
fazis, a helyreallitas, egy aktiv, jol iranyitott és komplex folyamat, mint a gyulladas
kezdete ¢és fennallasa. Maga a rezolucié mar a gyulladas kezdetén beindul, kiillonb6z0,
bioszintézissel jard folyamatok révén, melyek késobb ellenregulacios tulajdonsaggal
bir6 kémiai mediatorokat termelnek és bocsatanak ki (Haworth és mtsai, 2007). Ezek a
felszabadulé molekuldk kiilonbéznek a csak anti-inflammaciés szereppel rendelkezd
molekuldktol, mivel ezek a rezoluciot segitik és hozzajarulnak a szoveti
katabolizmushoz, melynek eredménye a szdvetrestauracid. (Serhan és mtsai, 2007(1);
Serhan és mtsai, 2007(2)).

A LTBy4 a polimorfonuklearis sejtek igen erds aktivatora, egy lipid mediator, mely a
gyulladdsban ¢és a gazdaszervezet védekezési mechanizmusiban jatszik jelentds
szerepet. A vérben levd polimorfonukledris sejtek altal de novo termelt LTB,
a leukocitdkat aktivalja és toborozza a gyulladas helyére, de fontos szerepe van a
korokozokat tartalmazoé partikuldk eltavolitasaban is, mivel az 5-LO knock-out egerek
fokozott fert6zési veszélyét észlelték (Mancuso és mtsai, 2001; Haribabu és mtsai,
2000). Az arachidonsav indukélt LTB, bioszintézist az Aa receptor izgatasa, valamint

agonistaja (CGS-21680) erdsen gatolja (Grenier és mtsai, 2003).
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A human polimorfonuklearis sejtek stimulacioja kiilonb6z6 szolubilis agonistakkal és
fagocita stimuldtorokkal megnoveli az intracellularis szabad Ca és a cPLAj-medialta
arachidonsav kibocsatasat. (Dennis, 2000). Az adenozin Aja receptorain keresztiil
nagyon erds polimorfonuklearis funkciogatlo hatast képes kifejteni. (Cronstein és mtsai,
1994; Flamans és mtsai, 2000).

Ismert, hogy polimorfonukledris szuszpenzidé olyan mennyiségli adenozint bocsat ki,
amely képes gatolni az arachidonsav kibocsatast és az LTB, termelését, melyek formil-
Met-Leu-Phe (FMLP) és PAF stimulacié vagy exogén stimulus hatasara termelddtek
(Krump és mtsai, 1997; Surette és mtsai, 1999).

Granier és mtsai 2003-ban kimutattak, hogy az A,a receptorok elfoglalasa gatoljak a
PLD 4ltal aktivalt arachidonsav és a LTB, szintézist.

Az adenozin a légutakban a CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator) protein egyik fontos szabalyozoja. Az adenozin receptorok stimulacioja révén
a léguti feliileti folyadék, ASL (airway surface liquid) mélységét és Osszetételét
szabalyozza. (Tarran és mtsai, 2002; Lazarowski és mtsai, 2004; Tarran és mtsai, 2005).
Az adenozin szamtalan funkciot szabalyoz, tobbek kozott a szoveti gyulladas alakuléséat
és az epitélium sejtjeinek ion transzportjat (Cobb és mtsai, 2003). Ujabb adatok alapjan
az Azg adenozin receptorok stimuldlasa aktivalja a PLAj,-t, ami a CFTR in vivo és in
vitro szabalyozasaban vesz részt (Hentchel-Franks és mtsai, 2004, Cobb és mtsai, 2002
(1); Cobb és mtsai, 2002 (2)).

Yao Li ¢s mtsai (2006) szerint szoros Osszefliggés 1étezik az adenozin, az CFTR ¢és az
arachidonsav metabolitok termelése kozott a human légutak sejtjeiben. Ezt az Aog
adenozin receptorok szabalyozzék ugy a cAMP/PKA, mint az AA/cPLA; Gtvonalon. Az
adenozin egy fontos ,utkeresztezOdést” képez ebben a szabalyozéasban, valosziniileg
Osszekoti a CFTR reguléciot a 1égutban terjedd gyulladasos folyamat terjedésével. (Yao
Li és mtsai, 2006).
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5. CELKITUZESEK

A pulmonalis adenozin receptorok fontos szerepet jatszanak a bronchialis funkciok
¢lettani szabalyozéasaban, de komoly szerepiik van az asthma bronchiale, COPD ¢és mas
foleg gyulladasos jellegli tiidébetegség patomechanizmusaban is. Az adenozin
receptorok — mint altalaban a G-proteinhez kotott receptorok — a receptorialis
szabalyozasnak erdsen ki vannak téve. Az asthma bronchiale és a COPD folyamataiban
részvevé mononuklearis sejtek adenozin receptorai fontos szerepet jatszanak a
gyulladésos folyamatok szabéalyozéasaban, tehat alapos elemzésiik jogosnak tiinik.

Kisérleteinkben a kovetkezd kérdésekre kerestiink valaszt:

1. Milyen mértékben befolyasolja a kronikus metilxanthin kezelés az izolalt
léguti szovetek adenozin reaktivitdsat a kezelés folyaman? Mennyiben
figgenek a Ilétrejott valtozasok az epitélium jelenlététél? (asztmas
folyamatban az epitélium karosodasa, részben denudalasa kovetkezik be!)

2. Megvizsgalni a xanthin-rezisztens, intracellularis kotOhelyeknek a
farmakologiai tulajdonsagait és befolydsolhatdsagat. Mindemellett célunk
volt annak felderitése is, hogy az adenozin simaizom hatasaban van-e
szerepe a xantin-rezisztens As receptorok aktivaciojanak.

3. Elemezni a kiilonb6zd adenozin receptor altipusok szerepét a periférids
monocitak IL-1p felszabaditasaban.

4. Elemezni a kiilonb6z6 adenozin receptor altipusok aktivacidjanak hatasat a

monocitidk arachidonsav felszabadulasara.
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6. ANYAGOK ES MODSZEREK

6.1. Anyagok

A kisérletek soran a kovetkezd vegyiileteket hasznaltuk: AA861, adenozin, koffein,
capsaicin, kromolin sodium, diclofenac sodium, dipiridamol, indomethacin,
methacholin chlorid, N- carboximetil- Phe- Leu, nordihidroguaiaretic sav (NDGA),
foszforamidon, thiorfan, N°-ciclopentiladenosine (CPA), 5°-N —etilcarboxamido-
adenozin (NECA), forbol 12-mirisztate 13 acetat (PMA), kalcium ionofor (A23187)
(Sigma Chemicals, U.S.A), 2-p - [2-carboxyethyl]-amino-5-N-ethylcarbox-amido-
adenosine (CGS 21680), N°-(3-iodobenzyl)-5-(N-methylcarbox-amido-adenosine (IB-
MECA), 8-cyclopentyl-1,3-dipropylxanthin  (DPCPX),3-ethyl-5-benzyl-2-methyl-4-
phenylethyl-6-phenyl-1,4 - (+) dihydropyridine-3,5-dicarboxylate (MRS-1191)
(Research Biochemicals, Inc. U.S.A.), 4-(2-[7amino-2—(furyl)[1,2,4]triazolo [2,3,]
[1,3,5]triazin-5-ylamino]ethyl)phenol (ZM 243185) (Tocris, U.S.A.), ELISA kit for IL-
18 (Amersham, U.K.). RPMI-1640 culture medium, fetal calf serum (GIBCO BRL,
UK).

6.2. Kisérleti allatok és kezelésiik

Kisérleteinkben 440-590 g sulyt him tengerimalacokat hasznaltunk fel. Az allatokat
szabvanyos ketrecekben helyeztiik el, ahol az allatok ételt (standard tengerimalac lucerna
pelletet) és folyadékot ad libitum fogyaszthattak. A 12 6ras nappali és éjszakai
ciklust az allatok részére mesterségesen biztositottuk.

Azon kisérletek esetében, ahol nem volt sziikség el6kezelésre, az allatoknal a szokasos
gondozason ¢€s megfigyelésen kivil mas kezelést nem alkalmaztunk. A kronikus
koffeinkezelésnek kitett allatok esetén 2 kisérleti csoportot allitottunk be. Mindkét csoport
allatait (kontroll és a koffeinnel kezelt) egymastdl elkiilonitve helyeztiik el a ketrecekben.
Az allatok ételt és folyadékot ad libitum fogyaszthattak. A tengerimalacokon két
csoportban végeztiink eldkezelést. Az allatok egyik csoportja 20 g/l szachar6z
oldatot ivott ad libitum, a masik csoportnal a szachar6z oldat 600 mg/1 koffeint
tartalmazott (a szacharoz adasa a koffein keserli izének elfedésére szolgalt). A

feldolgozas elott az allatokat egy 24 6rds wash-out peridédusnak vetettiik ala,
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amikor csak szachardzos vizet kaptak, tehat a prepardtumok nem tartalmaztak
koffeint olyan mennyiségben, amely a vizsgéalatokat zavarta volna. A kezelés
alatt kiilonb6zo 1dokozonként folyamatosan mértiik a kezelt tengerimalacok szérum

koffeinszintjét.
6.3. Koffein meghatarozas a szérumban

A vér koffein szintjének meghatarozasa HPLC modszerrel tortént a Debreceni
Egyetem Alkalmazott Kémiai Tanszékén a kdvetkez6 modon: 0, 5 ml szérumhoz 2 ml
metanolt adtunk, majd 6sszekeverés utan 30° C-os hdmérsékleten inkubacio kdvetkezett.
Az igy kapott mintat centrifugaltuk 100 g-vel 10 percig. Ezutan a feliiluszot
eltavolitottuk és folyamatos nitrogénaramlas alatt szaritottuk. A szaraz iiledéket
feloldottuk 0, 5 ml metanolban és az oldatot tovabb higitottuk 0, 5 ml bidesztillalt
vizzel. Ezt kovetden szirtiik és befecskendeztik a Milton Roy CM 4000 HPCL
rendszerbe, ami Waters UV 440 detektorral (254 nm) volt felszerelve. A mintakat a
Waters Spherisorb C-18 (ODS2) oszlopon (5 uM; 4,6 mm x 250mm) kromatografias
késziiléken vizsgaltuk, melynél a mobil fazis metanol: viz 50:50 aranyt elegye volt. Az

dramlasi sebesség 1 ml/ perc, a retenciods id6 4,5 perc, a hémérséklet 35° C volt.
6.4. A szovetek elokészitése

A tengerimalacokat Na-pentobarbitattal (50 mg/kg i.p.) altattuk. A mellkas
megnyitasa utan izolaltuk a trachedt, azt a rajta levd zsirtol, kornyezé kotdszovettdl
megtisztitottuk, majd longitudinalis metszéssel megnyitottuk a simaizommal (pars
membranacea) ellentétes oldalon levé porcokat. Amennyiben sziikséges volt, a trachea
luminalis felszinérél (mind a simaizom, mind a porc felett) az epitéliumot enyhe
dorzsoléssel eltavolitottuk (fémradra applikalt vattacsomoval). Az igy kapott trachea
preparatumokat 10 cm? {rtartalmu, vertikalis-kiképzésii szervfiirdd rendszerbe
(THSZ-02, Experimetria, Budapest) helyeztiikk. Tapoldatként Krebs oldatot
hasznéaltunk (36° C), melynek dsszetétele a kovetkezé volt (mmol/l): NaCl 118; KCI
4,7; CaCl, 2,5; NaH,PO,4 1,0; MgCl, 1,2; NaHCO3 24,9 és glikoz 11,5. A
tapoldatot 95%-0s O, és 5%-0s CO; elegyével oxigenizaltuk az ekvilibracios

periodus folyaman, ezaltal az oldat pH-ja 7,4-re alt be. Minden kisérletet
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(amennyiben a kisérleti feltételek nem kivantak meg mas kezelési modot) 10 pM
dipiridamol jelenlétében hajtottuk végre a membranalis purin transzport gatlasa céljabol.
Ezaltal igyekeztiink elkeriilni az intracellularis adenozin zavaro6 hatasat. A széveteket 10
MN-o0s elofeszités mellett fiiggesztettiik fel és 90 perces eldinkubacids periodust
alkalmaztunk, amelynek soran a kontraktilitasi paraméterek stabilizalodtak. A
vegyliletek alkalmazidsa ebben az egyensulyi 4allapotban tortént. A
tenzidvaltozas mérése izometrias mechanoelektromos transzducer (SG-01 D,
Experimetria, Budapest) segitségével tortént.

Kisérleteink egy részét a Fernandes és mtsai (1989), Eglen és mtsai (1991), és
Hay ¢s mtsai (1992) éltal leirt modszerek modositasaval coaxialis bioassay rendszerben
végeztilk. Ez a bioassay tartalmazta az ¢ép epitéliumu vagy az epitélium-fosztott
tengerimalac tracheat (donor preparatum) ¢s az epitélium nélkiili kontroll tracheat
(szenzor). A donor tracheat hosszanti metszéssel atvagtuk és félig nyitott allapotban
tartottuk, amelyhez egy specialis kisméretii polietilén tavtartot hasznaltunk. Ezzel a
modszerrel elkeriilhetd volt az esetleges mechanikai surlédds a szenzor trachea és a

donor preparatum kozott. Mindemellett ez a modszer lehetové tette a kiillonbozo

crer

6.5. Kisérletes protokoll

A kisérletek soran a mechano-elektromos jeleket folyamatosan regisztraltuk. A
koncentracio fiiggvényében, emelkedd metakolin koncentraciokkal (0. 1- 10 uM) dozis-
hatds gorbét vettiink fel. Az ezt kdvetd 40 perc alatt a szoveteket 10 percenként
atmostuk, majd a preparatumokat kontrahaltattuk metakolinnal (0.3 pM) és addig
varakoztunk, amig be nem allt az egyensulyi allapot. Ebben a prekontrahalt allapotban
adenozinnal (ill. a megfelelé adenozin analdgokkal) kumulativ dozis-hatas gorbét
vettiink fel. Mosas utan a preparatumokat 50 percig inkubaltuk a megfelelé specifikus
vegyiiletekkel, majd a szoveteket metakolinnal ismét kontrakcioba hoztuk. Ebben az
allapotban ismételten felvettiik az adenozin koncentracid-hatds gorbéjét. A masodik
adenozin dozis-hatds gorbe felvétele utan papaverint adtunk a preparatumok
tapoldatahoz és regisztraltuk a maximalis relaxacio kialakulasat. Az adenozin (ill. a
vizsgalt specidlis analogok) effektusat a 100 uM papaverin altal létrehozott maximalis

relaxéacio %-aban fejeztiik ki.
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A kisérletekhez sziikséges MAB engedélyek szama: DE MAB 45/2001 ¢és 7/20033.

