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1. BEVEZETES

A Kkisérletes gyogyszerfejlesztés soran az egyik legfontosabb tényez6 az a folyamat, amikor egy
adott betegség gydgyitasahoz ujabb és tjabb molekuléris célpontokra hatd vegyiileteket allitanak
el6. Az utdbbi évtizedekben ilyen target — tobbek kozott — az adenozin receptor, amely
gyakorlatilag minden sejtféleségben megtalalhato, tehat a legkiilonb6zobb sejtszintii zavarok esetén
hatékony lehet a receptor aktivacidé modositasa. Csaknem egy évszazada annak, hogy Drury és
Szent-Gyorgyi (1929) megalkottak azt az alapveté miivet, amelyben az adenozin kardiovaszkularis
hatasait irtak le alapos részletességgel, és amely komoly mérfoldké volt az adenozin receptorkutatas
torténetében. Ezt kovetéen — jO néhany évtizeddel késébb — ujabb teodridk jelentek meg, mint pl.
elmélete, valamint nem sokkal késdbb Geoffrey Burnstocknak a purin és a purinerg receptorokra
vonatkozd6 — mind a mai napig meghatarozo jellegli — elmélete (Burnstock, 1976). A
kardiovaszkuléaris adenozin receptor reguldciora vonatkozd elméleteket ezt kovetden egy erds
respiratorikus  vonal kovette, élén Barnes és munkatarsaival (1998). Egyre tobb bizonyiték
halmozodott fel, hogy a tiidében 1évé sejtes elemek (epitélium, bronchialis simaizom,
mononukledris sejtek) miikddésében az adenozin receptor mechanizmusoknak dontd jelentdségiik
van. Megdllapitottak, hogy ezen receptorok dallapotanak befolyasolasa komoly farmakologiai
adenozinra €és az adenozin receptorokra vonatkozd publikacidk szama tobb mint 210.000. Meg
kivinom jegyezni, hogy ebbdl mintegy 25.000 kozlemény foglalkozik az adenozin
kardiovaszkularis és 4.700 kozlemény az adenozinnak a légzérendszerre kifejtett hatdsaival. Ezek
az adatok mar szdmszerlien jelzik ezen fontos purin nukleozid €lettani, korélettani, farmakologiai €s
klinikai jelentdségeét. Kétségtelen, hogy az adenozin receptorok barmiféle funkcionalis vagy
morfologiai karosodasa komoly problémakat okozhat az illetdé szerv vagy szervrendszer
mitkddésében. A gydgyszerkutatds eldtt oridsi perspektivak allnak, hogy ezt a farmakologiai
célpontot kelloképpen kihasznalva wjabb — adenozin receptor mechanizmusokon alapuld —
vegyiileteket allitsanak el akar a kardiovaszkuléris, akdr a respiratorikus alapokon nyugvo
korképek gyogyitasara. Ha csak a kardiovaszkularis vonalra koncentralunk, akkor megéllapithato,
hogy jelenleg tobb mint 70 — adenozinerg vegyiilettel kapcsolatos — klinikai tanulmany fejezodott
be vagy folyamatban van (pl. AMISTAD |, AMISTAD Il, ADVICE, ADSPECT, ADELINE,
PROTECT, TEMPEST). Hasonld a helyzet az asthma bronchiale és a COPD kezelés

vonatkozasaban is. Itt a jelenleg futd vagy befejezett klinikai tanulmanyok szama mintegy 40.



Jelen értekezésem fO célja az, hogy adatokat szolgéltasson az adenozin receptor funkciok
jelentdségére, azok plaszticitasara a bronchidlis rendszerben, valamint a respiratérikus rendszer
gyulladasaiban résztvevo polimorfonuklearis sejtekben.

A purin vegyiiletek f6 fiziologiai hatasainak felismerését kovetéen Burnstock volt az elsé
aki az adenozin és adenin nukleotidok 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 mukodésbe. Nemrég négy adenozin receptor altipust kiilonitettek el strukturalis,
funkcionalis és farmakologiai szempontokbol, ezeket A1, Aza, Azs és Az receptoroknak nevezték el.
Az adenozin receptorok altipusanak jellemzése tobb szempontot vesz figyelembe, mint példaul a
specialis farmakologiai profilt (az agonistdk ¢és antagonistdk hatékonysagi sorrendje), a G-
proteinhez torténd kotddést, valamint az altipus-specifikus adenozin receptor aktivacidjanak a
jelatviteli mechanizmusat. Ez a megkdzelités szigoruan koveti az International Union of
Pharmacology (IUPHAR) kdvetelményeit, amit a Committee on Receptor Nomenclature and Drug
Classification ir el6. (Fredholm és mtsai, 2001) Minden egyes receptor altipust mar klénozassal is
eldallitottak emldsallat és emberi adenozin receptorok alapjan. Kémiai szempontbdl ezek a
receptorok aszparagin kotédési glikoproteinek, melyeknek a palmitoilaciora alkalmas site-ja a
terminalis karboxil kozelségében van (kivétel ez alol az A,a receptor) (Fredholm és Jacobson,
2001). A receptorok a membranproteinek részei és megfelelnek a G proteinhez kotd6dd receptorok
strukturajanak. A nemrég elfogadott IUPHAR besorolas alapjan és filogenetikai elemzés szerint az
adenozin receptorok a G proteinekhez kotédo receptorok I. osztalyaba a ,,rhodopsin alosztalyhoz”

tartoznak. (Poulsen és Quinn, 1998)

2. CELKITUZESEK

A pulmondlis adenozin receptorok fontos szerepet jatszanak a bronchidlis funkciok élettani
szabalyozasaban, de komoly szerepiik van az asthma bronchiale, COPD és mas féleg gyulladasos
jellegli tidébetegség pathomechanizmusaban is. Az adenozin receptorok — mint altalaban a G-
proteinhez kotott receptorok — a receptoridlis szabalyozdsnak erdsen ki vannak téve. Az asthma
bronchiale és a COPD folyamataiban részvevé mononukledris sejtek adenozin receptorai fontos
szerepet jatszanak a gyulladasos folyamatok szabalyozaséban, tehat alapos elemzésiik jogosnak
tlinik.

Kisérleteinkben a kovetkez6 kérdésekre kerestiink valaszt:



1. Milyen mértékben befolyasolja a kronikus metilxanthin kezelés az izolalt 1éguti szovetek
adenozin reaktivitasat a kezelés folyaman? Mennyiben fliggenek a létrejott valtozasok az
epitélium jelenlététél? (asztmas folyamatban az epitélium karosodasa, részben
denudalasa kovetkezik be!)

2. Megvizsgalni a xanthin-rezisztens, intracellularis kotéhelyeknek a farmakologiai
tulajdonsagait és befolydsolhatosagat. Mindemellett célunk volt annak felderitése is,
hogy az adenozin simaizom hatasaban van-e Szerepe a Xxantin-rezisztens As receptorok
aktivaciojanak.

3. Elemezni a kiilonb6z6 adenozin receptor altipusok szerepét a periférias monocitak 1L-1f3
felszabaditasaban.

4, Elemezni a kiilonb6z6 adenozin receptor altipusok aktivacidjanak hatasat a monocitak

arachidonsav felszabadulasara.

