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1. Kutatasi eredmények

A projekt sordn eldszor az adenozin hatdsit vizsgdltuk a Th1l/Th2 sejt fejlddésre polarizacios
rendszerben. A Thl, illetve Th2 irdnyba polarizalt CD4+ sejtek T-sejt receptorait (TCR) lemezhez kotott anti-
CD3 és anti-CD28 antitestekkel stimuldltuk. Az adenozin Th1/Th2 polarizaciét befolydsoldé hatdsdnak
vizsgalatdhoz a sejteket novekvO koncentracioban (0.01-10 uM) CGS21680-nal, A5 receptor agonistaval
kezeltiikk, majd 5 nap elteltével restimuldltuk Oket szolubilis anti-CD3/-CD28 antitestekkel 24 6rdig. Azt
tapasztaltuk, hogy, elvardsainktol eltéréen, a
CGS21680 dozisfiiggd moédon mind a Thl
(interferon gamma, IFNYy; 1. dbra), mind a Th2
(interleukin (IL)-4, -5, -13; 2. abra) citokinek
szintjét csokkentette. Feltételezésiink szerint ennek
hatterében vagy apoptotikus folyamatok allhattak,
vagy a csOkkent proliferacio eredményezhette ezt a
(legalabbis citokin szinten) depletélt allapotot. Az
apoptozis szerepét kizdrhattuk, mivel sem a
vizsgalt apoptotikus fehérjék (kaszpdz-3 és -9, |
valamint PARP) mennyisége, sem a DNS 0 0 0.01 0.1 1
fragmentacié mértéke nem valtozott CGS21680-nal CGS-21680 (microM)
torténd kezelés hatdsara. A sejtproliferacié karboxi-
fluoreszcein diacetat szukcinimidil észteres (CFSE) | 1. abra: A CGS21680 dézisfiiggéen csokkentette a Thl
jeloléssel torténd vizsgdlata soran azt tapasztaltuk, | Polarizdlt CD4+ sejtek IFNy termelését. Him CD-1 egerekbdl

=y CD4+ sejteket nyertiink ki Milteny maégneses szeparitor
hogy a CGS21680 1 pM-os koncentriciGban segitségével. A tisztitott CD4+ sejteket Thl irdnyba polarizéltuk

gét?lta mind . a Thl’. m/m(} i a Th2' irinyba 10 pg/ml anti-IL-4-gyel és 20 ng/ml IL-12-vel. Kozben a
elkotelezett sejtek proliferdciéjat 48, illetve 72 | gejteket novekvé koncentracioban (0.01-10 uM) CGS21680-nal
oranal, és ez a hatds az 5. napra eltlint (3. abra). A | kezeltiik. A polarizdcié 5. napjan a sejteket hdromszor mostuk,

vizsgdlatokbol arra lehet kovetkeztetni, hogy az majd restimuldltuk 8ket szolubilis anti-CD3/-CD28 antitestekkel

Ao receptor stimulus egy korai mitotikus blokkot 24 6raig. Ezt kovetden ELISA-val megmértiik a Thl-specifikus

idéz el6, ami mintegy "megakasztja" a normalis citokin, az IFNY mennyiségét a sejtmentes feliiliszékbdl.
. oy vy *#P<0.01 vs. 0 uM CGS21680.

sejtosztédashoz sziikséges folyamatokat.
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2. abra: A CGS21680 dézisfiiggden csokkentette a Th2 polarizalt CD4+ sejtek IL-4, IL-5 és IL-13 termelését. Him CD-1 egerekbdl
CD4+ sejteket nyertiink ki Milteny magneses szepardtor segitségével. A tisztitott CD4+ sejteket Th2 irdnyba polarizaltuk 10 ug/ml
anti-IFNy-val és 40 ng/ml IL-4-gyel. Kozben a sejteket novekvd koncentrdciéban (0.01-10 uM) CGS21680-nal kezeltik. A
polarizici6 5. napjan a sejteket hadromszor mostuk, majd restimuldltuk dket szolubilis anti-CD3/-CD28 antitestekkel 24 6rdig. Ezt
kovetden ELISA-val megmértiik a Th2-specifikus citokinek, az IL-4, IL-5 és IL-13 mennyiségét a sejtmentes feliiliszokbol.