6.6.  Periférias mononuklearis sejtek (PBMC) preparalasa human vérbél

Boyum metodikaja szerint (1968) mononuklearis sejt szuszpenzidkat (atlagosan:
88-95% limfocita, 5-12% monocita) preparaltunk egészséges Onkéntesek periférias
vérmintaibol. A kiilonb6zd szuszpenzidk megoszlasi viszonyait aramlési citometriaval
ellendriztiik. A mononuklearis sejtek szazalékos megoszlasa atlagosan a kovetkezo volt:
CD3": 69,4%, CD19": 13,5%, CD56": 9,8% ill. CD14": 8,3% (Coulter EPICS XL, flow
cytometer, U.S.A.).

6.7. A periférias vér mononuklearis sejtek stimulaciéja

Sejtkultura edényenként 5x10° sejtet tartalmazé szuszpenziét RPMI-1640
mediumban tenyésztettiink, amelyet kiegészitettiink alacsony LPS tartalmu 10% foetalis
borju szérummal (plusz 80 pg/ml gentamycin és 2mM glutamine) megfeleléen
parasitott kozegben 5% CO; jelenlétében és 37°C-on. Minden mintat triplikidtumban
hasznaltunk fel. A stimulaciot 50 ng/ml PMA-val és kalcium ionoforral (A23187)

torténo 4 oras inkubacioval valtottuk ki.

6.8. Az IL-1p felszabadulds mérése a periférias mononuklearis sejtek stimulalt

szuszpenzidjabol

crer

segitségével (Amersham, G. B.) és az eredményeket pg/ml-ben fejeztiik ki.

6.9. A periférias mononuklearis sejtek kezelése adenozinnal ill. altipus-szelektiv

adenozin analégokkal

Az adenozint és a kiilonb6z6 adenozin receptor altipusokra specifikus
vegylileteket 15 perccel adtuk a periféridss mononuklearis sejtek szuszpenzidhoz a

PMA+ kalcium ionofor stimulacid eldtt. Szelektiv adenozin Ayg receptor aktivator

crer
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crer

0,1 uM ZM 243185 (szelektiv Aa receptor antagonista) jelenlétében, amely
vegylileteket 15 perccel alkalmaztunk a NECA beadésa el6tt. Az Az receptorok esetében
az antagonistat (MRS 1191; 10 nM) szintén 15 perccel korabban alkalmaztuk a
szelektiv agonista IB-MECA applikacioja elétt. A masik két agonistat, a CPA-t és a
CGS 21680-at szinttn 10 nM koncentracidban hasznaltuk. Az antagonistak
koncentracioit elozetes kisérletek tapasztalatai alapjan hataroztuk meg.

A nem stimuldlt mintdk esetében a tenyésztdoldat feliiluszojat hasznaltuk,
tartalmazott (PMA és kalcium ionofor nélkiil). A plasztik feliiletrdl (sejttenyésztd
edények) spontan felszabaduld IL-1 mennyiségét minden esetben korrekcioba vettiik.
Az atlagos, feliileti aktivitas miatt felszabadulo IL-1B koncentracidja 12.4+ 2.5 pg/ml
volt. Meg kell jegyezniink, hogy az oldoszerként hasznalt DMSO nem befolyasolta
szignifikans mértékben az IL-1f produkciot.

6.10. A sejtek életképességének vizsgalata

A kiilonb6z6é vegyiiletek beadasa utan, az IL-1B felszabadulds meghatarozasa
el6tt elvégeztiik az Un. tripankék exkluzios tesztet. Csak azokat a kisérletes mintdkon

dolgoztunk tovabb, ahol a sejtek életképessége tobb mint 90 % volt.

6.11. Az arachidonsav felszabadulds mérése nem-stimulalt és stimulalt periférias

mononuklearis sejtek szuszpenziokbol
6.11.1 Arachidonsav felszabadulas nem-stimulalt sejteken.

A sejteket 24 szovetkultara edénybe osztottuk szét (GIBCO, U.S.A) (0.5x10°
cells/well; sejt/lyuk) és RPMI mediumba helyeztiik (GIBCO, kiegészitve 1% foetalis
borjii szérummal, antibiotikumokkal és glutaminnal) 37°C-on steril 5% CO,-ot
tartalmazo kozegben (ASSAB, Sweden). 0.1p Ci aktivitasu *H arachidonsavat (CH-AA)
adtunk 0.5x10° sejtek 20 6ran keresziil. A jeldlés utan a sejteket haromszor mostuk
foszfat-pufferben (PBS) és ezt kovetéen nyugalmi allapotban inkubaltuk 4 o6ran

keresztiil. Ezeket a sejteket a tovabbiakban nem-stimulalt kontrollnak tekintettiik és

32



ezek sejtmentes feliiluszojat hasznaltuk °H-AA  mérésekhez. Mivel a teljes
radioaktivitast mértiik, ezért nem volt lehetdségiink az arachidonsav és az arachidonsav
metabolitok szétvalasztasara. A tovabbiakban emiatt ,,arachidonsav ¢és metabolitjai”

elnevezést alkalmaztunk.
6.11.2 Arachidonsav felszabadulas stimulalt periférids mononuklearis sejteken

A 20 oran keresztiil *H-AA-val inkubalt sejteket 50 ng/ml PMA és 0.5 pM
kalcium ionofor (A-23187) hozzaadasaval aktivaltuk 37 °C-on 4 6ran keresztiil. A
mintakat 10 percig (1200 rpm, fordulat/perc) centrifugaltuk és a szuszpenziét 5 ml
TRITOSOL szcintillatorhoz adva, az aktivitast szcintillacidos szamlaloval mértik le
(Packard 2200CA). *H-AA és a metabolitjainak a mediumba tortént felszadulasat a
teljes radioaktivitas mérése alapjan detektaltuk. Az izotop mérések értékeit a percenkéni
bomlas mértékében fejeztiik ki (dpm, decay per minute, percenkénti felbomlas) (Victor-
Vega és mtsai, 2002)

6.11.3 A periférias mononuklearis sejtek kezelése adenozinnal, CPA-val, CGS-
21680-al és IB-MECA-val

crer

15 perccel adtuk a periférias mononuklearis sejtek szuszpenzidhoz a nem-stimulacid
elott, ill. a PMA-val és a kalcium ionoforral torténd aktivalas elétt. Az adenozinnal
végzett kisérletekben 10 uM EHNA (ADA gatloszer) volt jelen az inkubacios
médiumban, hogy kivédjiik az adenozinnak az adenozin dezamindz altali bomlasat. A
szelektiv Ay adenozin receptor stimulacio elérésére NECA-t (nem-specifikus agonista
A és A, receptorokon) hasznaltunk 0,3 uM DPCPX (A; receptor gatld) és 0.1 uM ZM-
243185 (Aza receptor gatlo) jelenlétében, amelyeket a NECA beadasa el6tt 15 perccel
alkalmaztunk. Az Aj receptorok esetében az antagonistat (MRS 1191; 10 nM) szintén
15 perccel kordbban alkalmaztuk a szelektiv agonista IB-MECA applikécigja elott. A
masik két agonistat, a CPA-t és a CGS 21680-at szintén 10 nM koncentracioban
hasznaltuk. Az antagonistak koncentracioit eldzetes kisérletek tapasztalatai alapjan

hataroztuk meg.
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Kisérleteink egy specialis csoportjaban a tenyésztéoldatot 0,2 U/ml adenozin
dezaminazzal egészitettiik ki, hogy a keletkez6 endogén adenozin zavard hatasat

kikiiszoboljiik.
6.12. Statisztikai értékelés

Metakolinnal torténd elokontrahalas utdn a prepardtum mechanikai aktivitasaban
torténd agonista altal kivaltott relaxaciot a prekontrakcid %-aban fejeztiik ki. 100%-0s
relaxacionak a papaverinnel kivaltott maximalis hatast tekintettiik. A dozis-hatas gorbéket,
amennyiben a hatasok jellege ezt lehetové tette, a non-linearis regresszids analizis
segitségével elemeztik. Az alabbi képletet alkalmaztuk: E = Emax [A]NH/[A]NH+[
ECso]nH, ahol az E a hatast, az Emax @ maximalis hatast, az ECsy (a pD-, tizes alapt negativ
meredekségét jelenti ("midpoint slope parameter"). A szamszerli eredmények kozlésekor
mindig a szamtani atlagot és a kdzépérték standard hibajat adtuk meg. Az ECsy értékeket
végig a 10 alapt negativ logaritmusuk formdjaban jelenitettiik meg (pD; értékek). A
kisérletes csoportok kozotti tobbszords Osszehasonlitasokat Newman-Keuls post hoc
teszttel kombinalt varianciaanalizissel (ANOVA) végeztik. Az észlelt valtozasok
statisztikai szignifikancigjat a Student-féle kétmintds, ill. dnkontrollos kisérletek esetén a
paros t-probaval is vizsgaltuk (szignifikancia kiiszob P <0, 05).

Az IL-1pB felszabadulasnak adenozin és az adenozin receptor agonistak altali
valtozasat a periférids mononuklearis sejtek szuszpenzidban a bazalis IL-1p produkcio
szazalékaban fejeztik ki. A pD2 és Emax meghatirozdsokat non-linearis regresszios
modszerel hataroztuk meg.

Az arachidonsav és metabolitja felszabadulasat az adenozin és analodgjai hatasara
a periférias mononukledris sejtek szuszpenzioban a bazélis arachidonsav termelddés
szazalékaban fejeztiik ki. Az ECy5 értékeket (a bazalis arachidonsav produkcid 15%-0s
csOkkenéséhez sziikséges agonista koncentracid) az agonista dozis-hatas gorbék alapjan
linedris regresszids analizissel hataroztuk meg. A kisérletes csoportok kozotti
tObbszordos  Osszehasonlitasokat Newman-Keuls post hoc teszttel kombinalt
varianciaanalizissel (ANOVA) végeztik. Az észlelt valtozdsok  statisztikai
szignifikancigjat a Student-féle kétmintés, ill. onkontrollos kisérletek esetén a paros t-

probaval is vizsgaltuk (szignifikancia kiiszob P <0, 05).
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A szignifikancia feltétele a P <0.05 volt (*P < 0.05, **P <0.01, ***P < 0.001).

7. EREDMENYEK

7.1. A Kkronikus koffeinkezelés hatasa az adenozin bronchialis hatasaira

7.1.1. A kronikus Kkoffeinkezelés hatasa a testsilyra, a Kkoffeinfelvételre és a

mortalitasra

A tengerimalacok sulyanak gyarapodasaban a koffein nem okozott szignifikans eltérést
a kontroll csoporthoz képest. A koffein kezelt csoportnal az atlagos sulygyarapodas
2,5+ 0,4, mig az olddszeres csoportnal 2,9+ 0,5 g/nap volt. A kezelt allatok a 600 mg/1
koffeinoldat fogyasztasaval atlagosan napi 73,8+ 8,7 mg/kg koffeint fogyasztottak
(n=43). A 10 hetes kisérlet soran nem talaltunk kiilonbséget a mortalitasban a kezelt és a

kontroll tengerimalacok kozott (2,3 % ill. 2,8%).

7.1.2. Szérum koffein koncentraciok

A 3. naptol kezdve egyenstlyi allapot jott létre a szérum koffein
koncentracidban, amelyik kés6bb is mind a 10 hetes kisérlet soran konstans maradt
(39,1 + 3,9 uM, n= 15). Az allatoktol az exterminacié elétt 24 oraval a koffeint
tartalmazd oldatot megvontuk. Az allatok felaldozasanak idOpontjaban az atlagos
szérum koffeinkoncentracio 3,5+ 0,4 uM (n=21) volt. Az oldoszerrel kezelt éallatok

széruma koffeint nem tartalmazott (n=12).

7.1.3. Az adenozin altal létrehozott mechanikai valaszok valtozasa ép
epitéliummal rendelkezé trachea preparatumokon tartés koffeinkezelés

alatt

0,3 uM metakolinnal prekontrahalt, izolalt tengerimalac trachea preparatumokon
az adenozin koncentraciofiiggd (0,1-100 uM) relaxaciot fejtett ki dipiridamol (10 uM)
jelenlétében (membran purintranszport gatlo szer). Koffeinmentes oldattal valo 10 hetes

kezelésnél nem taldltunk szignifikans eltérést az adenozin pD; és Emax értékeinél (1.
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Tablazat). 3 napos koffeinkezelés kissé balra tolta az adenozin koncentracid-hatés
gorbéit, de a pD; és Enax értékekben nem volt szignifikdns valtozas (1a. abra). 1 hét
utdn mar mintegy 5-sz0rds balratolodas volt megfigyelhetd (1b. abra), de a maximalis
hatdsban nem tortént valtozas. Az adenozin iranti érzékenység a 2. héttél csokkeni
kezdett (3-szoros balratolodas)(lc. abra). Miutan a koffeinkezelést folytattuk, azt
figyeltiik meg, hogy az adenozin indukalta relaxacioban a tovabbi 2 hetes kezelést
kovetden fokozatosan eltlint a szenzitizacio. (1d-1e. abrak). A 10 hetes koffeinkezelés
utdn minimalis, nem szignifikans antagonista hatas volt megfigyelheté az adenozin

indukalta relaxacioban a koffeinnel és az oldoszerrel kezelt csoport kozott (1f. abra).

7.1.4. Az adenozin altal létrehozott mechanikai valaszok valtozasa epitélium-

fosztott trachea preparatumokon tartés koffeinkezelés soran

Epitélium-fosztott trachea preparatumokon vizsgaltuk, hogy az epitélium milyen
szerepet jatszik a koffein kezelés sordn 1étrejovd szenzitizacid megsziinésében. 3 napos
koffeinkezelésnél nem taldltunk kiilonbséget az adenozin indukélta valaszban a kontroll
és a koffeinnel kezelt allatok trachea preparatumaiban (2a. abra). Az els6 héttol kezdve
mar szignifikans, 4-6-szoros balratolodas volt megfigyelhetd a koffeinnel kezelt trachea
simaizmok adenozinra adott valaszreakcidiban. Ez a fokozott adenozinérzékenység a 10
hetes kezelés alatt mindvégig megmaradt (2b-2f. abrak, 2. Tablazat). A 2 hetes
"kimosasi peridodus" utdn nem volt szignifikans kiilonbség a két kezelt csoportbol
szarmazo szovetek valaszreakcioi kozott, tehat a hatds reverzibilisnek bizonyult (az

adatok nem lathatok).
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1. Tablazat: Az adenozin koncentracid-hatas gorbe farmakoldgiai paramétereinek
valtozasa ép epitéliummal rendelkezd trachea preparatumokon tartés koffein kezelés

soran a koffeinnel és az oldoszerrel kezelt csoportok esetében.