3. MODSZEREK

3.1. 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 oras nappali és éjszakai ciklust az allatok részére
mesterségesen biztositottuk.

Azon kisérletek esetében, ahol nem volt sziikség el6kezelésre, az allatoknal a szokéasos gondozason
¢s megfigyelésen kiviil mas kezelést nem alkalmaztunk. A krénikus koffein kezelésnek kitett allatok
esetén 2 kisérleti csoportot allitottunk be. Mindkét csoport allatait (kontroll és a koffeinnel kezelt)
egymastol elkiilonitve helyeztiik el a ketrecekben. Az allatok ételt és folyadékot ad libitum
fogyaszthattak. A tengerimalacokon két csoportban végeztiink el6kezelést. Az allatok egyik
csoportja 20 g/l szachardz oldatot ivott ad libitum, a masik csoportnal a szachar6z oldat
600 mg/l koffeint tartalmazott (a szachar6z adasa a koffein keserii izének elfedésére
szolgalt). A feldolgozas eldtt az allatokat egy 24 6rds wash-out peridodusnak vetettiik ala,
amikor csak szacharozos vizet kaptak, tehat a preparatumok nem tartalmaztak koffeint
olyan mennyiségben, amely a vizsgédlatokat zavarta volna. A kezelés alatt kiilonb6z6

1dékozonként folyamatosan mértiik a kezelt tengerimalacok szérum koffeinszintjét.



3.2. Koffein meghatarozas a szérumban

A vér koffein szintjének meghatarozasa HPLC modszerrel tortént a Debreceni Egyetem
Alkalmazott Kémiai Tanszékén a kovetkez6 modon: 0, 5 ml szérumhoz 2 ml metanolt adtunk, majd
Osszekeverés utan 30° C-os hémérsékleten inkubéacié kovetkezett. Az igy kapott mintét
centrifugaltuk 100 g-vel 10 percig. Ezutan a feliiliiszot eltavolitottuk és folyamatos nitrogénaramlas
alatt szaritottuk. A szaraz tiledéket feloldottuk 0, 5 ml metanolban és az oldatot tovabb higitottuk O,
5 ml bidesztillalt vizzel. Ezt kovetOen szlrtiik és befecskendeztiik a Milton Roy CM 4000 HPCL
rendszerbe, ami Waters UV 440 detektorral (254 nm) volt felszerelve. A mintdkat a Waters
Spherisorb C-18 (ODS2) oszlopon (5 uM; 4,6mm x 250mm) kromatografias késziiléken vizsgaltuk,
melynél a mobil fazis metanol: viz 50:50 ardnyu elegye volt. Az dramlési sebesség 1 ml/ perc, a

retencios id6 4,5 perc, a hdmérséklet 35° C volt.
3.3. A szovetek elokészitése

A tengerimalacokat Na-pentobarbitattal (50 mg/kg i.p.) altattuk. A mellkas megnyitasa utan
izolaltuk a tracheat, azt a rajta levd zsirtol, kornyezé kotdszovettél megtisztitottuk, majd
longitudinalis metszéssel megnyitottuk a simaizommal (pars membranacea) ellentétes oldalon levd
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?® drtartalmu, vertikalis-kiképzésti szervfiirdd
rendszerbe (THSZ-02, Experimetria, Budapest) helyeztiik. Tapoldatként Krebs oldatot
hasznaltunk (36° C), melynek &sszetétele 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 glikéz 11,5. A tapoldatot 95%-0s O3 és
5%-0s CO; elegyével oxigenizaltuk az ekvilibracids periddus folyamén, ezaltal az oldat
pH-ja 7,4-re alt be. Minden kisérletet (amennyiben a kisérleti feltételek nem kivantak meg mas
kezelési modot) 10 uM dipiridamol jelenlétében hajtottuk végre a membranalis purin transzport
gatlasa céljabol. Ezaltal igyekeztiink elkeriilni az intracelluldris adenozin zavard hatasat. A
szoveteket 10 mN-o0s eldfeszités mellett fliggesztettiik fel és 90 perces eldinkubécios periddust
alkalmaztunk, amelynek soran a kontraktilitdsi paraméterck stabilizalodtak. A vegyiiletek
alkalmazasa ebben az egyensulyi allapotban tortént. A tenzidvaltozads 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 és mtsai
(1992) altal leirt modszerek modositasaval coaxialis bioassay rendszerben végeztiik. Ez a bioassay
tartalmazta az ép epitéliumu vagy az epitélium-fosztott tengerimalac tracheat (donor preparatum) és
az epitélium nélkiili kontroll tracheat (szenzor). A donor tracheat hosszanti metszéssel atvagtuk és
félig nyitott allapotban tartottuk, amelyhez egy specialis kisméretli polietilén tavtartot hasznaltunk.
Ezzel a mddszerrel elkeriilhetd volt az esetleges mechanikai sirlodés a szenzor trachea és a donor

preparatum kozott. Mindemellett ez a modszer lehetévé tette a kiilonb6zd anyagok intenzivebb

crer

3.4. Kisérletes protokoll

A kisérletek soran a mechano-elektromos jeleket folyamatosan regisztraltuk. A koncentracid
figgvényében, emelkedd metakolin koncentracidkkal (0. 1- 10 uM) dozis-hatas gorbét vettiink fel.
Az ezt kovetd 40 perc alatt a szoveteket 10 percenként atmostuk, majd a preparatumokat
kontrahaltattuk metakolinnal (0.3 uM) ¢és addig varakoztunk, amig be nem 4allt az egyensulyi
allapot. Ebben a prekontrahdlt éallapotban adenozinnal (ill. a megfelel6 adenozin analégokkal)
kumulativ dozis-hatas gorbét vettiink fel. Mosés utan a preparatumokat 50 percig inkubaltuk a
megfeleld specifikus vegyiiletekkel, majd a szoveteket metakolinnal ismét kontrakcioba hoztuk.
Ebben az allapotban ismételten felvettiik az adenozin koncentracid-hatas gorbéjét. A masodik
adenozin dozis-hatds gorbe felvétele utdn papaverint adtunk a preparatumok tapoldatdhoz és
regisztraltuk a maximalis relaxacio kialakulasat. Az adenozin (ill. a vizsgalt specialis analogok)

effektusat a 100 uM papaverin altal 1étrehozott maximalis relaxacid %-aban fejeztiik ki.

3.5.  Periférias mononuklearis sejtek (PBMC) preparalasa human vérbél

Boyum metodikaja szerint (1968) mononuklearis sejt szuszpenziokat (atlagosan: 88-95%
limfocita, 5-12% monocita) preparaltunk egészséges Onkéntesek periférias vérmintaibol. A
kiilonb6z6 szuszpenzidk megoszlasi viszonyait dramldsi citometriaval ellendriztik. A
mononuklearis sejtek szazalékos megoszldsa atlagosan a kovetkezé volt: CD3™: 69,4%, CD19":
13,5%, CD56": 9,8% ill. CD14": 8,3% (Coulter EPICS XL, flow cytometer, U.S.A)).