**¥P<0.01 vs. 0 pM CGS21680.

A tovabbiakban folytattuk az A,s receptorok szerepének vizsgédlatit a Thl és Th2 sejtek
proliferacidjaban. Ehhez a kordbban is alkalmazott CFSE jeloléses sejtproliferacié vizsgdlatot végeztiilk Aja
receptor knock out (KO) egerekbdl szdrmazé sejteken az adenozin Ajs receptor agonista CGS21680
jelenlétében €s hidnyaban. Azt taldltuk, hogy 100 nM CGS21680 a vad tipusi (WT) CD4+ sejtek esetében
gatolta a proliferaciot, a KO éllatok esetében viszont a hatas teljes mértékben elmaradt (4. abra).

Misik megfigyelésiink, hogy a mar polarizalt Th1/Th2 klénok (CGS21680 kezelés nem tortént a
polarizacié sordn) lemezhez kotott 3 pg/ml anti-CD3-mal és 2 pg/ml anti-CD28-cal torténd restimuldlasaval
kivaltott IFNYy-, illetve IL-4-termelésére a CGS21680 (0.001-10 uM) nincs hatdssal.




Tovabbi vizsgélatokat végeztink egér KLH 100+
(Keyhole limpet hemocyanin) antigénre specifikus
nyirokcsomoéi CD4+ T-sejtek és limfoma sejtvonal
fuzidjaval létrehozott, citokin termelésiik és egyéb
tulajdonsagaik  alapjan ~ mar  differenciadltnak
tekinthetd Thl és Th2 hibridomédkkal. Ezeket a
sejteket kiilonbozd koncentracidju (0.001-10 uM)
CGS21680-nal kezeltilk, majd poliklonélis (ConA,
illetve anti-CD3) stimulussal aktivalva Oket azt
tapasztaltuk, hogy a CGS21680 a Th1 sejtek esetében 201
dozisfiiggéen er0sen gatolta az IFNvy-termelést
(maximélis hatds 100 nM-ndl), mig a Th2 sejtek 0
esetében az e sejtekre jellemzd IL-4-termelést gatolta _
dézisfiiggden, bdr kisebb mértékben, mint a Thl CGS (microM)
sejtek esetén az IFNy-t (5. abra). Mivel az Aja
adenozm, receptor antagqmsta ZN[,241385, r}nnd 4| vel kezeltiik. (A CFSE egy sejtpermedbilis anyag, ami ha
Thl, mind a Th2 sejtek esetében kivédte a bekeriil a sejtbe, akkor kovalensen moddosul, a szintje az
CGS21680-nak ezt a hatasat (6. abra), ezért az Aja "anyasejtekben" x, az els6 generdcids utddsejtekben x/2, a
receptorok szerepét val6észintsithetjiik a | masodik generdcidban x/4. Gerjesztve fluoreszcens jelet ad,
folyamatban. és érs/m.ll/ési citometridval . j(/’)l elkii.l/énfthet('ik. egymastdl a

Az elézéekben ismertetett ELISA mérésekkel | Populdciok a CFSE mennyiség alapjin.) A sejteket Thl/Th2