Az adatok a kozépértéket jelzik a standard errorral.

8P <0. 05 6sszehasonlitas az oldoszer-kezelt kontrollal

° P <0. 05 az egységtdl (1) valo statisztikus eltérés
A statisztikai szignifikancia vizsgalatat Newman-Keuls post hoc teszttel kombinalt
varianciaanalizissel (ANOVA) végeztiik.

Paraméter Oldoszeres kezelés Koffeines kezelés
3 napos:

pD, 5,70 + 0,08 5,94 £ 1,10
Emax 99 + 2 95+3

n 7 8
koncentraci6 arany 1,7+0,8

1 hetes:

pD2 5,65 £0,12 6,31 +£0,08*
Emax 97 +3 93+2

n 7 8
koncentracio6 arany 46 +04 b
2 hetes:

pD; 5,71 +£0,14 6,17 +0,05*
Emax 98 +£2 91+4

n 11 9
koncentraci6 arany 29+0,3 b
4 hetes:

pD2 5,77 +£0,15 5,91+0,12
Emax 97 +2 92+ 4

n 7 8
koncentraci6 arany 1,4+0,9

6 hetes:

pD; 5,76 £ 1,08 5,83 +£0,99
Emax 98 + 2 93+3

n 7 8
koncentraci6 arany 1,2+0,8
10 hetes:

pD, 5,75+ 1,20 5,58+ 1,10
Emax 96 + 3 08 +2

n 7 8
koncentraci6 arany -0,7+0,3
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2. dabra: Adenozin-indukalt relaxacio tartos koffein kezelés soran (epitélium-fosztas)
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2. Tablazat. Az adenozin koncentracid-hatas gorbe farmakoldgiai paramétereinek
valtozasa epitélium-fosztott trachea preparatumokon tartds koffein kezelés soran a
koffeinnel és az oldoszerrel kezelt csoportok esetében.

Az adatok a kozépértéket jelzik a standard errorral.

4P <0. 05 dsszehasonlitas az oldoszer-kezelt kontrollal

P <0.05 az egységtol (1) valo statisztikus kiillonbség szignifikanciaja

A statisztikai szignifikancia értékelését a Newman-Keuls post hoc teszttel kombinalt
varianciaanalizissel (ANOVA) végeztiik.

Paraméter Oldoszeres kezelés Koffeines kezelés
3 napos:

pD, 5,88 £0,18 6,01 = 1,10
Emax 94 +2 94 + 1

n 7 8
koncentracio6 arany 1,4+04

1 hetes:

pD; 5,82 + 0,09 6,44 +0,18*
Emax 95+3 91 +2

n 10 12
koncentraci6 arany 42+0,3 b

2 hetes:

pD2 5,84 £0,17 6,59 +0,11*
Emax 95+3 89+ 4

n 9 7
koncentracio6 arany 5,6 0,5 b

4 hetes:

pD, 5,86 £0,18 6,67 +0,16*
Emax 95+3 90 + 3

n 6 7
koncentraci6 arany 6,5+0,5 b

6 hetes:

pD; 5,77 £ 1,01 6,48+0,11*
Emax 94 +3 87 +4

n 6 5
koncentraci6 arany 5,1+£0,4 b
10 hetes:

pD, 5,81 £0,18 6,55+ 0,09*
Emax 95+ 3 92+2

n 14 15
koncentraci6 arany 55+0,4 b

7.1.5. Az epitélium szerepének vizsgalata co-axialis bioassay rendszer segitségével

az adenozin-indukalta valasz csokkenésében

A co-axialis bioassay rendszer segitségével (amelyet a Moddszerek cimi

fejezetben mar részletesen leirtunk) megallapithatd, hogy az epitéliumbdl szarmazo
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faktorok milyen szerepet jatszanak az adenozin hatds szenzitizciojanak
megsziinésében. A "szenzor" preparatumokban (epitélium nélkiili kontroll tracheacsd)
az adenozin indukalta relaxacié 64+ 5% (n=5). Ha a szenzor preparatumokat co-
axialisan beillesztettiik egy kontroll, ép epitéliumu tracheaba (a donor hosszanti irdnyu
felfiiggesztése mellett), akkor kismértékli gatlds volt megfigyelhetdé az adenozin
indukalta relaxacidban (55+ 4%; n=5; P <0,05; 3a. abra). Nem talaltunk lényeges
valtozast az adenozin-indukalta bronchodilatator valaszokban, ha kontroll, epitélium-
fosztott tracheakat alkalmaztunk a co-axidlis assay rendszerben (64=+ 5% ill. 67+ 6%-0S
relaxaciok; n=5; 3b. abra). Egy masik kisérletsorozatban a teszt preparatumokat 6 hetes
koffeinkezelt tengerimalac ¢ép epitéliuma légcsovébe illesztettik. A szenzor
tracheapreparatumokon (donor alkalmazasa nélkiil) az adenozin (3 uM) altal 1étrehozott
relaxacio 68+ 5% volt (n=6), de a koffeinkezelt tracheak lumenében a szenzor sztripek
purin-indukalta relaxacidja erdteljesen csokkent (25+ 3% relaxacio; n=6; P <0, 0001;
3c. abra). Ha a koffein-kezelt tracheapreparatumokrol az epitéliumot eltavolitottuk,
akkor nem talaltunk szignifikdns kiilonbséget az adenozin vélaszban a kontroll és a
szenzorok kozott (proba preparatumok relaxacidja tracheacsd nélkiil: 68+ 5%; n=6; a
szenzorpreparatumok relaxacioja, epitélium-fosztott, koffeinkezelt tracheacsében: 62+
6%; n=6; P> 0, 05; 3d. abra).
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3. dbra: Az adenozin hatasa epitélium-fosztott kontroll prepardtumokon tracheacsd
alkalmazasa nélkiil (szenzor: - donor) ill. tracheacsé alkalmazdasa mellett (+ donor). Az
adenozin dltal létrehozott relaxdcio oldoszeres kontroll csoportbol szarmazo, epitélium-
intakt trachedak mellett (a), epitélium-fosztott kontroll donor prepardatumnal (b), 6 hetes

Koffeinkezelt, ép epitéliumii donor trachedkndl (C), és 6 hetes koffeinkezelt, epitélium-
fosztott donor trachedknal (d).
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7.1.6. Leukotrién és prosztanoid szintézis gatlas hatasa az adenozin epitélium-

fiiggo relaxans valaszara

Annak kideritésére, hogy esetlegesen nem epitélium eredeti bronchoconstrictor
faktorok felszabadulasa gatolja az adenozin indukalta relaxacionak a csokkenését
kronikus koffein kezelés soran, elemeztiikk a ciklo-oxigenaz és lipoxigenaz termékek
esetleges részvételét a folyamatban. A kisérleteket 6 héten keresztiil koffeinnel kezelt
tengerimalacokbdl szarmazd ¢ép epitéliuma 1égesé csikokon végeztik. 3 puM
indomethacin (n=4) vagy 20 uM diclofenac, mint ciklo-oxigenaz gatlok jelenlétében az
adenozin-indukalta relaxacioban nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a kontrollhoz
képest. Ugyancsak nem volt 1ényeges hatas az adenozin vélaszban a 20 uM NDGA
(nem specifikus lipoxigenaz gatlo), ill. a 10 uM AAS861 (szelektiv 5-lipoxigenaz gatlo)

jelenlétében sem (4. abra).

7.1.7. Kromolin, capsaicin elokezelés és neutralis endopeptidaz inhibitor hatasa
tartos koffein-kezelt tengerimalacok trachea preparatumainak adenozin altal

létrehozott relaxaciojaban.

Ebben a kisérletben a 3uM adenozinnal 1étrehozott relaxéaci6 és az adenozin kimosasa
utan 20uM  kromolinnal (hizosejt stabilizator, amely gatolja a hizdsejtek
hetes koffein kezelt allatokbol szarmaztak, majd metakolin-prekontrakcid 1étrehozasa
utan az adenozin expoziciot megismételtik. Amint az 5.a abran lathato, a kromolin
jelenléte nem befolyasolja az adenozin hatast epitélium-intakt trachea csikokon.

Felvetddott, hogy a tartés koffein kezelés soran a kialakulé adenozin szenzitizacid
megsziinésében az epitéliumbdl esetlegesen felszabadulé neuropeptidek lehetnek
felelosek. Ebbdl a célbol kéttipust kisérletet végeztiink: (1) Zygmunt és mtsai (2002)
modszerének felhasznalasaval in vitro 20puM capsaicinnel végeztiink 40 perces
elékezelést a capsaicin-szenzitiv neuropeptidek depletalasara, tovabba (2) egy masik
kisérletsorozatban a capsaicint (1uM) a metakolin-kontrakci6 kifejlédése és az adenozin
beadasa elott kozvetlentil alkalmaztuk annak eldontésére, hogy a capsaicin hatdsara
folyamatosan felszabaduldé neuropeptidek képesek-e ellensulyozni az adenozin

bronchorelaxans effektusat. Megallapitottuk, hogy a neuropeptidek capsaicinnel torténd
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kitiritése utan (6 hetes koffein kezelt, epitélium-ép trachea preparatumokon) a 3uM
adenozin hatésa a kontrollhoz képest fokozddott (58+5%-r61 72+4%-ra, n=4; P < 0,05,
5.b abra). Ha a capsaicin el6kezelést oldoszeres kontroll preparatumokon alkalmaztuk,
akkor az adenozin hatds csak kismértékben (10+4%-al) fokozddott. Az adenozin hatés
potencidléoddsa nem volt megfigyelhetd az epitélium-fosztott trachedkon, sem az
oldoszeres kontroll, sem a koffeinikezelt allatokbol szarmazé specimenek esetében (az
adatok nem lathatok).

A teljes metakolin prekontracki6 utan, 1 uM capsaicint alkalmaztunk. A capsaicin
tovabbi kontrakciot hozott 1étre az epitélium-¢ép, kontroll trachea prepardtumokon.
Capsaicin jelenlétében a 3uM adenozin altal indukalt relaxacid 34+3%-al csokkent
(n=5)(az adatok nem lathatok).

A 6 hetes koffeinkezelt allatokbol nyert szoveteket 3uM N-carboxymethyl-Phe-Leu
(n=6) vagy 10uM thiorphannal (n=5) inkubaltuk. Az epitélium ép trachedk 3uM N-
carboxymethyl-Phe-Leu-al torténd kezelése az adenozin-indukalt relaxaciot 66+4%-al
csokkentette (n=4, P<0.001; 5.c abra). A neutralis endopeptidaz egy masik inhibitora, a
thiorphan, 10uM adagban alkalmazva hasonlé hatast mutatott az adenozin- indukalt
relaxacio csokkenésében (43+5%,n=5)( nem abrazolt eredmény).

A neutrdlis endopeptiddz gatldsa phosphoramidonnal (10 pM) szintén gatlé hatéast
gyakorolt a purin nucelozida altal kifejtett relaxaciora (61+£5%, n=4, 5.d abra).

Az oldoszerrel kezelt tracheacsik kontrollok kezelése N-carboxymethylé-Phe-Leu-al
(3uM) vagy phosphoramidonnal (10uM) szignifikansan csokkent hatast valtottak ki
(24+3% 1ll. 16+4%) a metakolin prekontrakciot kovetd adenozin —indukalt relaxacio

gatlasaban. (n=4, mindkét esetben, P<0.01) (az adatok nem lathatok).

7.1.8 A NOS gatlasanak hatasa az adenozin-indukalt relaxaciora.

Ep epitéliumii tracheacsikok 6 hetes oldoszeres kezelését kovetden, 200uM L-NOARG-
elokezelése szignifikansan csokkentette a 3uM adenozin-indukalt relaxacidt. Epitélium
fosztott preparatumok esetén a 200uM L-NOARG eldkezelés nem befolyasolta az
adenozin hatdsat. 6 hetes koffeinkezelt ép epitéliumi tengerimalacok trachea
preparatuman a 200uM L-NOARG hatasara az adenozin- indukalt relaxacié jelentdsen
fokozodott. A koffeinkezelt epitélium fosztott allatoknal az adenozin relaxacid egy

enyhe fokozodast mutatott. (3. Tablazat)
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4. dbra: 3 uM indomethacin (INDO: a panel), 30 uM diclofenac (DICL: b panel) mint
ciklo-oxigenaz gatlok, ill. 20 uM NDGA (C panel) és 10 uM AA861 (d panel) mint
lipoxigendz gatlok hatasa epitélium-intakt trachea prepardtumokon (6 hetes koffein
kezelt tengerimalacokbdl). Az oszlopdiagramokon az dtlagot és a standard errort

tiintettiik fel (a kisérletek szama minden csoportban 4). A (-) a gatloszer hianyat, a (+)
annak jelenlétét jelzi.
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5. dabra: 20 uM cromolyn (CROM: a. panel), 20 uM capsaicin (CAPS in vitro
alkalmazasa és kimosas; b. panel), 3 uM N-carboxymethyl-Phe-Leu (NCMPL: c. panel)
és 10 uM phosphoramidone (PHOS: d. panel) hatasa az adenozon-indukalt

relaxdciora ép epitéliumu 6 hetes koffeinnel elékezelt tengerimalac trachea csikokon. A
megadott értékek 4 kisérlet atlagat £S.E.M. reprezentaljak. **P<0.01 az in vitro kezelt
és kezeletlen egyedek értékei kozotti statisztikai kiilonbséget mutatja.
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3. Tablazat: A NOS gatlo (200 uM L-NOARG) hatasa az adenozin-indukalt

relaxaciora MCh-al prékontrahalt tengeri malac trachea csikokon.