3.6. A periférias vér mononuklearis sejtek stimulacioja

Szdvettenyésztd lemezekben 5x10° sejtet tartalmazé szuszpenziot RPMI-1640 mediumban
tenyésztettiink, amelyet kiegészitettiink alacsony LPS (lipopoliszacharid) tartalmt 10% foetalis
borja szérummal (plus 80 ug/ml gentamycin és 2mM glutamine) megfeleléen parasitott kozegben
5% CO; jelenlétében és 37°C-on. Minden mintét triplikitumban hasznaltunk fel. A stimulaciét 50
ng/ml PMA-val és kalcium ionoforral (A23187) torténd 4 o6ras inkubacioval valtottuk ki.

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

szuszpenzidjabol

crer

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

3.8. A periférias mononuklearis sejtek kezelése adenozinnal ill. altipus-szelektiv adenozin

analogokkal

Az adenozint ¢és a kiilonb6zd adenozin receptor altipusokra specifikus vegyiileteket 15

perccel adtuk a periférias mononuklearis sejtek szuszpenziohoz a PMA+kalcium ionofor stimulacio

cre

crer

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

A nem stimulalt mintak esetében a tenyésztdoldat feliiliszojat hasznaltuk, amely az aktivalt
ionofor nélkiil). A plasztik feliiletrdl (sejttenyészté lemezek) spontan felszabadulo IL-18
mennyiségét minden esetben korrekcioba vettiikk. Az atlagos, feliileti aktivitds miatt felszabadulo
IL-1B koncentracidja 12.4+ 2.5 pg/ml volt. Meg kell jegyezniink, hogy az olddszerként hasznalt
DMSO nem befolyasolta szignifikans mértékben az IL-1 produkciot.



3.9. A sejtek életképességének vizsgalata

A kiilonb6z6 vegyiiletek beadasa utan, az IL-1B felszabadulds meghatarozasa -eldtt
elvégeztiik az un. tripankék exkluzios tesztet. Csak azokat a kisérletes mintdkon dolgoztunk tovabb,

ahol a sejtek életképessége tobb mint 90 % volt.

3.10. Az arachidonsav felszabadulas mérése nem-stimulalt és stimulalt periférias

mononuklearis sejtek szuszpenziokbol
3.10.1 Arachidonsav felszabadulas nem-stimulalt sejteken.

A sejteket 24 szovetkultura edénybe osztottuk szét (GIBCO, U.S.A) (0.5x10° sejt/lyuk) és
RPMI mediumba helyeztiik (GIBCO, kiegészitve 1% foetalis borji szérummal, antibiotikumokkal
és glutaminnal) 37°C-on steril 5% CO,-ot tartalmazd kozegben (ASSAB, Sweden). 0.1u Ci
aktivitasa ®H arachidonsavat (*H-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 oran keresztiil. Ezeket a sejteket a tovabbiakban nem-stimulalt kontrollnak tekintettiik és 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” terminus technicuszt alkalmaztunk.
3.10.2 Arachidonsav felszabadulas stimulalt periférias mononuklearis sejteken

A 20 oran keresztiil *H-AA-val inkubalt sejteket 50 ng/ml of PMA és 0.5 pM kalcium
ionofér (A-23187) hozzaadasaval aktivaltuk 37 °C-on 4 oran keresztiil. A mintakat 10 percig (1200
rpm) centrifugaltuk és a szuszpenziot 5 ml TRITOSOL szcintillatorhoz adva, az aktivitast
szcintillacios szamlaloval mértiik le (Packard 2200CA). *H-AA és a metabolitjainak a mediumba
tortént felszadulasat a teljes radioaktivitas mérése alapjan detektaltuk. Az izotép mérések értékeit a
percenkéni bomlas mértékében fejeztiik ki (dpm, desintegration per minute). (Victor-Vega és mtsai,
2002)



3.10.3 A periférias mononuklearis sejtek kezelése adenozinnal, CPA-val, CGS-21680-al és 1B-
MECA-val

crer

adtuk a periférias mononuklearis sejtek szuszpenziohoz a nem-stimulacio elétt, ill. a PMA-val és a
kalcium ionoforral torténd aktivalas eldtt. Az adenozinnal végzett kisérletekben 10 uM EHNA
(ADA gatloszer) volt jelen az inkubaciés médiumban, hogy kivédjiik az adenozinnak az adenozin
dezaminaz altali bomlasat. A szelektiv Ag adenozin receptor stimulacié elérésére NECA-t (nem-
specifikus agonista A; és A, receptorokon) hasznaltunk 0,3 uM DPCPX (A; receptor gatld) és 0.1
uM ZM-243185 (A, receptor gatld) jelenlétében, amelyeket a NECA beadasa el6tt 15 perccel
alkalmaztunk. Az Aj receptorok esetében az antagonistat (MRS 1191; 10 nM) szintén 15 perccel
korabban alkalmaztuk a szelektiv agonista IB-MECA applikécioja eldtt. A masik két agonistat, a
CPA-t ¢és a CGS 21680-at szintén 10 nM koncentracidban hasznaltuk. Az antagonistak
koncentracioit eldzetes kisérletek tapasztalatai alapjan hatdroztuk meg.

Kisérleteink egy specialis csoportjaban a tenyészt6oldatot 0,2 U/ml adenozin dezaminazzal

egészitettiik ki, hogy a keletkezé endogén adenozin zavar6 hatdsat kikiiszoboljiik.

3.11. Statisztikai értékelés

Metakolinnal torténd el6kontrahalds utdn a prepardtum mechanikai aktivitdsdban torténd
agonista altal kivaltott relaxaciot a prekontrakcid %-aban fejeztiik ki. 100%-os relaxdcionak a
papaverinnel kivaltott maximalis hatast tekintettiik. A do6zis-hatds gorbéket, amennyiben a hatasok
jellege ezt lehet6vé tette, a non-linearis regresszids analizis segitségével elemeztik. Az alabbi képletet
alkalmaztuk: E = Enax [AINH/[A]InH+[ ECs]nH, ahol az E a hatast, az Emax @ maximalis hatast, az
pedig a gorbe meredekségét jelenti ("midpoint slope parameter"). A szamszer(i eredmények kozlésekor
mindig a szdmtani atlagot és a kdzépérték standard hibajat adtuk meg. Az ECsp értékeket végig a 10
alapti negativ logaritmusuk formdjaban jelenitettik meg (pD, értékek). A kisérletes csoportok
kozotti  tobbszordos — Osszehasonlitasokat Newman-Keuls post hoc  teszttel kombinalt
varianciaanalizissel (ANOVA) végeztiik. Az észlelt valtozasok statisztikai szignifikancigjat a Student-
féle kétmintas, ill. onkontrollos kisérletek esetén a paros t-probaval is vizsgaltuk (szignifikancia kiiszob

P <0, 05).
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Az IL-1B felszabaduladsnak adenozin és az adenozin receptor agonistdk altali valtozasat a
periférids mononuklearis sejtek szuszpenzidban a bazalis IL-1p produkci6 szazalékaban fejeztiik ki.
A pD; és Enax meghatarozasokat non-linearis regressziés modszerel hataroztuk meg.