. i B B B irdnyba a kordbban leirtak szerint polarizaltuk, és 0.01 illetve
parhuzamosan végzett MTT életképesség tesztek azt | |\ cGS21680-nal kezeltik. A polarizdcié 2., 3. és 5.
mutattdk, hogy a CGS21680 mind a Th1, mind a Th2 napjdn a sejteket Osszegyljtottiik, majd a CFSE tartalmat
hibridéma sejtek esetében dozisfiiggd modon, a | dramldsi citometridval vizsgaltuk.
citokin termelés csokkentése mellett, noveli a sejtek
tulélését — feltehetéen a T-limfocitdkra jellemzO - aktivacid indukalta sejthaléllal (AICD) szemben (7-8.
abra). A CGS21680-nak ezt a hatdasat a mellette adott antagonista, a ZM241385 dézisfiiggdé mddon
visszaforditotta (9-10. abra), amely tény szintén az A, receptorok szerepét valdsziniisiti.
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3. abra: A CD4+ sejteket az izoldciét kovetden 5 mM CFSE-
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4. abra: A CGS21680 csokkenti mind a Thl, mind a Th2 irdnyba polarizdlt TCR-aktivilt CD4+ T sejtek
proliferacidjat, de csak a WT dllatokban. A Thl és Th2 irdnyud polarizaciét az 1. és 2. dbranal leirtak szerint végeztiik.
A proliferaciét 3 nappal a Thl vagy Th2 irdnyd polarizdlds kezdete utdn vizsgaltuk a 3. dbrandl leirt CFSE jeloléses
modszerrel. A sejteket 100 nM CGS21680-nal, illetve vivOanyaggal kezeltiik 30 perccel a Thl vagy Th2 irdnyd
fejlédés indukcidjat megel6zé TCR aktivacio eldtt. ** P<0.01 vs. WT-veh.
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5. abra: Az A,, agonista CGS21680 csokkenti a stimuldlt Thl hibridéma (A) sejtek IFNYy-, és a stimuldlt Th2
hibridéma (B) sejtek IL-4 termelését. A sejteket anti-CD3 antitesttel és LK35 B-limféma sejtekkel (APC) stimuldltuk
16-18 o6rdig CGS21680 jelenlétében vagy hidnydban. A CGS21680-at, vagy a hordozdanyagot 30 perccel a stimuldlas
eldtt adtuk. A citokin termelést a feliiliszokbdl hatdroztuk meg ELISA mddszerrel. ** P<0.01 vs. 0 uM CGS21680.
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6. abra: Az A,, receptor antagonista ZM241385 kivédi a CGS21680 IFNy és IL-4 termelésre kifejtett gatlé hatdsat. A
ZM?241385 eldkezelést 30 perccel a CGS21680 (100 nM) kezelés eldtt adtuk. Minden mds az 5. dbrdndl lefrtak szerint
tortént. **P< 0.01 vs. 0 pM CGS21680; #P < 0.05 vs. vehicle+CGS; ##P < 0.01 vs. vehicle+CGS.

Az in vivo BALB/c egereken végzett kisérleteink sordn a Thl vélasz kivéltdsdhoz ovalbumin (OVA) +
komplett Freund adjuvdns (CFA) oldatot adtunk az 4llatok hatsé talpparndaiba. A Th2 vélaszt
intraperitonedlisan adott OVA + aluminium-hidroxid (Alum) immunizdlassal valtottuk ki. A sziikséges
immunizalasi 1d6 leteltével kivettik a Thl irdnyba immunizdltatott €s a kontroll éllatok inguindlis és
poplitedlis nyirokcsomdit, illetve a Th2 irdnyba immunizaltatott és a kontroll allatok 1épeit. A szervekbdl
kinyert sejtszuszpenziokhoz ezutdn kiilonb6z6 koncentracidju (0.5-2 mg/ml) OVA antigént adtunk, és ELISA
modszerrel mértilk az IFNY-, illetve az IL-4-termelést. Az igy kapott eredmények az mutatjdk, hogy a Thl
iranyba immunizéltatott &dllatokbdl szdrmazd sejtek esetében a NECA az IFNYy termelés szignifikdns
csokkenését okozza (11. abra), mig a Th2 irdnyba differencialtatott allatokbdl szarmazé sejteknél az 1L-4
termelés kapcsan tehettiink hasonlé megfigyelést (12. abra).