Kezelés Adenozin(3 uM)-indukalt relaxacio (%)
L-NOARG elétt L-NOARG utan n
Oldészerrel kezelt ( ép epitélium) 57 +2 43 +1° 6
Oldoszerrel kezelt (epitélium fosztott) 60 2 58 +4 6
Koffeinnel kezelt  ( ép epitélium) 59 +3 72 £ 4° 5
Koffeinnel kezelt (epitélium-fosztott) 70 +1 76 + 3° 5

Az értékek kozépértékek (£ S.E.M). a P<0.05, az adenozin-indukalt relaxacid
kiilonbsége L-NOARG alkalmazasa el6tt és utan.. A statisztikai analizis

szignifikancidjat paros Student t-teszttel végeztiik

7.2.  Xanthin-rezisztens adenozin kotéhelyek szerepének elemzése tengerimalac

trachea simaizomzaton

7.2.1 Xantin-érzékeny hatasok vizsgalata tengerimalac trachean

Kisérleteink els6 részében a xantin-érzékeny hatasokat vizsgaltuk metakolinnal
prekontrahalt, epitélium-fosztott trachea csikokon. Az adenozinnal 1 uM ¢és 1 mM
koncentraci6 tartomanyban kumulativ koncentracio-hatas gorbét vettiink fel, amelyen
lathat6 az adenozin dézis-fiiggd relaxalo hatasa. 10 pM 8-fenilteofillin, mint altalanos -
xantin-tipusu adenozin receptor antagonista jelenlétében az adenozin dézis-hatas
gorbéje jobbra eltolodott, jelezve a xantin-érzékeny receptorok jelenlétét. Korabbi
vizsgalatok alapjan tudjuk, hogy ezek elsésorban extracellularis Azg tipust receptorok
(Brown és Collis, 1982). Mindemellett az is megfigyelheté, hogy az eltoldodas nem
parhuzamos, ami azt jelzi, hogy nem tisztdn kompetitiv jellegli antagonizmusrdl van
sz0. Felvetddik tehat az a lehetdség, hogy a nagyobb adenozin koncentraciok esetében
intracellularis hatasok is szerepet jatszhatnak (6. abra).

Mivel az intracellularis hatdsokat elsdsorban az adenilciklaz strukturalis

egységét képezd un. P-kothelyekkel (site) hozzak Osszefiiggésbe, ezért kisérleteket
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%relaxacio

végeztiink 2 szelektiv P-site agonistaval, 2'-dezoxiadenozinnal (2°’DA) (7.abra) és
adenin-9-béta-D-arabinofuranoziddal (ARA-A) (8.abra). Lathato, hogy a 2'-
dezoxiadenozin mérsékelt relaxald hatast fejt, amelyet a 8-PT jelenléte nem befolyésol.
Ez alapvetden bizonyitja, hogy a hatas xantin-rezisztens kétohelyen fejlodik ki.
Ismeretes, hogy az intracellularis térben az adenozin és bizonyos adenozin
analogok (ilyen az altalunk hasznalt két purin vegyiilet is!) lebontasat elsésorban az
adenozin dezaminaz enzim végzi, tehat mindhdrom vegyiilet intracelluldris hatasat az
adenozin dezaminaz (ADA) aktivitas limitalja, hiszen az enzim miikkodése soran a fenti
vegyiiletek P-site agonista hatdsa megsziinik. Az adenozin dezaminéz jelenleg 2 eltérd
kémiai struktiraval rendelkezé vegyiilettel gatolhatd, a coformicinnel (bakterialis

eredeti ADA gatlo ¢és daganatellenes szer) és az erithro-hidroxi-nonil-adeninnel

(EHNA).
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© -8-PT 6. dbra: A 8-fenilteofillin (8-PT) antagonista hatdasa
801 o T az adenozin dltal létrehozott  relaxdcioban
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7. dabra: A 8-fenilteofillin (8-PT) antagonista hatisa a 2’-dezoxiadenozin (2’DA) dltal
létrehozott relaxacioban tengerimalacokbol izolalt trachea preparatumokon.
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8. dabra: A 8-fenilteofillin (8-PT) antagonista hatasa az adenin-9-B-D-arabinofuranozid
(ARA-4) dltal létrehozott relaxdcioban  tengerimalacokbol —izoldlt  trachea
preparatumokon.
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9. dbra: A coformicin (COF) potencialo hatisa az adenozin adltal létrehozott
relaxdcioban tengerimalacokbol izolalt trachea preparatumokon.

Az abran jol megfigyelhetd, hogy a magasabb (>10 uM) adenozin koncentraciok
hatasat az adenozin dezaminaz coformicinnel térténé gatlasa jelentdsen potencialja.
Ennek feltehetéen az a magyarazata, hogy az intracellularis xantin-rezisztens P-

kotdhelyek szamara nagyobb adenozinkoncentracio all rendelkezésre (9 abra).
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Hasonl6 eredményeket kaptunk a masik ADA gatlo, az EHNA jelenlétében is
(nem lathato), tehat erds bizonyitékunk van arra, hogy a hatasok valéban az adenozin
dezaminaz gatlasaval és nem pedig egyeb, esetleges nem-specikus hatasokkal hozhatok

Osszefiiggésbe.
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10. abra: A coformicin (COF) potencidlo hatdisa a 2’-dezoxiadenozin dltal létrehozott
relaxdcioban tengerimalacokbol izolalt trachea preparatumokon.

Még pregnansabbak az eredmények a szelektiv P-site agonista, a 2'-dezoxicoformicin
(2'dAR) alkalmazasa utan. A 2'dAR mérsékelt relaxalo hatisat az adenozin dezaminaz
gatlasa jelentdsen fokozta, a pdrhuzamos eltolads mértéke csaknem 30-szoros! (10 abra)
A hatésok jellege hasonl6 az ARA-A esetében is, bar -érdekes modon- a potencialo

hatas nem annyira kifejezett (az adatok nem lathatok).
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11. dbra: A dipiridamol (DP) potencialéo hatisa az adenozin dltal létrehozott
relaxdciora tengerimalacokbol izolalt trachea preparatumokon.

A kovetkez6 kisérletsorozatunkban az extracelluldris oldal irdnyabol probaltunk
meg bizonyitékokat keresni.

Az adenozint a sejtek specidlis membranalis purin transzport, facilitalt diffazio,
révén gyorsan felveszik. Ez a mechanizmus-felels elsGsorban az extracellularis
adenozin hatdsok gyors megsziinéséért. A membranalis purin transzport gatloszereként
a farmakologusok jelenleg a dipiridamolt (egyébként, mint erés koronaria tagitd
hasznalatos a koronariarezerv meghatarozasanal, izotoptechnikai modszereknél, ill.
alkalmazzak, mint thrombocita dezaggregald szert is (és az NBTI-t (nitrobenzil-
tioinozin) hasznaljak.

A 11. abran jol lathat6, hogy a 10 pM dipiridamol jelenléte az adenozin hatast
drasztikus moédon felerdsiti (tobb mint 2 nagysagrenddel!). Ez arra utal, hogy az
adenozin hatdsdban az extracellularis receptoroknak dontd jelentdsége van

(természetesen ez nem zarja ki az intracelluldris hatds lehetdségét!).
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12. dabra: A dipiridamol (DP) potencidlo hatasa a 2°’-dezoxiadenozin dltal létrehozott
relaxaciora tengerimalacokbdl izolalt trachea prepardtumokon.
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13. dbra: A dipiridamol (DP) potencialé hatasa az adenin-9-béta-D-arabinofuranozid
altal létrehozott relaxaciora tengerimalacokbol izolalt trachea prepardtumokon.

Az adenozinnal ellentétben a 2'dAR és az ARA-A esetében a dipiridamol nem erdsiti,
hanem szignifikansan csokkenti a P-site agonista purin anal6gok bronchodilatator

effektusat (12-13. abra). Ezek az eredmények egyértelmiien jelzik, hogy a membranalis
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purin transzport gatldsa gatolja a vegyiiletek felvételét az intracellularis térbe, tehat

gyengébb lesz a P-kotéhelyek aktivacidja.

Utolsé kisérletsorozatunkban az extracellularis xantin-rezisztens Az adenozin receptor

szerepét vizsgaltuk.
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14. abra: Az MRS 1191 gatlo hatasa az adenozin dltal létrehozott relaxaciora
tengerimalacokbol izolalt trachea preparatumokon.

Megallapitottuk, hogy az adenozin altal 1étrehozott bronchodilataciot 1 puM MRS 1191
mint specifikus Az antagonista jelenléte szignifikansan csokkenti, tehat az adenozin
relaxalé hatdsdban az Aog ¢és az intracellularis receptorok mellett az Aj

receptoraktivacionak is jelentdsége lehet (14. abra).
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15. abra: Az MRS 1191 gatlo hatasa Az IB-MECA dltal létrehozott relaxaciora
tengerimalacokbdl izolalt trachea prepardtumokon.

A 15. ébran lathato eredmények tovabb erdsitik elobbi feltevésiinket. Az IB-MECA az
egyik legszelektivebb Ajz receptor agonista €s Onmagaban képes a prekontrahalt
bronchusizomzat elernyesztésére. Az a tény, hogy az MRS 1191 ezt a hatést
antagonizalja, erds bizonyitékul szolgdl annak alatdmasztasara, hogy az adenozin a fenti

folyamatban oki szerepet jatszik.
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16. dbra: Az MRS 1191 hatisa 2’-dezoxiadenozin dltal létrehozott relaxdciora
tengerimalacokbol izolalt trachea preparatumokon.

Végezetiil kisérleteket végeztink annak elemzésére, hogy a mar vizsgalt P-site
agonistak befolydsoljak-e az Az receptorok funkcidjat. Amint a 16. abran lathato, a 2'-
dezoxiadenozin 4ltal 1étrehozott relaxaciot az MRS 1191 jelenléte nem érinti, tehat a P-
site és az Agreceptor hatasok farmakologiailag jol differencialhatok.

Mindezek alapjan megallapithatdo, hogy az adenozin bronchodilatator hatasdban
nemcsak extracelluldris Ag receptorok vesznek részt, hanem egyrészt intracellularis
tamadaspontu P-kot6helyek, tovabba xantin-rezisztens extracellularis Az receptorok is.
Mivel az adenozin patogenetikai szerepe az asthma bronchiale roham keletkezésében
egyértelmiien elfogadott, ezért felvetddik, hogy csupan a xantin-érzékeny receptorokra
hat6 teofillin mellett esetleg P-site antagonistak (amelyeket mindeddig még nem
sikertilt szintetizalni!) és Az receptor antagonistak alkalmazasa tokéletesebbé tehetné az
asthma bronchiale kezelésének hatékonysagat. Ennek kimondasahoz természetesen
olyan kisérletek sziikségesek, amelyek a fenti mechanizmusokat kisérletes asthma

bronchialéban is megerdsitik.
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7.3 Adenozin hatasa az interleukin-1f felszabadulasra aktivalt human

periférias mononuklearis sejteken

7.3.1. Adenozin és altipus-szelektiv adenozin receptor aktivatorok hatasa az IL-1

felszabadulasra aktivalt human periférias mononuklearis sejteken

Forbolészter ¢és kalcium ionofor altal aktivalt periférids mononuklearis sejtek
szuszpenziokon vizsgaltuk az adenozin és az altipus specifikus adenozin receptor
agonistak (CPA, CGS 21680 ¢s IB-MECA mint az A;, Axa and Ag receptorok szelektiv
aktivatorai) hatasat az IL-1p felszabadulasra. A,g receptor specifikus adenozin agonista
hidnyaban a specifikus Ayg adenozin receptor stimulacidt Ugy oldottuk meg, hogy
NECA-t, egy nem-specifikus A, receptor agonistat alkalmaztunk, amikoris az Aga
receptorokat 0,1 uM ZM 243185-el, az A; és az As receptorokat pedig 0,3 uM DPCPX-
el és 10 nm MRS 1191-el blokkoltuk. Az adenozin és az altipus-szelektiv agonistakat
10 pM-1 uM (n = 32) koncentraci6 tartoményban hasznaltuk.

A periférias mononuklearis sejtek aktivalasahoz PKC specifikus forbolésztert (forbol
12-mirisztat 13-acetat, PMA) és a Ca** ionofort (A23187) hasznaltunk, ugyanis ezeknek
a vegyileteknek a szignal transzdukciora kifejtett hatdsa biokémiai és farmakoldgiai
szempontbol mar jol definialt (Yamato K, és mtsai, 1989; Gudipaty L, és mtsai, 2003.)
A PMA és az A23187 altal létrehozott IL-1p koncentracio 82.6 + 9.2 pg/ml volt. Az
IL-1B felszabaduldst mind az adenozin, mind az adenozin altipus-szelektiv agonistak
koncentracio-fiiggé mértékben gatoltak. Meghataroztuk a maximalis hatasokat (Emax) és
a félmaximalis hatashoz sziikséges koncentraciok logaritmusait (pD,). A szamitott pD2
értekek a kovetkezok voltak: CPA=10.27, CGS 21680=9.78, IB-MECA=9.35,
adenozin=7.43, NECA a gatloszerekkel egyiitt alkalmazva nem adott szamithato
érteket). A pD, értékek alapjan az IL-1p felszabadulds gétlasanak hataserdsségi
sorrendje a kovetkezé volt: CPA=CGS 21680>IB-MECA >adenozin >NECA (A1, Aza
és Az receptor gatloszerek jelenlétében). Az adatokat az 17. abran és az 4. tablazatban

tintettuk fel.
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7.3.2. A kiilonboz6é adenozin altipus-szelektiv antagonistak hatiasa a specifikus
adenozin receptor agonistak IL-1p felszabadulast gatlo hatasanak

befolyasolasa aktivalt human periférias mononuklearis sejteken

Ebben a Kkisérletsorozatban a kiilonboz6 altipus szelektiv antagonistakat
alkalmaztunk: DPCPX (A1) ZM 243185 (Aza) és MRS 1191 (A3) jelenlétében
tanulmanyoztuk a CPA (A1), CGS 21680 (Aza) és IB-MECA (A3) altal 1étrehozott
gatlast az IL-1p felszabadulasra aktivalt periférias mononuklearis sejteken. Mindegyik
antagonista szignifikansan mérsékelte a megfeleld agonista altal létrehozott gatlast
(CPA 56.0% vs CPA + DPCPX 19.1%; CGS 21680 62.6% vs CGS 21680 + ZM
243185 18.1%; IB-MECA 66.5% vs IB-MECA+MRS 1191 19.4%; Id. 18. abra). A
PMA+A23187-indukalt IL-1f3 felszabadulas altal 1étrejovoé koncentracio 87.5 + 10.3
pg/ml (n=12) volt az adenozin receptor agonistak beadasa eldtt. Az IL-1p koncentraciok
a 0.1 uM DPCPX, 0.1 uM ZM 243185 ill. 10 nM MRS 1191 jelenlétében 92.4 + 11.4
(n=4), 83.1 £ 9.8 (n=4) ¢és 81.3 + 12.5 pg/ml (n=4) volt. Ezek az értékek nem

kiilonboztek szignifikansan a vegyitiletek beadasa el6tti koncentraciotol (P > 0.05).