Az arachidonsav €s metabolitja felszabadulasat az adenozin €s analogjai hatasara a periférias
mononukledris sejtek szuszpenzidban a bazalis arachidonsav termelddés szazalékdban fejeztiik ki.
Az ECj5 értékeket (a bazalis arachidonsav produkcid 15%-0s csokkenéséhez sziikséges agonista
koncentracid) az agonista dozis-hatas gorbék alapjan linedris regresszios analizissel hataroztuk meg.
A Kkisérletes csoportok kozotti tobbszords Osszehasonlitasokat Newman-Keuls post hoc teszttel
kombindlt varianciaanalizissel (ANOVA) végeztik. Az ¢észlelt valtozasok statisztikai
szignifikancigjat a Student-féle kétmintds, ill. onkontrollos kisérletek esetén a péros t-probaval is
vizsgaltuk (szignifikancia kiiszob P <0, 05).

A szignifikancia feltétele a P<0.05 volt (*P< 0.05, **P<0.01, ***P< 0.001).

4. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

4.1. Kronikus koffeinkezelés hatasa az adenozin bronchialis hatasara

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

(1) Epitélium-intakt tengerimalac trachea preparatumokon végzett Kkisérletek soran
megallapitottuk, hogy az adenozin altal létrehozott relaxécio a tartoés 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
kialakul6 - adenozinnal szembeni - szenzitizacio a koffein kezelés teljes idGtartama alatt
fennall.

(3) Co-axialis bioassay rendszert hasznalva (co-axialisan elhelyezked6 kontroll szenzor,
epitélium-fosztott trachea csikokon, amelyet specialisan kiképzett trachea tubus vesz
koriil: donor) megallapitottuk, hogy a 6 hetes koffein kezelt tengerimalacbdl preparalt,
epitélium fosztott trachea gyiiriit donorként alkalmazva a szenzor preparatumon az
adenozin hatasa nem moédosul, ugyanakkor, ha epitélium-ép koffein kezelt tracheakat

alkalmazunk, akkor az adenozin hatasa csokken.
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(4) Epitélium-intakt, koffein kezelt trachea csikokon sem a ciklo-oxigenaz gatlasa
(indomethacin, diclofenac), sem a lipoxigenaz bénitasa (NDGA, AA861) nem
befolyasolja az adenozin altal 1étrehozott valaszokat.

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

Ennek alapjan kimutattunk egy olyan érdekes, nem mindennapi jelenséget, hogy az adenozin
antagonista koffeinkezelés bifazikus hatast hoz Iétre az adenozin érzékenységben, torténetesen
l1étrehoz egy kezdeti szenzitizacidt, amelyet fokozatos megsziinés kovet.

A koffein széles korben fogyasztott pszichoaktiv szer, mely az adenozin receptorok nem-
specifikus antagonistaja. A tengerimalac trachea A, adenozin receptorokat tartalmaz (Collis ¢és
Hourani, 1993), de Losinski és Alexander (1995) vizsgalatai alapjan ezek a tipusos A, receptorok,
ugyanis az agonista hatdsprofil alapjan az Ayg csoportba, az antagonista hatasprofil alapjan az Aza
csoportba sorolhatok. Figyelemremélté az a néhany kisérleti adat, amely szerint a tengerimalac
tracheaban xantinrezisztens adenozin receptorok is vannak. Ezek a receptorhelyek valosziniileg
intracellularis lokalizacidjiak (Brown és Collis, 1982). A jelenlegi kisérleteket ezért membran
adenozin transzport gatlas mellett végeztiik el annak érdekében, hogy kizarjuk az adenozinnak az
intracellularis receptorokkal torténd esetleges interakcidjat.

A hosszantarté koffeinkezelés hatasaval kapcsolatban az adenozin receptorokon
meglehetdsen ellentmondadsosak az irodalmi adatok. A kozponti idegrendszerrdl szo6ld6 néhany
koffeinkezelés utan. Ellentmondé adatokat publikaltak az A; adenozin receptorok szabalyozasdban
is kronikus koffeinkezelés alatt. Szamos kisérletben nem talaltak valtozast a koffeinkezelés soran €s
az Aoa adenozin receptorok szdmadban, ugyanakkor Johansson és mtsai (1997) leirtak, hogy
koffeinfogyasztas (1 g/l) emelte az adenozin receptorok szamat egér agyanak stridtumaban. Ami az
Ayp receptorok szabdlyozasat illeti, Fredholm (1982) nem tapasztalta, hogy 1 hetes koffeinkezelés
utan a kozponti Ayg receptorok szdmaban valtozas allt volna be.

Viszonylag kevés irodalmi adat foglalkozik a hosszantartd koffeinkezelés hatdsaval a
periférias adenozin receptorokon. Varani és mtsai (1999; 2000) mutattak ki elGszor, hogy a
Wells (1990) leirtak, hogy az A, adenozin receptorok szama  emelkedik és az Ap
receptorhatdsoknak tulajdonithaté biokémiai valtozasok jonnek létre a hosszas koffeinkezelés utan a
patkany vérlemezkékben, de nem talaltak valtozast a zsirsejt membranban 1évé A; receptor indukalt

lipolizisben, annak ellenére, hogy szignifikans csokkenés volt az A; receptorok szamaban. Ami a
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koffeines kezelés kardiovaszkularis kovetkezményeit illeti, 2 hetes kezelés nagymértékben
potencialta a sinus ritmus A; adenozin receptor indukalta szuppresszidjat, mig a vazodilatacios és a
reflex tachikardias valaszok, melyek az A, receptor agonistak hatasara jonnek 1étre, nem valtoztak.

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
jelentdsége a kovetkezd szempontok miatt Iehet fontos:

(1) Az adenozin fontos szabalyoz6 szerepet jatszhat a 16gz6 rendszer fiziologias
funkciodiban €s az asthma bronchiale patogenézisében is fontos lehet ( Fozard, 2003).

(2) A Kkoffein, mint adenozin receptor antagonista gyakori fogyasztasa modosithatja a
horgdrendszernek az adenozinerg szabalyozéasat mind egészségesekben, mind asztmas
egyénekben.

(3) A theophyllin és szarmazékai (amelyeknek a struktiraja és farmakologiaja nagyon
szerek. Azt is meg kell emliteniink, hogy a kisérleteinkben mért plazma koffein
koncentraciok nagysdgrendileg megegyeztek a rendszeres kavé és mas koffeint
tartalmaz¢ italok fogyasztasaval jar6 ,.terapias” szintekkel (Fredholm és mtsai, 1999).