A késObbiekben egy masik egértorzsben (BALB/c) folytattuk az adenozin A, receptoroknak a Thl és
Th2 sejtek fejlodésének €s effektor funkcidinak szabdlyozdsdban jatszott szerepének a vizsgdlatit. Ehhez
CD4+ T sejteket izolaltunk BALB/c egerek 1€épébdl, majd 3 pg/ml anti-CD3 és 2 ug/ml anti-CD28
antitestekkel aktivéaltuk oket. Aktivalds eldtt CGS21680-nal (0.01-10 uM) vagy vivéanyaggal kezeltik a
sejteket. Thl irdnyd polarizacidhoz 20 ng/ml IL-12-vel és 10 pg/ml anti-IL-4 antitesttel, mig a Th2 irdnyud
polarizaci6hoz 40 ng/ml IL-4-gyel és 10 pg/ml anti-IFNY antitesttel kezeltiik a naiv CD4+ sejteket. A Thl-



polarizalt sejtek nagymennyiségli IFNy-t (13. abra), a Th2-polarizélt sejtek pedig nagymennyiségii IL-4-et,
IL-5-6t és IL-10-et termeltek (14. dbra). A differencidlds soran adott CGS21680 dézisfiiggd moédon gétolta a
Th1-polarizélt sejtek IFNy (13. abra), és a Th2-polarizalt sejtek IL-4, IL-5 és IL-10 termelését (14. abra), bar
a Th2 sejtekre gyakorolt hatdsa kisebb mértékiinek bizonyult.
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7. abra: A Thl hibridéma sejtek MTT termelésének vizsgalata CGS21680-nal torténd kezelés sordn. A sejteket anti-
CD3 antitesttel és LK35 B-limféma sejtekkel (APC) stimulaltuk 16-18 6rdig CGS21680 jelenlétében vagy hidnyaban. A
CGS21680-at, vagy a hordozdanyagot 30 perccel a stimuldlds el6tt adtuk. A sejtekrol leszivtuk a feliiliszot, majd 0.2
mg/ml MTT oldattal 1 6ran at inkubdltuk 6ket. ***P<0.001 vs. aktivaldsi kontroll, ##P<0.01 vs. kezelési kontroll,
###P<0.001 vs. kezelési kontroll.
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8. abra: A Th2 hibridéma MTT termelésének vizsgdlata CGS kezelés mellett. A sejteket anti-CD3 antitesttel és LK35
B-limféma sejtekkel (APC) stimulaltuk 16-18 6rdig CGS21680 jelenlétében vagy hidnydban. A CGS21680-at, vagy a
hordozéanyagot 30 perccel a stimuldlds elott adtuk. A sejtekrdl leszivtuk a feliildszét, majd 0.2 mg/ml MTT oldattal 1
oran at inkubaltuk 6ket. ***P<0.001 vs. aktivalasi kontroll, ###P<0.001 vs. kezelési kontroll.
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9. abra: A Thl hibridéma MTT termelésének vizsgdlata CGS+ZM kezelés mellett. A sejteket anti-CD3 antitesttel és
LK35 B-limféma sejtekkel (APC) stimulaltuk 16-18 6rdig CGS21680 jelenlétében vagy hidnydban. A CGS21680-at,
vagy a hordozéanyagot 30 perccel, a ZM241385-6t, illetve vivoanyagat 60 perccel a stimuldlds eldtt adtuk. A sejtekrdl
leszivtuk a feliildszét, majd 0.2 mg/ml MTT oldattal 1 6rdn 4t inkubéltuk &ket. ***P<0.001 vs. aktivdlasi kontroll,
###P<0.001 vs. kezelési kontroll.
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10. abra: A Th2 hibridoma MTT termelésének vizsgilata CGS+ZM kezelés mellett. A sejteket anti-CD3 antitesttel és
LK35 B-limféma sejtekkel (APC) stimuldltuk 16-18 6rdig CGS21680 jelenlétében vagy hidnydban. A CGS21680-at,
vagy a hordozdanyagot 30 perccel, a ZM241385-6t, illetve vivéanyagdt pedig 60 perccel a stimuldlds eldtt adtuk. A
sejtekrol leszivtuk a feliiliszdt, majd 0.2 mg/ml MTT oldattal 1 6ran at inkubdltuk dket. ***P<0.001 vs. aktivaldsi
kontroll, ###P<0.001 vs. kezelési kontroll.