57



100

©

w

-©

d

(0

O /54

(7]

Q@

X

w

T 50 -

>

©

S

©

N

D 95 - —=—CPA

Q@ —a— CGS 21680

EIL —v— [B-MECA
I ——NECA

— ,

—_— —e— Adenozin

0 1 T T ¥ T T

-11 -10 -9 -8 -7 -6
log (M) agonista

17. abra: Az altipus-szelektiv adenozin receptor agonistik (CPA: A;, CGS 21680: Aga,
IB-MECA: Az, NECA*: Ay adenozin receptor aktivatorok) hatdsa az |L-1f produkciora
aktivalt human periférias mononuklearis sejteken. A *NECA alkalmazdasa Ay és Aoa
adenozin receptor antagonistak (0.3 uM DPCPX és 0.1 uM ZM 243185). A
PMA+A23187-indukalt IL-1/ koncentracio 82.6 + 9.2 pg/ml (n=32) volt az adenozin
receptor agonistdkkal térténd expozicio elott.

Az értékeket 5-7 kisérlet kozépértekeben (£ S. E. M.) fejeztiik ki.
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5. tablazat: A kiilonb6zé adenozin altipus szelektiv aktivatorok hatidsa az IL-1B

produkciora aktivalt human periférias mononuklearis sejteken.

Kezelés Aktivalt adenozin pD, Emax NH

receptor altipus

Adenosine A1/AA Azl Az 743+0.11° 72+8 35+07
CPA A 10.27+0.14* 80+ 6 0.7+0.3%
CGS 21680 Aon 9.78+0.62° 82+6 0.8+0.3°
NECA” Ass - _ ]
IB-MECA As 9.35+0.12% 70+6 1.2+0.2%
* A NECA alkalmazasa A; és Aja adenozin receptor antagonistak (0.3 puM

DPCPX ¢s 0.1 uM ZM 243185).

Az értékek 5-7 kisérlet kozépértékét (+ S. E. M.) jelzik.

P < 0.05 az adenozinnal torténd 0sszehasonlitasban

P <0.05 a CPA hatéssal torténd dsszehasonlitasban

A statisztikai szignifikancia analizisét Newman-Keuls post hoc teszttel
kombinalt variancia-analizissel (ANOVA) végeztiik.

pD,  félmaximalis gatlashoz tartozd agonista koncentracio logaritmusa

Emax maximalis gatlas

Ny Hill koefficiens
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18. dbra: A specifikus A; (DPCPX), Aza (ZM 243185) és A; (MRS 1191) antagonistdk
hatasa az altipus-szelektiv adenozin receptor agonistak altal létrehozott gatlasra az |L-
15 felszabadulasban aktivalt human mononukledris sejtekben. Az atlagos -
PMA+A23187-dltal indukalt - 1L-1/ koncentrdcio 87.5 + 10.3 pg/ml (n=12) volt az
adenozin receptor agonistakkal tortéend expozicio elott. Az IL-1 koncentracio 0.1 uM
DPCPX, 0.1 uM ZM 243185 ill. 10 nM MRS 1191 jelenlétében 92.4 + 11.4, 83.1 + 9.8
és 81.3 = 12.5 pg/ml volt. Ezek az értékek nem kiilonboztek szignifikansan a vegyiiletek
beaddsa eldtti koncentraciotol (P > 0.05).

Az értékeket 4-4 kisérlet kozépértékében (£ S. E. M.) fejeztiik ki.

*** pP<(.001
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7.4. Adenozin hatasa az arachidonsav felszaduldasra aktivalt human

mononuklearis sejteken.

7.4.1. Az adenozin és az altipus-szelektiv adenozin receptor aktivatorok hatasa az
arachidonsav felszabadulasra aktivalt human periférias mononuklearis

sejteken

Az adenozin és az altipus specifikus adenozin receptor agonistak (CPA, CGS
21680 és IB-MECA mint az A, Aza és As receptorok szelektiv aktivatorai) hatasat az
arachidonsav felszabadulasra forbolészter és kalcium ionofor altal aktivalt periférias
mononuklearis sejtek szuszpenziokon vizsgaltuk. Apg receptor specifikus adenozin
agonista hidnydban a specifikus Ajg adenozin receptor stimuldciot a kovetkezd
farmakologiai modszerrel hoztuk létre: NECA-t, egy nem-specifikus A, receptor
agonistat alkalmaztunk, amikoris az Aya receptorokat 0,1 uM ZM 243185-el, az A; és
az A; receptorokat pedig 0,3 uM DPCPX-el és 10 nm MRS 1191-el blokkoltuk. Az
adenozin és az altipus-szelektiv agonistdkat 10 pM-1 uM koncentracid tartomanyban
hasznaltuk.

A periférids mononukledris sejtek aktivalasdhoz PKC specifikus forbolésztert
(forbol 12-mirisztat 13-acetat, PMA) és a Ca?* ionofort (A23187) alkalmaztunk. Az
arachidonsav felszabadulast mind az adenozin, mind az altipus-szelektiv agonistak
koncentracio-fliggd mdodon gatoltdk (19.abra). A gatlasban az agonistdk hataserdsségi
sorrendje a kovetkez6 volt: CPA = CGS 21680 > adenozin > NECA = IB-MECA. A -
log ECys értékek (az arachidonsav kibocsatas 15%-os csokkentéséhez sziikséges
agonista koncentracio negativ logaritmusa) a kovetkez6képpen alakultak: CPA (Ay):
8.72 + 0.4; CGS 21680 (Aza): 7.89 + 0.5; adenozin : 6.39 + 0.5; NECA+ gatloszerek
(Azg): nem hatarozhatdé meg; IB-MECA (As): nem hatarozhaté meg (4. tablazat). 10 uM
EHNA mint adenozin dezamindz gatlo jelenlétében az adenozin hatisa kismértékben
potencialodott: (- log ECys értékek az ADA gatlas nélkiil: 6.27 + 0.7, mig az ADA gatlo
jelenlétében 6.48 = 0.8 ; P > 0.05). Megemlitendd, hogy az EHNA beadédsa utan a
maximalis hatas is szignifikansan megnétt: 21 + 2 %-r6l 32 + 3 %-ra (p < 0.05). Az
adenozin (0.1 uM) Aaltal Ilétrehozott arachidonsav felszabadulds gatlas jelentOsen
fokozodott a membran purin transzportnak 1 pM NBTI-vel tortént gatlasa utan is:

kontroll koriilmények kozott az arachidonsav felszabadulas gatlasa 7 + 3 %, mig az
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NBTI jelenlétében 15 + 4 % (P < 0.05). 0.2 U/ml ADA mérsékelten fokozza az
adenozin analdgok okozta gatlast, de ezek a valtozasok nem voltak szignifikansak (az
adatok nem lathatok). Nem volt szignifikans valtozas az arachidonsav felszabadulasban
adenozin ¢és adenozin analdogok hatasdra a nem-stimuldlt mononukledris sejt
szuszpenzidban (az adatokat nem tiintettilk fel). Az arachidonsav felszabadulas

adenozin és adenozin analogok altali gatlasa aktivalt mononuklearis sejteken az 1. abran

lathato.
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19. abra: Az altipus-specifikus adenozin receptor agonistak (CPA: A, CGS 21680: Aza,
IB-MECA: A3, NECA*: Az adenozin receptor aktivdtorok) hatisa az arachidonsav
produkciora aktivalt human periférias mononuklearis sejteken. A *NECA alkalmazasa
A1, Aop és Az adenozin receptor antagonistdk (0.3 uM DPCPX, 0.1 uM ZM 243185 és 10
nM MRS 1191). A PMA+A23187-indukdlt arachidonsav koncentracio 2855.4 + 239
(kozépérték + S.E.M) percenkénti bomlas (dpm) volt az adenozin receptor agonistik
beadasa elott.

A megadott értékek 5-7 kisérlet atlagat (£ S. E. M.) reprezentaljak.
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6. tablazat: Altipus-specifikus adenozin receptor aktivatorok hatdsa az arachidonsav

produkciora aktivalt human periférias mononuklearis sejteken.

Kezelés Adenozin receptor log ECy5
altipus

Adenozin As/Aoal AsslAs 6.39+0.5°

CPA Ay 8.72+0.4°

CGS 21680 Aon 7.89+0.5°

NECA” Aog nem hatarozhatd meg

IB-MECA As nem hatarozhatd meg

* A NECA alkalmazasa A; , Axa és Az adenozin receptor antagonistak (0.3 pM
DPCPX, 0.1 uM ZM 243185 és 10 nM MRS 1191) jelenlétében tortént.
A megadott értékek 5-7 kisérlet atlagat (= S. E. M.) reprezentaljak.

P < 0.05 a CPA-val osszehasonlitva
P < 0.05 adenozinnal 6sszehasonlitva
A statisztikai szignifikancia analizisét Newman-Keuls post hoc teszttel

kombinalt varianciaanlizissel (ANOVA) végeztiik.
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20. dbra: Szelektiv A1 (DPCPX) és Aan (ZM 243185) antagonistik hatdsa az altipus-
szelektiv adenozin agonistak dltal létrehozott arachidonsav termelodés gatlasra aktivalt
human periférias mononuklearis sejteken

Az értékeket 4-4 kisérlet eredményeinek az atlagaban (£ S. E. M.) fejeztiik ki.

* P<0.05 ** P<0.01

Egy masik kisérletsorozatban kiilonboz0 altipus-szelektiv antagonistdk (DPCPX:
A, ZM 243185: Ayp) jelenlétében tanulmanyoztuk a CPA (A;) és a CGS 21680 (Aza)
altal létrehozott gatlast az arachidonsav produkciora aktivalt human periférias
mononukledris sejteken. Az agonistak effektusat a megfeleld antagonistak szignifikdns
mértékben antagonizaltak: (CPA 23.6% vs. CPA + DPCPX 17.4% p< 0.05; és CGS
21680 29.9 % vs. CGS 21680 + ZM 243185 7.6 % p< 0.01; 20. abra). A
PMA+A23187-indukalt arachidonsav felszabadulas 2855.4+ 239 dpm ( decay per
minute; bomlas/perc) volt az adenozin receptor agonistak beadasa eldtt. A 0.1 uM
DPCPX ill. 0.1 uM ZM 243185 jelenlétében mért arachidonsav produkcid nem

kiilonbozott szignifikdnsan ettdl a fenti kontroll értéktdl.
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8. MEGBESZELES

8.1. Kronikus koffeinkezelés hatasa az adenozin bronchialis hatasara

A kronikus koffein kezeléssel kapcsolatos kisérleteink legfontosabb eredményeinek a
kovetkezOk tarthatok:

(1) Epitélium-intakt tengerimalac trachea preparatumokon végzett kisérletek
soran megallapitottuk, hogy az adenozin altal 1étrehozott relaxacid a tartos
koffeinkezelés 1-2. hetében eléri maximumat, majd a 10. hétre fokozatosan
csokken.

(2) Az epitélium mechanikus eltavolitasa utan a fenti bifazikus hatas nem jon
létre, hanem a kialakuld - adenozinnal szembeni - szenzitizacié a koffein
kezelés teljes idotartama alatt fennall.

(3) Co-axialis bioassay rendszert hasznalva (co-axialisan elhelyezkedd kontroll
szenzor, epitélium-fosztott trachea csik, amelyet specialisan kiképzett
trachea tubus vesz koriil: donor) megéllapitottuk, hogy a 6 hetes koffein
kezelt tengerimalacbol preparalt, epitélium fosztott trachea gytrtit donorként
alkalmazva a szenzor preparatumon az adenozin hatdsa nem moédosul,
ugyanakkor, ha epitélium-ép koffein kezelt tracheakat alkalmazunk, akkor az
adenozin hatésa csokken.

(4) Epitélium-intakt, koffein kezelt trachea csikokon sem a ciklo-oxigenaz
gatlasa (indomethacin, diclofenac), sem a lipoxigenaz bénitasa (NDGA,
AA861) nem befolyasolja az adenozin 4ltal létrehozott valaszokat.

(5) Koffein kezelt allatok epitélium-ép trachea preparatuman a neuropeptidek
capsaicinnel torténd kiiiritése utan az adenozin valasz fokozodott.

Ennek alapjan kimutattunk egy olyan érdekes, nem mindennapi jelenséget, hogy
az adenozin antagonista koffeinkezelés bifazikus hatast hoz I1étre az adenozin
érzékenységben, torténetesen létrehoz egy kezdeti szenzitizacidt, amelyet fokozatos
megsziinés kovet.

A koffein, széles korben fogyasztott pszichoaktiv drog, mely nem-specifikus
antagonistaja az adenozin receptoroknak (Fredholm, 1982). Ez a methylxanthin
leghatékonyabb antagonista az Aya receptorokon és kevésbé az A; és Agg receptorokon,

¢és azt is kimutattak, hogy csak gyenge gatlo hatassal rendelkezik az Az receptorokon.
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(Klotz és mtsai, 1998). A tengerimalac trachea A, adenozin receptorokat tartalmaz
(Brown és Collis, 1982; Ghai és mtsai, 1987; Collis és Hourani, 1993), de Losinski és
Alexander (1995) vizsgalatai alapjan ezek atipusos A, receptorok, ugyanis az agonista
hatasprofil alapjan az Azg csoportba, az antagonista hatasprofil alapjan az Aa csoportba
sorolhatok. Figyelemre méltd az a néhany kisérleti adat, amely szerint a tengerimalac
légecsdben xantinrezisztens adenozin receptorok is vannak. Ezek a receptorhelyek
valdsziniileg intracellularis lokalizacidjuak (Brown és Collis, 1982; Brackett és mtsai,
1991). A jelenlegi kisérleteket ezért membran adenozin transzport gatlds mellett
végeztik el annak érdekében, hogy kizarjuk az adenozinnak az intracellularis
receptorokkal torténd esetleges interakciojat.