Kisérleteinkben a nem specifikus adenozin antagonistaként folyamatosan alkalmazott

koffein  epitélium-intakt  trachea  preparatumokon konvencionalis adenozin  receptor
véalaszfokozodast eredményezett, azonban a folyamat iddbeli lezajlasa szokatlan mintdzatot
mutatott. A kezdeti szenzitizacios periddus (3. hétig) utdn az adenozin altal indukalt mechanikai
valaszok paraméterei (pD; és Emax értékek) visszatértek a kontroll értékre. Meglepé mddon az
epitélium-fosztott készitményeken nem tapasztaltunk ilyen kétfazist hatast, hanem az adenozinnal
szembeni szenzitizacid 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 hatdsban. Feltételezziik, hogy a folyamatos koffein kezelés soran valamiféle adaptiv valasz
alakul ki a trachedlis epitéliumban, amely ellensulyozza a purin valaszokat. Kimutatott, hogy a
tengerimalac trachealis epitélium gazdag forrasa mind a bronchodilatator (NO, PGE,, stb.), mind
pedig a bronchoconstrictor anyagoknak (Barnes és mtsai, 1998). Ismert, hogy a 1éguti epitélsejtek
mind a ciklo-oxigenazt, mind a lipoxigenazt expresszaljak. Azt is kimutattak, hogy a tengerimalac
¢€s a patkany trachedlis epitélium granulai jelentés CGRP immunoreaktivitast mutatnak. Capsaicin

kezelés a CGRP tartalmat ezekben a granulakban jelent6sen csokkenti (Bertrand és mtsai, 1993).
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A CGRP mellett a 1éguti epitéliumban endotelin-szeri immunoreaktivitast is kimutattak (
Barnes és mtsai, 1998). Hay és mtsai (1997) a tengerimalac trachea epitéliumbdl jelentds endothelin
felszabadulast is kimutattak.

Mivel kisérleteinkben sem az indomethacin és a diclofenac (ciklo-oXigenaz gatlok), sem az
NDGA ¢és az AA861 (nem-szelektiv és szelektiv lipoxigendz gatlok) nem befolyasoltak a
koffeinkezelt trachedk adenozinra adott valaszreakcidjat, ezért joggal feltételezhetd, hogy az
adenozin hatads csokkenésében sem a prosztanoidoknak, sem a leukotriéneknek nincs szerepe.
Ugyanakkor az is megallapithatdé a kromolinnal végzett kisérleteink alapjan, hogy a koffein kezelés
a hizdsejtek granulumaibol sem fokozza a bronchoconstrictor hatasi endogén anyagok
felszabadulésat.

Figyelemreméltonak tartjuk azokat az eredményeinket, amelyeket a kiilonboz6 tipust
capsaicin kezelésekkel nyertiink. A capsaicinrél kimutatott (Szolcsanyi, 1996, Barthd és mtsai,
2004), hogy képes depletalni a neuropeptideket a szenzoros neuronokbol, de sikeriilt ezt igazolni az
epitélialis sejtekre is (Tschirhart és mtsai, 1990). Jelen kisérleteinkben a capsaicinnel tortént
eldzetes in vitro kezelés (neuropeptid deplécio) fokozta az adenozin hatast, mig az egyidejii in vitro
capsaicin alkalmazas (egyidejii neuropeptid felszabadulés) gatolta az adenozin effektusat.

Mindezek alapjan feltételezziik, hogy a tartds koffeinkezelés olyan adaptogén valaszokat
indit el a trachealis epitéliumban, amelyek soran olyan bronchoconstrictor hatasi peptidek
szaporodnak fel a trachedlis epitéliumban, amelyek az adenozin hatasara felszabadulnak,

ugyanakkor az adenozin bronchialis simaizom hatasat jelentGsen antagonizaljak.

4.2.  Xanthin-rezisztens adenozin kotohelyek szerepének elemzése tengerimalac trachea

simaizomzaton

A fejezet legfontosabb eredményeinek a kovetkezok tarthatok:

a. A metacholinnal prekontrahalt tengerimalac trachea simaizomzaton az adenozin
koncentracio-fiiggd relaxaciot hoz 1étre, amelyet a nem-specifikus Ai/A;, adenozin receptor
antagonista, 8-fenilteofillin antagonizal, de a dozis-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 relaxald hatast fejt ki, de ezeket az effektusokat a metilxantin nem

befolyasolja (xantin-rezisztens hatas).
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C. Az adenozin trachea relaxaldo hatasa jelent6sen fokozhatdo coformicin ill. EHNA
(intracellularisan hatd, specifikus adenozin dezaminaz gatlok) jelenlétében.

d. Nagyon erds potenciald hatas észlelhetd, ha a 2’-dezoxiadenozin hatdsat az intracellularis
adenozin dezamindz gatldsa utan vizsgaljuk. Ez a potenciald effektus kiilondsen a 2’-
dezoxiadenozin esetében kifejezett.

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

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

g. Az adenozin bronchialis hatasai mérsékelhet6k voltak a specifikus Az adenozin receptor
antagonistaval, MRS 1191-el. Ez az A3z adenozin receptorok mérsékelt szerepe mellett szol
(nem xantin érzékeny receptorok!).

h. A prekontrahalt trachea simaizmon a szelektiv Az adenozin receptor agonista IB-MECA is
relaxalo hatést fejtett ki. Ez MRS 1191-el antagonizalhatd volt. Ezen utobbi vegylilet nem

modositotta a 2’-dezoxiadenozin relaxalo aktivitasat.

Az asthma bronchiale pathogenezisében az adenozin oki szerepe egyre inkabb elfogadott (
Barnes, 2003). A metilxantin tipusi adenozin receptor antagonistak (teofillin, aminofillin,
enprofillin, stb.) bronchodilatator hatdsa ennek a hipotézisnek egyértelmi klinikai bizonyitéka.
receptoroké a vezetd szerep (Collis és Hourani, 1993). Az A, adenozin altipus mibenléte az intenziv
kutatasok ellenére sem tisztdzott, ugyanis az izolalt tengerimalac trachea szegmentek adenozin
receptor farmakologiaja nem tipikus sem az Aja, Sem pedig az A,g receptorokra. Losinski és
Alexander (1995) mutattak ki, hogy ez a szOvet-tipus az agonista profil alapjan az A,z adenozin
receptort hordozd szovetek kdz¢é, mig az antagonista profil alapjan az Asa tipust szovetek kozé
sorolhat6. Ennek alapjan feltételezik, hogy a trachedlis adenozin receptorok atipusos A,
receptorokat hordoznak, de ennek identifikalasa még varat magara.

Erdekes probléma, hogy a bronchialis simaizom tartalmaz nem-xantin tipust kotéhelyeket,

ill. receptorokat is, amelynek vizsgalata eléggé elhanyagolt kutatasi teriiletet képvisel. A nem-xantin
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tipusu kotohelyek, ill. receptorok részben feltételezett intracelluléris kotéhelyek (Brown és Collis,
1982; Losinski és Alexander, 1995) ill. membranalis Az adenozin receptorok lehetnek.