OVA+CFA (Th1 iranyba) kezelt BALB/c egerek nyirokcsomoi
sejtjeinek IFNg és IL4 termelése
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11. abra: OVA+CFA kezelt (Thl iranyba differencialt) BALB/c egerek nyirokcsomdi sejtjeinek IFNy és IL-4
termelése. BALB/c egerek hétsé talpparndiba adtunk OVA+CFA-t (500 pg OVA/egér, OVA:CFA 1:1 aranyban, 100
ul/talp mennyiségben). A 8 napos immunizaldsi id6 leteltével kivettiik a Thl irdnyba immunizéltatott és a kontroll
allatok inguindlis és poplitedlis nyirokcsomdit, majd az ezekbdl kinyert sejtszuszpenzidkat a jelzett koncentracidban
OVA antigénnel kezeltiik, és ELISA-val meghatdroztuk a sejtmentes feliiliszok IFNy és IL-4 tartalmat. *P<0.05 vs.
immunizalt.
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12. abra: OVA+Alum kezelt (Th2 irdnyba differenciéltatott) BALB/c egerek 1épsejtjeinek IFNy és IL-4 termelése.
BALB/c egereket intraperitonedlisan adott OVA + Alum (500 pg OVA/egér, OVA:Alum 1:1, 500 ul/egér
mennyiségben) immunizdltunk. A 13 napos (6. napon a jelzett mennyiségekkel tjra oltottuk az allatokat) immunizaldsi
id6 leteltével kivettik a Th2 irdnyba immunizéltatott és a kontroll &llatok Iépeit, majd az ezekbdl kinyert
sejtszuszpenzidkat a jelzett koncentracioban OVA antigénnel kezeltiik, és ELISA-val meghatiroztuk a sejtmentes
feliildszok IFNYy és IL-4 tartalmat. **P<0.01, ***P<0.001 vs. immunizalt.




Mivel az IL-2 kulcsfontossdgu autokrin mediator az
aktivalt T sejt proliferacié indukéldsaban, ezért vizsgéltuk az
Aja receptor aktivacio hatdsat a fejlodé Thl és Th2 sejtek
IL-2 termelésére is. Ehhez tisztitott CD4+ T sejteket
aktivaltunk és polarizdltunk Thl, illetve Th2 irdnyba a
fentebb leirt modon, és az aktivalds eldtt 30 perccel
CGS21680-t (0.01-10 uM), vagy vivOanyagot adtunk a
sejtekhez. Ot nap elteltével a sejteket mostuk, és djra
stimuldltuk dket lemezhez kotott anti-CD3 (3 pg/ml) €s anti-
CD28 (2 pug/ml) antitestekkel 24 o6rdn keresztiil, majd a
feliiliszokbol meghataroztuk a termelt IL-2 mennyiségét.
Azt az eredményt kaptuk, hogy a CGS21680 mind a Thl,
mind a Th2 irdnyba fejlodé limfocitdk esetében csokkentette
az IL-2 termelést (15. abra).