A hosszantarto koffeinkezelésnek a hatasa az adenozin receptorokon vitathato. A
kozponti idegrendszerrél sz6ld néhany tanulmany az A; receptoroknak az up-
koffeinkezelés utan (Zielke és Zielke, 1987; Georgiev, 1993; Bona és mtsai, 1995;
Johansson és mtsai, 1996). Ellentmond6 adatokat publikaltak az A, adenozin receptorok
szabalyozasaban is kronikus koffeinkezelés alatt. Szamos kisérletben nem talaltak
valtozast a koffeinkezelés soran és az Aya adenozin receptorok szamaban, ugyanakkor
Johansson és mtsai (1997) leirtak, hogy koffeinfogyasztas (1 g/l) emelte az adenozin
receptorok szamat egér agyanak stridtumaban. Ami az Agg receptorok szabalyozasat
illeti, Fredholm (1982) nem tapasztalta, hogy 1 hetes koffeinkezelés utan a kozponti Azg
receptorok szamaban valtozas allt volna be.

Viszonylag kevés irodalmi adat foglalkozik a hosszantartd koffeinkezelés
hat4séaval a periférids adenozin receptorokon. Varani és mtsai (1999; 2000) mutattak ki
elészor, hogy a koffeinfogyasztas az emberi vérlemezke A, receptorainak az up-
regulacidjat okozza. Zhang és Wells (1990) leirtak, hogy az A, adenozin receptorok
szama emelkedik €s az A; receptorhatasoknak tulajdonithatd biokémiai valtozasok
jonnek létre a hosszas koffeinkezelés utan a patkany vérlemezkékben, de nem taldltak
valtozast a zsirsejt membranban 1évé A; receptor indukalt lipolizisben, annak ellenére,
hogy szignifikans csokkenés volt az A; receptorok szamaban. Ami a koffeines kezelés
kardiovaszkularis kovetkezményeit illeti, 2 hetes kezelés nagymértékben potencialta a
sinusritmus A; adenozin receptor indukalta szuppresszidjat, mig a vazodilatacios és a
reflex tachikardias valaszok, melyek az A, receptor agonistak hatasara jonnek l1étre, nem

valtoztak.
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Mind a mai napig nem all rendelkezésre irodalmi adat arr6l, hogy hogyan hat a
kronikus metilxantin kezelés a bronchidlis rendszernek az adenozin érzékenységére.
Ezen vizsgalatok jelentésége a kovetkezd szempontok miatt lehet fontos:

(1) Az adenozin fontos szabalyozo szerepet jatszhat a 1égz06 rendszer

fiziologias funkcioiban €s az asthma bronchiale pathogenézisében is
fontos lehet ( Fozard, 2003).

(2) A koffein, mint adenozin receptor antagonista gyakori fogyasztasa
modosithatja a horgorendszernek az adenozinerg szabalyozasat mind
egészségesekben, mind asztmas egyénekben.

(3) A theophyllin és szarmazékai (amelyeknek a struktiraja és farmakologiaja
régota alkalmazott szerek. Azt is meg kell emliteniink, hogy a
kisérleteinkben mért plazma koffein koncentraciok nagysagrendileg
megegyeztek a rendszeres kavé ¢és mas koffeint tartalmazé italok
fogyasztasaval jaro ,.terapids” szintekkel (Fredholm és mtsai, 1999).

Kisérleteinkben a nem specifikus adenozin antagonistaként folyamatosan
alkalmazott koffein epitélium-intakt trachea preparatumokon konvencionalis adenozin
receptor valaszfokozddast eredményezett, azonban a folyamat iddbeli lezajlasa
szokatlan mintazatot mutatott. A kezdeti szenzitizacids peridodus (3. hétig) utan az
adenozin 4ltal indukalt mechanikai vélaszok paraméterei (pD; €s Emax értékek)
visszatértek a kontroll értékre. Meglep6 mddon az epitélium-fosztott készitményeken
nem tapasztaltunk ilyen kétfazisu hatdst, hanem az adenozinnal szembeni szenzitizacio
folyamatosan jelen volt a koffeinkezelés 10 hete alatt. A co-axidlis bioassay rendszer
hasznalataval végzett kisérleteink arra mutattak, hogy az epitélium fontos szerepet
jatszik ebben a hatasban. Feltételezziik, hogy a folyamatos koffein kezelés soran
valamiféle adaptiv valasz alakul ki a trachedlis epitéliumban, amely ellensulyozza a
purin valaszokat. Kimutatott, hogy a tengerimalac trachedlis epitélium gazdag forrasa
mind a bronchodilatator (NO, PGE,, stb.), mind pedig a bronchoconstrictor anyagoknak
(Barnes és mtsai, 1998; Folkerts és Nijkamp, 1998). Ismert, hogy a 1égiti epitélsejtek
mind a ciklo-oxigenazt, mind a lipoxigenazt expresszaljak. Wilkens és mtsai (1992)
vizsgalatai szerint jelentés a PGF,, bazilis epitélidlis felszabaduldsa. Az epitélidlis
leukotrién szintézis ugyancsak jelentds lehet (Barnes és mtsai, 1998). Azt is kimutattdk,

hogy a tengerimalac és a patkany trachedlis epitélium granulai jelentds CGRP
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immunoreaktivitast mutatnak. Capsaicin kezelést kovetéen a CGRP tartalmat ezekben a
granulakban jelentésen csokkentik (Tschirhart és mtsai, 1990; Baluk és mtsai, 1993,
Bertrand és mtsai, 1993).

A CGRP mellett a 1éguti epitéliumban endotelin-szerii immunoreaktivitast is
kimutattak (Barnes és mtsai, 1998). Hay ¢és mtsai (1997) a tengerimalac trachea
epitéliumbal jelentds endotelin felszabadulast is kimutattak.

Mivel kisérleteinkben sem az indomethacin és a diclofenac (ciklo-oXigenaz
gatlok), sem az NDGA ¢és az AA861 (nem-szelektiv és szelektiv lipoxigenaz gatlok)
nem befolyasoltdk a koffeinkezelt trachedk adenozinra adott vélaszreakcidjat, ezért
joggal feltételezhetd, hogy az adenozin hatas csdkkenésében sem a prosztanoidoknak,
sem a leukotriéneknek nincs szerepe. Ugyanakkor az is megallapithaté a kromolinnal
végzett kisérleteink alapjan, hogy a koffein kezelés a hizosejtek granulumaibol sem
fokozza a bronchoconstrictor hatast endogén anyagok felszabadulasat.

Figyelemreméltonak tartjuk azokat az eredményeinket, amelyeket a kiilonboz6
tipust capsaicin kezelésekkel nyertlink. A capsaicinrdl kimutatott (Szolcsanyi, 1996,
Barth6 és mtsai, 2004), hogy képes Kkiliriteni a neuropeptideket a szenzoros
neuronokbol, de sikeriilt ezt igazolni az epitélidlis sejtekre is (Tschirhart és mtsai,
1990). Jelen kisérleteinkben a capsaicinnel tortént eldzetes in vitro kezelés (neuropeptid
deplécio) fokozta az adenozin hatdst, mig az egyidejli in vitro capsaicin alkalmazas
(egyidejli neuropeptid felszabadulas) gétolta az adenozin effektusat.

Mindezek alapjan feltételezziik, hogy a tartdos koffeinkezelés olyan adaptogén
valaszokat indit el a trachealis epitéliumban, amelyek soran olyan bronchoconstrictor
hatast peptidek szaporodnak fel a trachealis epitéliumban, amelyek az adenozin
hatdsara felszabadulnak, ugyanakkor az adenozon bronchidlis simaizom hatasat

jelentdsen antagonizaljak.

8.2. Xanthin-rezisztens adenozin kotéhelyek szerepének elemzése tengerimalac

trachea simaizomzaton
A fejezet legfontosabb eredményeinek a kovetkezdk tarthatok:

a. A metakolinnal prekontrahalt tengerimalac trachea simaizomzaton az adenozin

koncentracio-fliggé relaxaciot hoz 1étre, amelyet a nem-specifikus Ai/A;
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adenozin receptor antagonista, 8-fenilteofillin antagonizal, de a ddzis-hatas

gorbe eltolodasa a Hill slop értékek alapjan nem parhuzamos.

b. Az intracellularis P-site agonista 2’-dezoxiadenozin ill. adenin-9-béta-D-
arabinofuranozid (ARA-A) enyhe relaxalé hatast fejt ki, de ezeket az
effektusokat a metilxantin nem befolyasolja (xantin-rezisztens hatas).

C. Az adenozin trachea relaxalo hatéasa jelent6sen fokozhatod coformicin ill. EHNA
(intracellularisan hato, specifikus adenozin dezaminéz gatlok) jelenlétében.

d. Nagyon erds potencidldo hatas észlelhetd, ha a 2’-dezoxiadenozin hatasat az
intracellularis adenozin dezamindz gatldsa utdn vizsgaljuk. Ez a potencialo
effektus kiilondsen a 2’-dezoxiadenozin esetében kifejezett.

e. A membranalis adenozin transzportot gatlo dipiridamol jelenlétében az adenozin
bronchidlis hatasa jelentdsen fokozddik, jelezve az extracellularis receptorok
kifejezett funkcionalis aktivitasat.

f. Az intracellularis P-site agonista 2’-dezoxiadenozin és ARA-A mérsékelt
relaxald hatasait a membran transzport gatlasa (dipiridamol) az adenozinra
kifejtett hatassal ellentétben nem erdsiti, hanem jelent6sen antagonizaja, jelezve,
hogy ezek a vegyliletek nem rendelkeznek extracellularis aktivitassal.

g. Az adenozin bronchialis hatasai mérsékelhetok voltak a specifikus Az adenozin
receptor antagonistaval, MRS 1191-el. Ez az A3 adenozin receptorok mérsékelt
szerepe mellett sz6l (nem xantin érzékeny receptorok!).

h. A prekontrahalt trachea simaizmon a szelektiv Az adenozin receptor agonista IB-
MECA is relaxal6 hatést fejtett ki. Ez MRS 1191-el antagonizalhat6 volt. Ezen
utobbi vegylilet nem moédositotta a 2°-dezoxiadenozin relaxalo aktivitasat.

Az asthma bronchiale patogenezisében az adenozin oki szerepe egyre inkdbb
elfogadott (Barnes, 2003). A metilxantin tipust adenozin receptor antagonistak
(teofillin, aminofillin, enprofillin, stb.) bronchodilatitor hatdsa ennek a hipotézisnek
egyértelmi klinikai bizonyitéka.
adenozin receptoroké a vezetd szerep (Brown és Collis, 1982; Ghai és mtsai, 1987;
Collis és Hourani, 1993).  Erdekes probléma, hogy a bronchialis simaizom tartalmaz
nem-xantin tipust kot6helyeket, ill. receptorokat is, amelynek vizsgalata eléggé
elhanyagolt kutatasi teriiletet képvisel. A nem-xantin tipusu kotdhelyek, ill. receptorok

részben feltételezett intracellularis kotohelyek (Brown és Collis, 1982; Ghai és mtsai,
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1987, Collis és Hourani, 1993; Losinski és Alexander, 1995; Brackett és Daly, 1991) ill.
membranalis Az adenozin receptorok lehetnek.

Kisérleteinkben farmakologiai méddszerekkel bizonyitékokat szolgéltattunk arra
nézve, hogy a tradiciondlisan elfogadott xantin-érzékeny receptorok mellett a
tengerimalac bronchidlis rendszerben vannak Uin. nem-xantin tipusu kétéhelyek ill. nem-
xantin tipusa Az adenozin receptorok. Az intracellularis kotOhelyek feltételezett
szerepére a gyanu akkor terel6dott, amikor kimutattuk, hogy az extracellularis adenozin
receptoron hatd antagonista, a 8-fenilteofillin nem hoz 1étre parhuzamos eltolodast az
adenozin koncentracio-hatas gorbéjében, ahogyan ez egy kompetitiv antagonista hatas
esetén varhatd lenne. Megallapitottuk azt is, hogy a dipiridamol mint membranalis
adenozin transzport gatld jelentdsen fokozza a bronchidlis adenozin hatast, de
ugyanakkor gatolja az intracellularis P-ko6tShely agonistaknak (2°-dezoxiadenozin, 9-
béta-D-arabinofuranozil adenin) a hatasat. Ebbol kiindulva vizsgaltuk részletesebben az
intracellularis xantin-rezisztens kotShelyek szerepét az adenozin bronchus simaizom
hatasaban.

Az elsOként felfedezett nem-xantin tipusu kotohely az adenilciklaz felszinére
lokalizal6do, un. P-site (Londos és Wolff, 1977). Az intracellularis kotéhelyek kozé
tartozik az S-adenozil-homocisztein-hidrolaz (Zimmerman és mtsai, 1980) ill. az un.
»adenosine-binding proteine” (Olsson, 1982)”adenozinkoté fehérje” is, de e kotd
fehérjék purin receptor farmakologiai tulajdonsagai még nem eléggé kidolgozottak
ahhoz, hogy befolyasolasukbol érdemi és egyértelmli kovetkeztetéseket lehessen
levonni ¢élettani és patologias szerepiikre vonatkozoan. Mindenesetre a P-site-rol ismert,
hogy az adenilciklaz enzim része és fontos szerepet jatszik szdmos biologiai folyamat
kozismert hidrofob, membranhoz kotott, hat transzmembran domain-t tartalmazo
egysége mellett tartalmaz egy 35-40 kD méretli citoplazmatikus részt is (Dessauer, €s
mtsai 1999). Ennek a citoplazmatikus domain-nek részét képezi az un. P-site ill. a
forskolin kotdhely. Ennek a kotOhelynek a feltételezett szerepérdl vannak kisérletes
adataink, igy pl. a pitvari miokardium elektromos €s mechanikai aktivitasara kifejtett
adenozin hatdsban szerepe lehet ezen intracellularis elemeknek (Szentmiklosi és mtsai,
1982). Marone ¢és Casolaro (1990) komoly bizonyitékokat sorakoztattak fel amellett,
hogy huméan limfocitdkban és polimorfonuklearis sejteken a P-site fontos szerepet

jatszik a sejtek cAMP anyagcseréjének szabalyozasaban. Ami a P-site-ra hato
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vegyiileteket illeti, a jelenleg ismert P-site agonistak hataserésségi sorrendben a
kovetkezOk: 2’,5’-didezoxadenozin-3’-tetrafoszfat > 2°,5’-didezoxi-3’-ATP > 2’,5’-
didezoxi-3’-ADP > 2’,5’-didezoxi-3’-AMP > 2’-dezoxi-3’-AMP > 3’-AMP > 2’-
dezoxiadenozin > adenozin. Farmakologiai kisérletekben e vegyiiletek tobbsége nem
jut at a sejtmembranon, ezért ilyen célra csak korlatozott koriilmények kozott
alkalmazhat6. A gyakorlatban a P-kot6helyek szelektiv agonistaiként az adenozint ill. az
adenozin rib6z-mddositott, membran permedbilis analogjait alkalmazzdk, mint pl. a
2’5’-didezoxiadenozin, 2’-dezoxiadenozin, 9-béta-D-xilofuranozil adenin, 9-béta-D-
arabinofuranozil adenin (Londos és Wolff, 1977, Londos és mtsai, 1980).