Kisérleteinkben farmakologiai modszerekkel bizonyitékokat szolgaltattunk arra nézve, hogy
a tradiciondlisan elfogadott xantin-érzékeny receptorok mellett a tengerimalac bronchialis
rendszerben vannak un. nem-xantin tipusi kotéhelyek ill. nem-xantin tipusd As; adenozin
receptorok. Az intracellularis kotOhelyek feltételezett szerepére a gyant akkor terelddott, amikor
kimutattuk, hogy az extracellularis adenozin receptoron hatd antagonista, a 8-fenilteofillin nem hoz
létre parhuzamos elmozdulast az adenozin koncentracid-hatas gorbéjében, ahogyan ez egy
kompetitiv antagonista hatas esetén varhatod lenne. Megallapitottuk azt is, hogy a dipiridamol mint
membrandlis adenozin transzport gatld jelentdsen fokozza a bronchialis adenozin hatést, de
ugyanakkor gatolja az intracellularis P-kotéhely agonistaknak (2’-dezoxiadenozin, 9-béta-D-
arabinofuranozil adenin) a hatdsat. Ebbdl kiindulva vizsgaltuk részletesebben az intracellularis
xantin-rezisztens kotéhelyek szerepét az adenozin bronchus simaizom hatasaban.

Az elséként felfedezett nem-xantin tipusu kotdhely az adenilcikldz felszinére lokalizalodo,
un. P-site (kot6hely) (Londos és Wolff, 1977). Az intracellularis kotOhelyek kozé tartozik az S-
adenozil-homocisztein-hidrolaz (Zimmerman és mtsai, 1980) ill. az un. ,,adenosine-binding protein”
(Olsson, 1992) is, de e koté fehérjék purin receptor farmakoldgiai tulajdonsagai még nem eléggé
kidolgozottak ahhoz, hogy befolydsolasukbol érdemi és egyértelmii kovetkeztetéseket lehessen
levonni élettani és patologias szerepiikre vonatkozoan. Mindenesetre a P-site-rol ismert, hogy az
az adenilciklaz fiziologias gatloja. Maga az adenilciklaz a kozismert hidrofob, membranhoz kotott,
hat transzmembran domain-t tartalmazd egysége mellett tartalmaz egy 35-40 kDa méretii
citoplazmatikus részt is (Dessauer és mtsai, 1999). Ennek a citoplazmatikus domain-nek részét
képezi az Gn. P-site ill. a forskolin k6tShely. Ennek a kotéhelynek a feltételezett szerepérdl vannak
kisérletes adataink, igy pl. a pitvari miokardium elektromos és mechanikai aktivitasara kifejtett
adenozin hatasban szerepe lehet ezen intracellularis elemeknek (Szentmiklési és mtsai,1982).
Marone és Casolaro (1990) komoly bizonyitékokat sorakoztattak fel amellett, hogy human
limfocitdkban és polimorfonuklearis sejteken a P-site fontos szerepet jatszik a sejtek cAMP
anyagcseréjének szabalyozasaban. Ami a P-site-ra hato vegyiileteket illeti, a jelenleg ismert P-Site
agonistak hataserdsségi 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 alkalmazhato. A
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gyakorlatban a P-kotéhelyek szelektiv agonistaiként az adenozint ill. az adenozin rib6z-modositott,
membran permeabilis analogjait alkalmazzak, mint pl. a 2°5’-didezoxiadenozin, 2’-dezoxiadenozin,
9-béta-D-xilofuranozil adenin, 9-béta-D-arabinofuranozil adenin (Londos és mtsai, 1980).

Jelen Kkisérleteinkben a xantin-rezisztens kotOhelyek fiziologiai szerepe mellett az
intracellularis adenozin dezaminaz gatlasa szolgaltatta a dontd bizonyitékot. Ez az enzim
membranhoz asszocialt (Agarwal és mtsai, 1975), az adenozint farmakologiailag kevéssé aktiv
inozinna bontja. Az adenozin dezaminaz egyik legismertebb, szelektiv gatloszere a coformycin,
amelynek jelenlétében feltételezhetd, hogy az adenozin (vagy adenozin dezaminaz érzékeny
adenozin anal6gok) felszaporodnak az intracellularis térben ¢és aktivaljak az intracellularis
kotohelyeket. Esetlinkben a coformycin az adenozin hatasat szignifikansan erdsitette. A P-site-on
kifejtett hatds legfObb bizonyitéka az az eredményiink volt, miszerint a specifikus P-site agonista 2°-
dezoxiadenozin hatdsat a coformycin mintegy 50-szeresére potencialta. Ezt az elképzelésiinket
tovabb erdsiti az a tény, hogy az EHNA mint szintén specifikus, de a coformycintdl eltérd kémiai
struktiraju szer, szintén potencialja az adenozin és a 2’-dezoxiadenozin bronchialis effektusat.

A xantin-rezisztens elemek vizsgalatara tovabbi lehetéségiink volt az extracellularis Aj
adenozin receptorok szerepének vizsgalata. Ennek a receptornak a szerepét a tengerimalac
bronchidlis rendszerben, tudomasunk szerint, még nem vizsgaltak. Megallapitottuk, hogy az
adenozin bronchodilatator hatdsat az Aj adenozin receptor antagonista MRS 1191 mérsékli,
ugyanakkor az Aj aktivator IB-MECA relaxald hatast fejt ki, amelyet az MRS 1191 szintén
antagonizal.

Mindezek az eredmények farmakoldgiai bizonyitékokat szolgaltattak arra nézve, hogy a
jelenleg klinikai jelentdséggel bird metilxantin-érzékeny receptorok mellett a tiidoben talalhatok
metilxantin rezisztens intracellularis kotohelyek ill. extracellularis lokalizacidji receptorok,
amelyek az A, adenozin receptor aktivacioval megegyez6 hatast hoznak létre. Ennek a
felismerésnek a jelentdsége nemcsak elméleti jellegli, hanem esetleges innovativ
kovetkezményekkel is jarhatnak, hiszen a megfeleld P-site ill. Az adenozin receptor gatlas komoly
adjuvans hatast eredményezhet egy stabil metilxantin alapt terapia mellett. Ennek megvaldsitasa
azonban komoly eldkészitést igényel, ugyanis — bar rendelkeziink hatékony Az adenozin receptor

antagonistakkal — P-site antagonistat mind a mai napig nem sikeriilt el6allitani.
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4.3  Adenozin hatisa az interleukin-1f felszabadulasra activalt human periférias

mononuklearis sejteken
Ebben a témakorben nyert legfontosabb eredményeink a kovetkezok:

a. Forbol észterrel (forbol 12-mirisztat 13-acetat) és Ca**-ionoforral (A23187) aktivalt huméan
periférias mononuklearis sejteken mind az adenozin, mind az altipus specifikus agonistak,
CPA (Ap), CGS 21680 (Aza) és IB-MECA (A3) koncentracio-fiiggd gatlast hoztak 1étre az
IL-1B felszabadulasban.

b. Az IL-1pB felszabadulas gatlasaban az agonistak hataserGsségi sorrendje a kovetkez6 volt:
CPA = CGS 21680 > IB-MECA > adenozin > NECA (ez utobbi Aj, Asa és Az receptor
gatlok jelenlétében).

C. A CPA, CGS 21680 és az IB-MECA gatld hatdsa szignifikdnsan antagonizalhaté volt
DPCPX (A; adenozin receptor antagonista), ZM 243185 (A,a receptor antagonista) vagy
MRS 1191 (As receptor antagonista) jelenlétében.