A folyamat szabdlyozdsdnak megismeréséhez
aktivalatlan + vivOanyag-kezelt, aktivédlatlan + 100 nM
CGS21680-kezelt, aktivalt + vivoanyag-kezelt, és aktivalt +
100 nM CGS21680-kezelt Th1 és Th2 sejtekbdl teljes RNS-t
izoldltunk, reverz transzkripciéval cDNS-t készitettiink,
majd valos idejit PCR moédszerrel kvantitativan vizsgaltuk az
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13. abra: Az A,, receptor aktiviciéja CGS21680-
nal csokkenti a Thl sejtek fejlédését, amint azt a

restimuldlt Thl sejtek
mutatja. A Thl irdnyd

csokkent IFNYy termelése
polarizécié és a polarizalt

sejtek restimuldldsa a CD-1 egerek esetében leirtak
(lasd. 1. dbra) szerint tortént. **P< 0.01 vs. vehicle.

IFNy és az IL-4 citokin, illetve a kiilonb6zd adenozin receptor (A, Asa, Asp, Asz) gének expresszidjat.
Kimutattuk, hogy az aktivdlatlan + vivOanyag-kezelt, illetve az aktivdlatlan + 100 nM CGS21680-kezelt
hibridémakban nem nott egyik gén expresszids szintje sem. Ellenben, aktivédlas hatdsara Thl sejteknél az
IFNYy, Th2 sejteknél az IL-4 mRNS mennyisége tobbszorosére ndtt, amit a CGS21680 (100 nM) kivédett (16.
abra). Ez 6sszhangban dll az ELISA modszerrel kapott kordbbi eredményekkel. Az adenozin receptorok
mRNS-ének expresszidjaval kapcsolatban azt kaptuk, hogy az Ajn receptor mRNS-ének expresszidja
jelentosen novekszik mind a Thl, mind a Th2 sejtekben 4 6rdval a stimuldcié utadn, és ez a megndvekedett
expresszids szint a Th2 sejtekben fennmarad 8 éraval a stimulécié utan is, mig a Th1 sejtekben nem (1. és 2.
tablazat). Rdadasul az Ajg és az A3 mRNS szintje is jelentésen megemelkedik 8 6raval a stimulacié utdn

mind a Th1, mind a Th2 sejtekben (1. és 2. tablazat).
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14. abra: Az A,, receptor aktivaciéja CGS21680-nal csokkenti a Th2 sejtek fejlodését, amint azt a restimuldlt Th2 sejtek csokkent
IL-4, IL-5 és IL-10 termelése mutatja. A Th2 irdnyu polarizacié és a polarizalt sejtek restimuldldsa a CD-1 egerek esetében lefrtak

(lasd. 2. abra) szerint tortént. *P<0.05; **P<0.01 vs. vehicle.
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15. abra: A CGS21680 csokkenti a TCR aktivélt, Thl és Th2 iranyba differencidltatott CD4+ sejtek IL-2 termelését. A
Thl- és Th2- irdnyu sejtfejlédést a kordbban leirtak szerint véltottuk ki. Az IL-2 szinteket a sejtmentes feliiliszékban
hatdroztuk meg ELISA-val 0-24 érdaval a Thl vagy Th2 irdnyu differencidlas elinditdsa utin. A CGS21680-at (100 nM)
vagy vivOanyagat 30 perccel a Thl- vagy Th2-irdnyd fejlédés indukcidja eldtti TCR receptor aktivaciét megel6zden
adtuk. **P<0.01.
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16. abra: Az A,, receptor agonista CGS21680 csokkenti az IFNy mRNS szintet a stimulélt Th1 hibridémékban (A), és az
IL-4 mRNS-t a Th2 hibridémdkban (B). A sejteket anti-CD3 antitesttel és LK35 B-limféma sejtekkel (APC) stimuléltuk
16-18 o6rdig CGS21680 jelenlétében vagy hidnydban. A CGS21680-at, vagy a vivOanyagot 30 perccel a stimuldlds eldtt
adtuk. Az IFNy és az IL-4 mRNS szinteket valds idejii PCR segitségével hataroztuk meg. **P<0.01.