Jelen kisérleteinkben a xantin-rezisztens kotohelyek fizioldgiai szerepe mellett
az intracelluldris adenozin dezaminaz gatlasa szolgéltatta a dontd bizonyitékot. Ez az
enzim membranhoz asszocialt (Agarwal és mtsai, 1975), az adenozint farmakologiailag
kevéssé aktiv inozinnd bontja. Az adenozin dezaminaz egyik legismertebb, szelektiv
gatloszere a coformicin, amelynek jelenlétében feltételezhetd, hogy az adenozin (vagy
adenozin dezamindz érzékeny adenozin analdogok) felszaporodnak az intracelluléris
térben ¢és aktivaljak az intracellularis kotOhelyeket. Esetiinkben a coformicin az
adenozin hatasat szignifikansan erésitette. A P-site-on kifejtett hatas legfbb
bizonyitéka az az eredményiink volt, miszerint a specifikus P-site agonista 2’-
dezoxiadenozin hatasat a coformicin mintegy 50-szeresére potencialta. Ezt az
elképzelésiinket tovabb erdsiti az a tény, hogy az EHNA mint szintén specifikus, de a
coformicintdl eltéré kémiai struktiraju szer, szintén potencialja az adenozin és a 2’-
dezoxiadenozin bronchialis effektusat.

A xantin-rezisztens elemek vizsgalatara tovabbi lehetdségiink volt az
extracellularis A; adenozin receptorok szerepének vizsgalata. Ennek a receptornak a
szerepét a tengerimalac bronchidlis rendszerben, tudomasunk szerint, még nem
vizsgaltak. Megallapitottuk, hogy az adenozin bronchodilatator hatasat az Az adenozin
receptor antagonista MRS 1191 mérsékli, ugyanakkor az Ajz aktivator IB-MECA
relaxalé hatést fejt ki, amelyet az MRS 1191 szintén antagonizal.

Mindezek az eredmények farmakologiai bizonyitékokat szolgaltattak arra nézve,
hogy a jelenleg klinikai jelentdséggel bird metilxantin-érzékeny receptorok mellett a
tiidoben talalhatok metilxantin rezisztens intracellularis kotohelyek ill. extracellularis
lokalizacioji receptorok, amelyek az A, adenozin receptor aktivacidoval megegyezo

hatast hoznak Iétre. Ennek a felismerésnek a jelentésége nemcsak elméleti jellegi,
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hanem esetleges innovativ kovetkezményekkel is jarhatnak, hiszen a megfelelé P-site
ill. Az adenozin receptor gatlas komoly adjuvans hatast eredményezhet egy stabil
metilxantin alapl terapia mellett. Ennek megvalositdsa azonban komoly elokészitést
igényel, ugyanis — bar rendelkeziink hatékony A3z adenozin receptor antagonistakkal —

P-site antagonistat mind a mai napig nem sikertilt eléallitani.

8.3  Adenozin hatisa az interleukin-1p felszabadulasra activalt human

periférias mononuklearis sejteken

A jelen kisérletek elséként igazoltdk az adenozin és adenozin-receptor
altipusainak kiilonb6z6 szelektiv agonistainak kozvetlen gatld hatasat az IL-1P
kibocsatasaban, forbol észterrel és Ca’* ionoforral aktivalt human monocitidkon. A
kisérletben felhasznalt aktivalo agensek kivalasztasa két tényezére alapult. Eloszor, a
(Palmer és Stiles, 1999), masodsorban, az emelkedett intracellularis Ca®" szint szerepére
az IL-B szekrécidjaban (Lorton, 1997; Andrei és mtsai, 2004). A kiilonb6z6 adenozin-
receptorok altipusainak részvételének tesztelésére szelektiv agonistakat hasznaltunk:
CPA-t az A;, CGS 21680-t az Axa és IB-MECA-t az Az receptorok stimulalasara. Az
Aza receptorok specifikus hatdsanak meghatarozasara egy spcifikus Ai/A; receptor
stimulalot a NECA-t hasznaltuk DPCPX ¢és ZM 243185 jelenelétében, mint szelektiv Aj
és Apa receptor antagonistak, ezzel Aya specifikus valaszt valtva ki. A NECA okozta
specifikus As hatas kizarasara, az MR 1191-t, egy szelektiv Az receptor inhibitort
hasznaltunk. Az A3, A, és Az receptorokhoz kothetd specifikus valtozésokat a receptor-
specifikus szelektiv antagonistakkal teszteltiik.

Vizsgélatunk eredménye vildgosan kimutatta, hogy az adenozin az IL-1p aktivalt
monocitakbol torténd kibocsatasanak gatlasat az A, Aoa €s As receptorok egyarant
medialjadk, mig az Ajg receptor hatdsa elhanyagolhat6. Az adenozin és receptor
altipusainak specifikus agonistaival végzett farmakologiai dozis/valasz gorbéknek az
elemzése kimutatta, hogy a Hill koefficiens (ny) kiilonbozik az adenozin és specifikus
adenozin receptorok agonistdi esetében. Az adenozin receptor szelektiv agonistdk
dozis/valasz gorbéjének meredeksége nem kiilonbozik az 1-t61 (egység). Masrészt az
adenozin gorbe meredeksége 3, ami erds pozitiv korrelaciot mutat a kiilonb6zo

receptorok kozott. Az A; és As receptorok altal kivaltott IL-1 monocitakbol torténd
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kibocsatasanak gatlasa adenilciklaztol fiiggetlen modon jon 1étre, mig az A, receptorok
szerepe az adenilciklaz és PKC enzimekkel van 0sszefiiggésben (Lorton, 1997; Merill
¢és mtsai, 1997; Gessi és mtsai 2000; Dickenson és Hill, 1994; Lukashev és mtsai, 2003;
Khoa ¢és mtsai, 2001; Németh és mtsai, 2003; Majumdar és Aggarwal, 2003). Az A,
receptorok altal kivaltott, egyértelmiien dozis dependens IL-1P kibocsatasanak gatlasa
valoszini PKC-t6] fiiggd foszforilacioval jon 1étre. (Palmer és Stiles, 1999). Masrészt
létezik egy specifikus kereszthatas az adenozin és kiilonb6z6 pro-inflammacios
citokinek, mint az IL-1p, receptorai kozott. Ezek a citokinek up-regulalhatjak az Aja
receptorok expressziojat, legalabb is a PC12 sejteken (Trincavelli és mtsai, 2002). Az
IL-1pB kibocsatasanak gyenge gatlasa, amit az Ayg receptor medidlhat, valdszintileg csak
e receptorok alacsony adenozin affinitasanak kovetkezménye (Feoktistov és Biaggioni,
1998).

Jelen vizsgalatban az IL-1B-t szinte kizarélagosan a monocitak termelték, amit
monocitak és limfocitak alkottak (Dinarello, 1991; Colotta és mtsai, 1998). A nem
frakcionalt periférias mononuklearis sejtek szuszpenzid elénye a tisztitott monocita
preparatummal szemben, az elébbiben nem észlelt sejtkarosodas elmaradasa (Sipka és
mtsai, 2001). Ebbdl kovetkezik, hogy vizsgaltainkhoz nem frakcionalt, nem karosodott
sejtpreparatumokat hasznaltunk fel.

A jelen eredmények klinikai és fizioldgiai fontossaga, hogy az adenozinnak és
receptor specifikus analogjainak gatld hatdsa van az IL-1B aktivalt periférids human
monocitakbol torténd kibocsatasara. Foleg az Apa receptorok szolgalhatnak potencialis
anti-inflammacios agensként (Hasko és mtsai, 1998; Sullivan és Linden, 1998; Gomez
és Sitkovsky, 2003). Figyelemre méltd az a korabbi megfigyelés, hogy az egészséges
onkéntesek szérumaban az atlag adenozin koncentraciéo 40 nM (nem kozolt adat) koriili,
mig szeptikus shockban elérheti a 0.75 uM koncentraciot is (Sipka és mtsai, 1995). Az
adenozin koncenctracidja a keringésben 4 és 10 uM kozotti lehet szepsisben szenvedd
betegeknél (Martin és mtsai, 2000). Ezen feliil kimutattak, az adenozin koncentracioja
egyes gyulladasban levd szovetekben elérheti és meg is haladhatja a 100 uM értéket is.
(Cronstein, 1994). Eredményeink alapjan az adenozin képes gatolni az IL-1 kibocsatasat
aktivalt monocitakbol, a korabban emlitett koncentracioktol alacsonyabb értékeken is.
Mivel az IL-1 az egyik legerdsebb természetes kivaltdja a hipertermias reakcionak

(Dinarello, 1991; Colotta és mtsai, 1998; Matuszek és Gagato, 1997), az adenozin 6

73



fiziologias szerepe a hiperpirexia megakadalyozasa lehet az aktivalt monocitdk és
makrofagok IL-1 kibocsatasanak a gatlasaval (Conti és mtsai, 2004). Ehhez még
hozzatehetjiik, hogy az adenozinnak lehet egy altalanos szerepe a gyulladasos sejteknek
hiperaktivitasanak a moderalasa. Az adenozin azon képessége, hogy az aktualis IL-1
szintet szabalyozza a szervezet bizonyos részeiben fontos szerepe lehet az innate
immunitasban. (Haské és Cronstein, 2004). Ezen feliil az adenozinnak szerepe van a
methothrexate (MTX) gyulladasgatld hatasanak kifejtésében (Cronstein és mtsai, 1993),
mivel gatolja a lokalis IL-1 kibocsatasat (Seitz és mtsai, 1998).

Osszefoglalva, a jelen vizsgilat kimutatta, hogy az adenozin és szelektiv
adenozin receptor agonistak gatoljak in vitro, az IL-1p kibocsatasat aktivalat human
periférias monocitakbol. Tovabba kiemeltiik az adenozin kivaltotta IL-1 gatlasanak a
fiziologiai és klinikai fontossagat. Az a megfigyelés miszerint az A, Az, és foleg az Aoa
receptor aktivacioja csokkentheti az IL-1p kibocsatasat az aktivalt monocitakbol tovabbi
adatokat szolgaltat az endogén purin nukleozidok altal kivaltott gyulladasgatlo

hatasamechanizmusaban.

8.4. Adenozin hatasa az arachidonsav felszabadulasra aktivalt human

mononuklearis sejteken.

Az adenozin human plazmaszintje 100-120 nM kozo6tt van normalis koriilmények
kozott (Sipka és mtsai, 1995). Korabban mar leirtak, hogy szeptikus shockban a betegek
adenozinszintje elérheti a 750 NM-s koncentraciot (Cronstein, 1994). Egyes, gyulladas
altal érintett helyeken az adenozin helyi koncentracidja meghaladhatja a 100 pM-s
értékeket (Burgoyne és Morgan, 1990). A jelen eredményeink alapjan kimondhato,
hogy az adenozin 100-120 nM-os fiziologias koncentracidja nem valthat ki szignifikans
gatld hatast az arachidonsav kibocsatasara aktivalt monocitakbol, melyeket PKC
jelatviteli transzdukcios rendszeren vagy a megndvekedett intracelluléris Ca®* szint 4ltal
valtottunk ki. Specialis klinikai helyzetekben mégis mikor az arachidonsavat termeld
sejtek felszaporodnak bizonyos gyulladasos helyeken, az adenozin magasabb
koncentracioban szabadul fel, ami szignifikansan csokkenti a lokalis arachidonsav
kibocsatast.

Ez a gatlas ugy tlinik féleg az A; és A, receptorok ingerlése nyoman alakul ki, mig az

Aog és Aj receptorok szerepe ugy tlinik ebben a folyamatban elhanyagolhatd. Az
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archidonsav  aktualis szintje harom intracellularis enzim aktivitasatol és
egyiittmiikodésétdl fiigg, mint: a citoszolban levé (Ca** fiiggs) PLA, (CPLA,, IV tipus),
a Ca* fiiggetlen PLA; (iPLA,, IV tipus) és a diacilglicerol (DAG) lipaz (Wu, 2004). Ki
kell emelni mégis, hogy a monocitak altal termelt extracellularis IL-1 egyike a ,,legjobb
fiziologias” aktivatora az arachidonsav termelésének és kibacsatasanak (Chang és mtsai,
1986) foként a CPLA; aktivacioja nyoman (Morri és mtsai, 1994). Azt gondoljuk, hogy
a csokkent arachidonsavtermelés aktivalt monocitakbol, melyet adenozin és A; és Aza
specifikus receptor-agonistak hatasara értiink el, korrelal a csokkent IL-1 termeléssel,
PMA ¢és Ca**-ionofor altal stimulalt sejtekben (Sipka és mtsai, 2005). Azért bizonyos
mennyiségii Szekretabilis PLA; (I1.A.typus,14 kD) megjelenhet az aktivalt thrombocitak
kizarni, hogy az emlitett enzim képes bizonyos mennyiségli extracellularis
arachidonsavat termelni. Mindazonaltal, azt hissziik, hogy ahhoz, hogy a monocitak
folyamatosan arachidonsavat termeljenek, kornyezetiikben sziikségiik van az IL-1
folyamatos jelenlétére (Morri és mtsai, 1994; Liu és Yong, 2004). Lehetséges, hogy a
monocitdkban a cPLA, aktivitasa kozvetlenil korrelal az IL-1 intracellularis
adenozin egyik bioldgiai szerepe, hogy emelkedett koncentracidban, gatolja (foleg
indirekt modon, az IL-1 termelésének gatlasaval) az arachidonsav kibocsatasat
monocitakbol az A, és A; receptorokon keresztiil (Sipka és mtsai, 2005). Az A, receptor
altal medialt (cPLA2 dependens) arachidonsav kibocsatasanak gatlasa magas
extracellularis adenozin szint altal megfigyelheté még a neutrofil granulocitaknal is
(Németh és mtsai, 2003). Egy A; receptor-agonista hatasa az arachidonsav
kibocsatasnak csokkenését okozza human monocitakban a MEK és ERK kinaz
rendszereken at, valamint p38 MAPK-medialt mechanizmus altal (Germack ¢és
Dickenson, 2004; Evans és mtsai, 2002) a CREB részvételével (32).