A jelen kisérletek elséként igazoltak az adenozin ¢és adenozin-receptor altipusainak
kiilonboz6 szelektiv agonistainak kozvetlen gatlo hatasat az IL-1p felszabadulasban, forbol észterrel
és Ca?* ionoforral aktivalt human monocitdkon. A kiilsnbdzé adenozin-receptorok altipusainak
részvételének tesztelésére szelektiv agonistakat hasznaltunk: CPA-t az A;, CGS 21680-t az Aga és
IB-MECA-t az As; receptorok stimuldlasara. Az Ayg receptorok specifikus hatdsanak
meghatarozasara egy nem-specifikus Ai/A; receptor stimulalot a NECA-t hasznaltuk DPCPX és
ZM 243185, mint szelektiv A; és Asa receptor antagonistak jelenlétében, igy ezzel Azg specifikus
valaszt valtottunk ki. A NECA esetleges Az hatasanak kizarasara, az MR 1191-t, egy szelektiv As
receptor inhibitort hasznaltunk. Az A;, A, és As receptorokhoz kotheté specifikus valtozasokat a
receptor-specifikus szelektiv antagonistakkal teszteltiik.

Vizsgalatunk eredménye vilagosan kimutatta, hogy az adenozin az IL-1B aktivalt
monocitakbol torténd kibocsatasanak gatlasat az Aj, Aoa és Az receptorok egyarant medialjak, mig
az Ayg 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 agonistai esetében. Az adenozin receptor
szelektiv agonistak dozis/valasz gorbéjének meredeksége nem kiilonbozik az 1-t6l (egység).

Masrészt az adenozin gorbe meredeksége 3, ami erés pozitiv korrelaciét mutat a kiilonbozo
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receptorok kozott. Az Aj €s Az receptorok altal kivaltott IL-1 monocitakbol torténd kibocsatasanak
gatlasa adenilciklaztol fiiggetlen modon jon 1étre, mig az A, receptorok szerepe az adenilciklaz és
PKC enzimekkel van 6sszefiiggésben (Németh és mtsai, 2003; Majumdar és Agarwal, 2003). Az
A, receptorok altal kivaltott, egyértelmiien doézis dependens IL-1p felszabaduldas gatlasa
valoszintileg PKC-tdl fiiggd foszforilacioval jon 1étre (Palmer és Stiles, 1999). Masrészt 1étezik egy
specifikus kolcsonhatas az adenozin és kiilonb6z6 proinflammacios citokinek, mint pl. az I1L-1f,
receptorai kozott. Ezek a citokinek up-regulalhatjak az Apa receptorok expressziojat, legalabbis a
PC12 sejteken (Trincavelli és mtsai, 2002). Az IL-1B kibocsatasanak gyenge gatlasa, amit az Azg
receptor medialhat, valosziniileg csak ezen receptorok alacsony adenozin affinitdsanak
kovetkezménye.

Jelen vizsgalatban az IL-1B-t szinte kizardlagosan a monocitak termelték, amit periférias
alkottak. A nem frakcionalt periférias mononuklearis sejtek szuszpenzid elénye a tisztitott monocita
preparatummal szemben, az el6bbiben nem észlelt sejtkarosodas elmaradasa (Sipka és mtsai, 2001).
Ebbdl kovetkezik, hogy vizsgéltainkhoz nem frakcionalt, nem karosodott sejtpreparatumokat
hasznaltunk fel.

A jelen eredmények klinikai és fizioldgiai fontossaga, hogy az adenozinnak és receptor
specifikus analdgjainak gatld hatasa van az IL-1f aktivalt periférias human monocitakbdl torténd
kibocsatasara. Foleg az Aja receptorok szolgalhatnak potencialis anti-inflammacios targetként
(Gomez és Sikovsky, 2003). Figyelemreméltd az a korabbi megfigyelésiink, hogy az egészséges
onkéntesek szérumaban az atlag adenozin koncentracié 100-120 nM (Sipka és mtsai, 1995) koriili,
mig szeptikus shockban elérheti a 0,75 pM koncentraciot is. Az adenozin koncentracidja a
keringésben 4 és 10 uM kozotti is lehet szepsisben szenvedé betegeknél (Martin és mtsai, 2000). Az
adenozin koncentracioja egyes gyulladasban levo szovetekben elérheti, s6t meghaladhatja a 100 uM
érteket is. (Cronstein és mtsai, 1994). Eredményeink Szerint az adenozin képes gatolni az IL-1
kibocsatasat aktivalt monocitakbdl, a korabban emlitett koncentracioktol alacsonyabb értékeken is.
Mivel az IL-1 az egyik legerGsebb természetes kivaltoja a hipertermias reakcionak, az adenozin 6
fiziologias szerepe a hiperpirexia megakadalyozasa lehet az aktivalt monocitak és makrofagok IL-1
kibocsatasanak a gatlasaval. Mindemellett az adenozinnak lehet egy altalanos szerepe a gyulladasos
sejtek hiperaktivitasanak a moderalasaban is. Az adenozin azon képessége, hogy az aktualis 1L-1
szintet szabalyozza a szervezet bizonyos részeiben, fontos lehet az innate immunitasban. (Hasko és

Cronstein, 2004).
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Osszefoglalva, a jelen vizsgélat kimutatta, hogy az adenozin és szelektiv adenozin receptor
agonistak gatoljak in vitro, az IL-1p kibocsatasat aktivalt human periférids monocitakbol. Az a
megfigyelés miszerint az A, As, és foleg az Apa receptor aktivacidja csokkentheti az IL-1B
kibocsatasat az aktivalt monocitakbol tovabbi adatokat szolgaltat az endogén purin nukleozidok

altal kivaltott gyulladasgatld hatdsdmechanizmusaban.

4.4, Adenozin hatiasa az arachidonsav felszadulasra aktivalt human mononuklearis

sejteken.

Fobb megallapitasaink a kovetkezok:

a. Forbol észterrel (forbol 12-mirisztat 13-acetat) €s Ca®*-ionoforral (A23187) aktivalt human
periférias mononuklearis sejteken mind az adenozin, mind két altipus specifikus agonista,
CPA (A1) és CGS 21680 (Aza) koncentracio-fliggé gatlast hozott 1étre az arachidonsav
felszabadulasban, mig az Ayg és az A3 agonistak nem fejtettek ki szignifikans effektust.

b. Az arachidonsav felszabadulas gatlasaban az agonistak hataser6ssségi sorrendje a
kovetkezé volt: CGS 21681 = CPA > adenozin > NECA (ZM 24185 mint A, antagonista
¢és DPCPX mint A; adenozin receptor antagonista jelenlétében) = IB-MECA. Az adenozin
csak 100 uM koncentracio felett fejtett ki gatlast, mig az receptor specifikus agonistak

effektusa mar 0,1 pM koncentrécioban észlelhetd volt.