Receptor 0 h 4 h 8 h 16 h
A,
Control 141 = 22.7 111 = 10.6 141 £ 9.7 190 = 43
Activated 119 = 19 86.2 = 7.8 236 = 40.9% 132 = 134
‘F\"Z.-\
Control 13566 = 887 10809 = 1000 6851 + 892 4648 = 1564
Activated 14598 + 2777 43527 + 5640%* 8710 + 1837 2918 + 537
‘F\"ZI!
Control 2442 + 572 3126 = 401 1730 = 159 2424 = 666
Activated 2075 = 139 2857 + 271 4984 + 1030%* 4311 = 1044
Ag
Control 8005 = 644 7585 = 884 5350 = 479 3614 = 904
Activated 7233 £ 717 6353 + 663 12998 = 2571 % 3213 = 259
1. tablazat: Adenozin receptorok mRNS expresszija Thl hibridéma sejtvonalban. Az adenozin receptorok és a 18S
héztartdsi gén mRNS-ének expresszidjdt valds idejii PCR-rel hatdroztuk meg. Az adatok az adenozin receptorok és a 18S
mRNS-ek expresszidjdnak ardnydt mutatjdk mesterséges egységben. *P<0.05, **P<0.01 vs. control.

Receptor 0h 4h 8h 16 h
A,
Control 097.1 = 18.6 132 = 18.7 128 * 16 133 = 16.3
Activated 107 £ 18 136 = 21.9 130 £ 13.9 144 + 13.7
‘F\"Z.-\
Control 11200 * 2314 9006 = 1406 5602 + 621 9930 + 1154
Activated 10464 = 1519 44249 + 7401%* 30202 * 5157+ 3765 + 547
‘F\"ZIE
Control 1260 = 544 1201 £ 166 1732 + 235 2706 + 718
Activated 1714 = 291 1644 = 126 5154 & 447 4547 + 782
Ay
Control 5701 = 148 5755 = 631 5671 = 531 6950 + 183
Activated 5169 = 745 5152 = 714 10312 =+ 838%* 7075 + 769
2. tablazat: Adenozin receptorok mRNS expresszidja Th2 hibridéma sejtvonalban. Az adenozin receptorok és a 18S
héaztartasi gén mRNS-ének expresszidjat valés idejii PCR-rel hatdroztuk meg. Az adatok az adenozin receptorok és a 18S
mRNS-ek expresszidjanak aranyat mutatjak mesterséges egységben. **P <0.01 vs. control.

Mivel a T sejt aktivacié szempontjabol
nagy jelent6séggel birnak a szamukra antigént
prezentald sejtek, mint pl. a makrofagok, ezért
vizsgalatainkat Kkiterjesztettiik a makrofagok
funkcidinak vizsgélatara is. El6szor az Aja
receptorok szerepét vizsgaltuk a makrofdagok
fagocitézisanak szabdlyozéasaban. Azt
tapasztaltuk, hogy az A,a receptorok hidnya
nem csoOkkentette jelentésen a cekalis
ligaciéval és punktudcidoval (CLP) kinyert
peritonedlis makrofagok baktérium fagocitald
képességét (17. abra). A citokin termelésiiket
vizsgdlva azt kaptuk, hogy az A;x KO
egerekbdl  szdrmaz6, CLP-vel  kinyert
peritonedlis makrofagok E. coli kezeléssel
kivaltott IL-10 termelése jelentOsen csokkent,
mig az IL-6 és MIP-2 termelésiik nott (18.
abra).
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17. abra: CLP-vel kinyert A,, WT és KO peritoneélis makrofagok
fagocitotikus aktivitdsa. A peritonedlis makrofigokat A;x WT és
KO egerekbdl gyfijtottik 16 ordval a CLP-vel kivéltott
polimikrobidlis szepszist kovetden. A sejteket 10%ml sirtiségben
96-lyukii lemezekre helyeztiik, majd IgG-vel burkolt FITC-cel
jelolt E. coli-val stimuldltuk 2.5, 5 vagy 16 6rdig, és a fagocitdzist a
fluoreszcencia mérésével kvantitdltuk.