Ezek a mechanizmusok szintén kapcsolatba lehetnek a cPLA2 independens (iPLA2 és
DAG lipaz tipusu) arachidonsav termelési folyamatokkal (Evans és mtsai, 2002).
Legjobb meggydzddésiink szerint ez az elsd alkalom, hogy leirasra keriil az adenozin
arachidonsav termelését gatld hatast aktivalt human monocitakbol. Ki kell emelni, hogy
ez a mechanizmus valdsziniileg nem miikddik fizioldgias adenozin koncentracio esetén.
Patologias koriilmények kozott, példaul gyulladt szovetekben, mikor a monocitak szama

magas ¢és az adenozin koncentrdcidja szintén, az A; és Apa receptorok aktivacidja

75



hatékonyan gatolhatja az arachidonsav metabolitok kibocsatasat monocitakbol. Mégis

az arachidonsav kibocsatasanak gatlasa a neutrofilekben is létre johet sokkal

alacsonyabb adenozinkoncentracié esetében (kb 100 szor) (German és Credich, 1984).

A jelen adatok alapjan azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy az adenozin erds

gyulladasgatlo hatasat a monocitakra az IL-1 termelésének a gatlasaval érheti el és ezzel

csokkenti az arachidonsav metabolitok kibocsatasat.(Sipka és mtsai, 2005).

9. KOVETKEZTETESEK

9.1

9.2.

Kisérleteink alapjan allatkisérletes bizonyitékokat szereztiink arra vonatkozoan,
hogy a tartoés koffein kezelés mélyrehatd véltozdsokat hoz létre a bronchialis
adenozin receptorok mitkddésében, ill. az adenozin receptorok érzékenységében.
Eléggé egyértelmiinek latszik, hogy a hosszan tarté koffein kezelés olyan
valtozasokat idéz elé az epitelidlis sejtek szintjén, amely mélyrehatéan
befolyasolja a bronchidlis adenozin receptorok érzékenységét, amely az
epitéliummal torténd kolesonhatés kiiktatdsaval jelentds up-reguléciot mutat az
adenozin receptorok szintjén. Az eredményeink arra utalnak, hogy ebben a
folyamatban az epitelidlis sejtekben vagy azok kozvetlen kornyezetében a
neuropeptidek felszaporodasanak komoly jelentdsége lehet. Mivel a kavé és a
koffein-tartalmti energiaitalok fogyasztasa vilagszerte elterjedt, ezért —
amennyiben az allatkisérletekben nyert adatok a human viszonyokra is
extrapoldlhatok — akkor az erds kavéfogyaszté ill. energiaitalfogyaszto
populdcidban hasonld adaptiv jelenségekkel szamolni kell. Mivel az endogén
adenozin a tiid6 fiziologids miikodésében alapvetd szerepet jatszik, ennek a
regulacionak a megvaltozasa az élettani szabalyozds modosuldsat idézheti eld,
amelynek egészségre gyakorolt hatdsa ma még kiszamithatatlan. Mivel ezek az
eredményeink még alapvetden eredetiek, ezért érdemes ezt a megkezdett utat
tovabb folytatni, lehetdleg a klinikummal torténd szoros kollaboracioban.

Ami a xantin-inszenzitiv adenozin kotohelyek és receptorok szerepét illeti,
sikeriilt kimutatnunk, hogy az adenozin, féleg magasabb koncentracioban képes
ezek aktivalasaval bioldgiai hatdsokat létrehozni, azaz a bronchialis tonust
befolyasolni. Figyelemreméltonak tartjuk, hogy ezek a hatasok erdteljesebben

jelentkeznek az adenozin dezaminaz gatldsa utdn. Mivel a gydgyszerek egy
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csoportja gatolja ezt a foként intracellularisan lokalizdlddd enzimet, masrészt
munkacsoportunk korabbi vizsgéalatai alapjdn a hipoxids koriilmények
szignifikdnsan csokkentik az adenozin dezaminaz aktivitast, ezért a tiido
oxigénhianyos allapotaiban lehet szamitani e kotohelyek aktivitdsanak
fokozodasara. Elképzelhetd, hogy az asztmas vagy COPD-ben szenved6 betegek
esetében ez a modulacid fokozottan jeletkezik. Ennek a jelenségnek szerepe
lehet a korélettani folyamatok magyardzatdban, ugyanakkor a gyakorlati
gyogyszerfejlesztés szempontjabol is iranymutatd lehet és a kifejlesztendd
intracellularis kotdhely modulatorok az emlitett gyulladdsos tiidéfolyamatok
farmakologiai megkozelitésében is hasznosak lehetnek.

9.3. A periférids mononuklearis sejtek felhaszndldsaval kapott eredményeink a
gyulladdsos tiidobetegségek patomechanizmusanak jobb megértéséhez is
hozzéjarulhatnak. Az a tény, hogy az IL-1P és az arachidonsav szerepet jatszik a
gyulladésos folyamatokban, tovabba az a megallapitasunk, hogy az adenozin
szignifikdnsan — receptor altipus-fiiggd modon — gatolja ezen inflammatorikus
mediatoroknak a felszabadulasat, megengedi azt a feltételezést, hogy az
adenozin a szervezetben — igy feltehetden a tiidében is — koncentracio-fliggd
gyulladasgatld hatast fejt ki. Ennek a feltételezett folyamatnak a jelentdsége
részben patofizioldgiai, részben terapids, hiszen az endogén adenozin
koncentracionak a gyulladasgétld hatds szempontjabol optimalis tartomanyba
torténd szoritasa a szervezet természetes védekezoreakcidjanak a felerdsodésével

jérhat.

Mindebbdl kovetkezik, hogy az allatkisérletekben nyert eredményeink nemcsak a
patomechanizmus szempontjabdl lehetnek jelentések, hanem a gyakorlati

gyogyszerfejlesztés iranyaban is eléremutatdk lehetnek.

10. KOSZONETNYILVANITAS

Nem volt egyszerii mig 0sszallt ebben a formajaban a dolgozat. Az eddig elvezetd tt
hosszu volt, de nagyon sokan alltak mellettem, és nekik kdszonetet kell mondanom.

Kinek a segitségért, kinek a példamutatasért, kinek a tlirelméért, kinek pedig mindenért.

A téma valasztasanal dr Edes Istvan professzor tir tevékenysége, tudoméanyos munkaja
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¢és peldaja késztetett arra, hogy ideje lenne hozzafogni. K6szondm szépen segitségét,
érdeklodését, tanacsait és 0sztonzését. Dr. Szentmiklosi Jozsef, a témavezetom, akinek a
nemzetkdzi porondon is elismert adenozin kutatdsa és ebben a témaban szerzett
tapasztalata tette lehetové, hogy kivalasszam, és a munkat véghezvigyiik.

K0sz6nom szépen a ram szant idejét, tiirelmét és emberi josagat.

A, Farmakologiai Intézet” lett ,,masodik otthonom”, minden egyes munkatarsanak
koszonom, de kiilon kiemelném Dr. Cseppentd Agnes, Dr. Gesztelyi Rudolf, Dr. Zsuga
Judit, Hauszman Eva és Pasti Lajosné nélkiilozhetetlen segitségét és tovabbi sikereket
kivanok tudoményos munkéjukban és az életben egyarant.

Kiilon szeretném kiemelni Dr. Sipka Sandor professzor urnak segitségét, utmutatasat és
példéjat, és rengeteg konkrét segitségét, ami Osztonzden hatott rdm. Az & személyes
segitsége és 0sztonzése nélkiil szintén nem johetett volna 1étre a dolgozat.

,»Els6 munkahelyemnek” a Tidogyogyaszati Klinikanak is sokat koszonhetek, talan
mindent. Elsésorban, hogy lehetévé tette munkam elvégzését, befejezését, s6t szamtalan
Osztonzést, batoritast és segitséget kaptam végig az évek soran. Dr. Szilasi Maria
professzor asszonynak koszonetet mondok mindazért a szakmai és emberi tamogatasért,
ami nélkiil most nem allhatnék, itt ahol allok. Dr. Magyar Pal professzor Gr nagyon
sokat 6sztonzott, hogy fejezzem be a munkat. Sajnos Ot egy tragikus balaset elragadott
az ¢l6k sorabol, de igy is nagyon sokat gondoltam és gondolok ra, mert végig éreztem
segitd szandékat.

Végiil, de nem utolsosorban csalddomnak szeretném megkdszonni, feleségemnek,
flamnak és lanyomnak, hogy munkam alatt érezhettem megérté hozzaallasukat és igy

veliik egyiitt oriilhetek a feladat teljesitésének.

A disszertacio anyaganak kidolgozdsdhoz a kovetkezd palydzatok nyujtottak anyagi

lehetdséget:
ETT 307/96, ETT 432/2000, ETT 111/2003, ETT 202/2003, OTKA T037531, ETT
586/2006 és

TAMOP-4.2.2.A-11/1/KONV-2012-0045.

A kisérletekhez sziikséges MAB engedélyek szama: DE MAB 45/2001 és 7/20033.
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12. Roviditések listaja, a szovegben megjelenésiik sorrendjében:

COPD: chronic obstructiv pulmonary disease, kronikus obstruktiv tiidébetegség
AMISTAD I: vizsgalatok roviditései, melyek az adenozinnal foglalkoznak
AMISTAD II: vizsgalatok roviditései, melyek az adenozinnal foglalkoznak
ADVICE: vizsgalatok roviditései, melyek az adenozinnal foglalkoznak
ADSPECT: vizsgalatok roviditései, melyek az adenozinnal foglalkoznak
ADELINE: vizsgalatok roviditései, melyek az adenozinnal foglalkoznak
PROTECT: vizsgalatok roviditései, melyek az adenozinnal foglalkoznak
TEMPEST: vizsgalatok roviditései, melyek az adenozinnal foglalkoznak
ATP: adenozin trifoszfat

ADT: adenozin difoszfat

CAMP: ciklikus adenozin monofoszfat

IUPHAR: International Union of Pharmacology

PLC: foszfolipaz C

PKC: proteinkinaz C

lado : inwardly rectifying potassium currents, befelé iranyul6 kalium csatorna
NOS:nitrogén monoxid szintetaz

NO: nitrogén monoxid

AV: atrio ventrikuldris

L-97-1: [3-[2-(4-aminophenyl)-ethyl]-8-benzyl-7-{2-ethyl-(2-hydroxy-ethyl)-amino]-
ethyl}-1-propyl-3,7-dihydro-purine-2,6-dione: szelektiv A; adenozin receptor

antagonista

EP1-2010: egy RASON(respirable antisense oligonucleotide), vagyis belélegezhetd

szer, mely gatolja az A; adenozin receptor expresszidjat
cDNS: klénozott DNS

CGS21680 : 2-p-[2-carboxyethyl]-amino-5-N-ethylcarboxamido-adenosine: Aja
adenozin receptor agonista
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TNF-a: tumor nekrézis faktor alfa

IL-10: interleukin 10

IL-12: interleukin 12
NECA:5-N-ethylcarboxamidoadenosien: A,g adenozin receptor agonista
HMC-1: human mastcell-1: human hizosejt
Th2: T helper 2 limfocita

IL-3: interleukin 3

IL-4: interleukin 4

IL-8: interleukin 8

IL-13: interleukin 13

IgE: immunglobulin E

CVT-5440: 8-(4-pyrazolyl)-xanthine: magas affinitasi A,g adenozin receptor

antagonista

PDE,: foszfodiészteraz 4

PAF: platelet activator factor, trombocit aktivalo faktor
IL-6: interleukin 6

MRNS: messenger ribonucleinsav

VCAM: vascular cell adhesion molecule, vaszkularis adhézios molekula
LTB,: leukotrien B4

LPS: lipopoliszacharid

IL-1B: interleukin 1 béta

kD: kiloDalton

IFNy: interferon gamma

PGE,: prosztaglandin E;

VIP: vaso intestinal peptide

PACAP: pituritary adenylate cyclase-activating peptide
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IKKp: I kappa kindz B, az NFkB-t aktivalé molekula egyik alegysége

APC: antigen presenting cell

CpG: cytosine phosphate guanine, nukleotidok szekvencidja, melyet a TLR felismer

DNA: dezoxiribonuclein acid

RNA: ribonuclein acid

TLR: toll like receptors

PRR: pattern recognition receptors

MIP-1a: macrophag inhibitory protein 1 alfa

INO: inducible nitric oxid

MHC I1: major histocompatibility class |1

AA: arachidonic acid

ARDS: adult respiratory distress syndrome

5-LO: 5- lipoxygenase

fMLP: formil. Met-Leu-Phe

CFTR: cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
ASL.: airway surface liquid

AA861: 5’LOX gatl6 szer

NDGA: norhidroguaiaretic sav

CPA: N6-ciclopentiladenosine

NECA: 5’-N-etilcarboxamidoadenozin

PMA: forbol 12-mirisztate 13 acetat

A23187: kalcium ionofor

CGS 21680 : 2-p- (2-carboxyethil)-amino-5’- N-ethylcabox-amido-adenosine
IB-MECA: N6-(3-iodbenzyl)-5-(N-methylcarbox-amido-adenosine

DPCPX: 8-cyclopentyl-1,3-dipropylxantin
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MRS-1191: 3-ethyl-5-benzyl-2-methyl-4-phenylethynyl-6-phenyl-1,4-(6)-
dihydropyridine-3,5-dicarboxylate

ZM 243185: A4 adenozin receptor antagonista

RPMI 1640: Roswell Park Memorial Institute roviditésbol, leucocitak sejttenyésztésére

kifejlesztett taptalaj,

HPLC: High Performance/Pressure Liquid Chromatography,
DMSO: dimetilszulfoxid

EHNA: erithro-hidroxil-nonil-adenin

2’ DA: 2’-dezoxiadenozin

ARA-A: adenin-9-béta-D-arabinofuranozid

ADA: adenozion dezaminaz

8-PT: 8- phenyltheophyllin

COF: coformicin

2’dAR: 2’-dezoxicoformicin

DP: dipiridamol

NBTI: nitrobenziltioinozin

CGRP: calcitonin gene related protein

MEK: mitogen-activated, extracellular signal-regulated kinase
ERK kinaz: extracellular-signal-regulated Kinases

MAPK: mitogen-acitvated protein kinase

p38: 38-kDa protein, mely gyorsan foszforilalodik a tirozin helyén, MAP ( mitogen

activated protein) kinaz csalad alcsoportja
CREB: cAMP response element-binding protein
IPLA2: calcium-independent phospholipase A2
DAG: diacylglycerol

MCh: metakolin
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