Az adenozin human plazmaszintje 100-120 nM kozott van normalis koriilmények kozott
(Sipka, 1995). Szeptikus shockban a betegek adenozin szintje elérheti a 750 nM-s koncentraciot
(Cronstein és mtsai, 1994), mig egyes, gyulladas altal érintett helyeken az adenozin helyi
koncentracioja meghaladhatja a 100 uM-s értékeket iS. A jelen eredményeink alapjan kimondhato,
hogy az adenozin 100-120 nM-os fiziologias koncentracidja nem valthat ki szignifikans gatlo hatast
az arachidonsav kibocsatasara aktivalt monocitakbol, melyeket PKC jelatviteli transzdukcids
rendszeren vagy a megnovekedett intracellularis Ca®* szint 4ltal valtottunk ki. Specialis klinikai
helyzetekben azonban, amikor a gyulladasos sejtek felszaporodnak bizonyos helyeken, az adenozin
magasabb koncentracioban szabadul fel, és ez csokkentheti a lokalis arachidonsav kibocsatast.

Ez a gatlas, Gigy tlinik, féleg az A; és A, receptorok ingerlése nyoman alakul ki, mig az Azg
¢és Ags receptorok szerepe ebben a folyamatban elhanyagolhat6. Az arachidonsav aktualis szintje
harom intracellularis enzim aktivitasatol és egyiittmiikodésétol fiigg, mint: a citoszolban levé (Ca®*

fiiggd) PLA; (CPLA,, IV tipus), a Ca** fiiggetlen PLA; (iPLA,, IV tipus) és a diacilglicerol (DAG)
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lipaz (Wu és mtsai, 2004). Kiemelendd, hogy a monocitak altal termelt extracellularis IL-1 a
leger6sebb aktivatora az arachidonsav termelésnek (Chang és mtsai, 1986), foként a CPLA;
aktivacioja miatt (Morri és mtsai, 1994). Azt gondoljuk, hogy a csokkent arachidonsavtermelés
aktivalt monocitakbol, melyet adenozin és A; és Aoa specifikus receptor-agonistak hatasara értiink
el, korrelal a csokkent IL-1 termeléssel, PMA és Ca”*-ionofor altal stimulalt sejtekben (Sipka és
mtsai, 2005). Bizonyos mennyiségii szekretabilis PLA; (I1.A.typus,14 kD) megjelenhet az aktivalt
nem lehet 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 (Liu és
Young, 2004). Lehetséges, hogy a monocitakban a cPLA; aktivitasa kozvetlentil korrelal az IL-1
egyik bioldgiai szerepe az lehet, hogy emelkedett koncentracioban, gatolja (féleg 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 (cCPLA2 dependens)
arachidonsav kibocsatasanak gatlasa magas extracellularis adenozin szinteknél megfigyelheté még
a neutrofil granulocitaknal is (Németh és mtsai, 2003). Legjobb meggy6z0désiink szerint ez az elsd
megfigyelés, miszerint az adenozin az arachidonsav termelését gatolja aktivalt human
monocitakbol. Ki kell emelni, hogy ez a mechanizmus valosziniileg nem miikddik fiziologias
adenozin koncentracio esetén. Patologias koriilmények kozott, példaul gyulladt szovetekben, mikor
a monocitak szama magas ¢és az adenozin koncentracidja szintén, az A; és Apa receptorok
aktivacioja hatékonyan gatolhatja az arachidonsav metabolitok kibocsatasat monocitakbol. A jelen
adatok alapjan azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy az adenozin erds gyulladdsgatld hatasat a
monocitakra az IL-1 termelésének a gatlasaval érheti el, ezaltal csokkentve az arachidonsav

metabolitok kibocsatasat is.

5. KOVETKEZTETESEK

Kisérleteink alapjan allatkisérletes bizonyitékokat szereztlink arra vonatkozodan, hogy a tartds
koffein kezelés mélyrehato valtozasokat hoz 1étre a bronchialis adenozin receptorok miikodésében,
ill. az adenozin receptorok érzékenységében. Eléggé egyértelmiinek latszik, hogy a hosszan tartd
koffein kezelés olyan valtozdsokat idéz el6 az epitelidlis sejtek szintjén, amely mélyrehatéoan

befolyasolja a bronchidlis adenozin receptorok érzékenységét, amely az epitéliummal torténd
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kolcsonhatas kiiktatasaval jelentds up-regulaciot 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-tartalmt energiaitalok fogyasztasa vilagszerte elterjedt, ezért — amennyiben az
allatkisérletekben nyert adatok a humdan viszonyokra is extrapolalhatok — akkor az erds
kavéfogyasztd ill. energiaitalfogyasztd populdcidban hasonld adaptiv jelenségekkel szamolni kell.
Mivel az endogén adenozin a tiidé fiziologias miikddésében alapvetd szerepet jatszik, ennek a
regulacidonak a megvaltozasa az élettani szabalyozas modosulasat 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 kot6helyek és receptorok szerepét illeti, sikeriilt kimutatnunk,
hogy az adenozin, féleg magasabb koncentracidban képes ezek aktivalasaval bioldgiai hatasokat
létrehozni, azaz a bronchidlis tonust befolyasolni. Figyelemreméltonak tartjuk, hogy ezek a hatasok
erdteljesebben jelentkeznek az adenozin dezamindz gétldsa utdn. Mivel a gyogyszerek egy csoportja
gatolja ezt a fOként intracellularisan lokalizdlddd enzimet, masrészt munkacsoportunk korabbi
vizsgalatai alapjan a hipoxias koriilmények szignifikansan csokkentik az adenozin dezaminaz
aktivitast, ezért a tiidé oxigénhianyos allapotaiban lehet szamitani e kdtohelyek aktivitasanak
fokozddasara. Elképzelhetd, hogy az asztmas vagy COPD-ben szenvedd betegek esetében ez a
modulacié fokozottan jeletkezik. Ennek a jelenségnek szerepe lehet a korélettani folyamatok
magyardzataban, ugyanakkor a gyakorlati gyogyszerfejlesztés szempontjabol is iranymutat6 lehet és
a kifejlesztendd intracellularis kotohely modulétorok az emlitett gyulladdsos tiidéfolyamatok
farmakologiai megkozelitésében is hasznosak lehetnek.

A periférids mononuklearis sejtek felhasznalasaval kapott eredményeink a gyulladasos
tiidobetegségek patomechanizmusanak jobb megértéséhez is hozzdjarulhatnak. Az a tény, hogy az
IL-1B és az arachidonsav szerepet jatszik a gyulladdsos folyamatokban, tovabba az a
megallapitasunk, hogy az adenozin szignifikansan — receptor altipus-fliggé modon — gatolja ezen
inflammatdrikus mediatoroknak a felszabaduldsat, megengedi azt a feltételezést, hogy az adenozin a
szervezetben — igy feltehetéen a tiidoben is — koncentracio-fiiggd gyulladasgatlo hatast fejt ki.
Ennek a feltételezett folyamatnak a jelentdsége részben patofiziologiai, részben terdpias, hiszen az
endogén adenozin koncentracionak a gyulladasgatld hatds szempontjabdl optimalis tartoméanyba

torténd szoritdsa a szervezet természetes védekezdreakcidjanak a feler6sddésével jarhat.
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Mindebbdl kovetkezik, hogy az allatkisérletekben nyert eredményeink nemcsak a patomechanizmus
szempontjabol lehetnek jelentdsek, hanem a gyakorlati gyogyszerfejlesztés iranyaban is

eléremutatok lehetnek.
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