- A2AWT Kk *kk

800+ - A2AWT Kk 6.0 40+ B AAWT %
B A2AKO
-B-A2AKO er -0 A2AKO - -
. 6004 4.5 ~ 304 _—
—E * —E E T _7__7__7__,.7-—.
VEJ‘ -':II =11] 7--7__7__7__7—"
2 400 2 30 2
= s N
4 o 2
T 2004 1.5 *:/./_4 2 104
0 —T T 0.0 ———————— 0 L ——
00 25 50 75 100 125 150 17.5 00 25 50 75 100 125 150 175 00 25 50 75 10.0 125 150 175

time (hours) time (hours) time (hours)

18. abra: Az A, receptor genetikai inaktivacidjanak a hatdsa a CLP utdn kinyert peritonedlis makrofagok IL-10, IL-6 és
MIP-2 termelésére. A, WT és KO egerekbél CLP utdn 16 Gréval peritonedlis makrofagokat nyertiink ki. A sejteket 10%/ml
stirtiségben 96-lyuki lemezekre tettiik ki, és a jelzett ideig stimuldltuk 6ket IgG-vel burkolt FITC-cel jelolt E. coli-val, és
ELISA-val mértiik a vizsgélt citokinek mennyiségét. *P<0.05, **¥P<0.005 vs. A2A WT.

Jelentésége miatt a tovdbbiakban az IL-10 termelésre gyakorolt adenozin hatds mechanizmusdnak
feltardsara fokuszéltunk. Valds idejii PCR-rel, illetve a transzkripciot gatlé aktinomicin D-vel (5 pg/ml)
végzett vizsgalataink igazoltdk, hogy az adenozin IL-10 termelést fokoz6 hatdsa transzkripciés szinten
érvényesiil (19. abra). Ezt a megfigyelésiinket megerdsitették az IL-10 promoter aktivitdsdnak luciferaz assay-
vel torténd vizsgélatai, amelyekben azt kaptuk, hogy RAW 264.7 makrofag sejtekben az adenozin (100 uM)
erdsen megnovelte az E. coli-indukdlta IL-10 promoter aktivitist, és ezt az A,s receptorok erdltetett
expresszidja még tovabb fokozta (20. abra). Promoter mutdnsok segitségével azonositottuk az IL-10 promoter
5" végi régidjanak -438 és -376 kozotti pozicidjat, mint amelyik sziikséges az adenozin IL-10 termelésre
gyakorolt fokozé hatdsdnak kozvetitéséhez. Ebben a régidban két potencidlis C/EBP kotOhely taldlhatd, igy
ezeket a helyeket is mutdltattuk, és a luciferdz assay vizsgdlatok azt mutattdk, hogy a C/EBP konszenzus
helyek mutacidja kivédi az adenozin stimulatoros hatasét az E. coli indukalt promoter aktivitasra (21. abra). A
C/EBP szerepét az adenozin hatds kozvetitésében a C/EBP aktivitdssal végzett vizsgélataink igazoltak.
Luciferdz assay rendszert haszndlva azt tapasztaltuk, hogy az adenozin mintegy 2.5-szeresére noveli az E. coli
kivéltotta C/EBP aktivitast (22. dabra), mig EMSA (electrophoretic mobility shift assay) alkalmazasaval
kimutattuk, hogy az adenozin tovabb fokozza a C/EBP E. coli-indukéalt DNS kot6dését (23. abra). Tovéabbi
supershift és Western blot méréseink igazoltdk, hogy a makrofdgokban expresszdlédo két (B és &) C/EBP
izoforma koziil a C/EBP bir jelent6séggel az adenozin hatdsdnak kozvetitésében (24. abra). A C/EBP
hidnyaban a makrofagok képtelennek bizonyultak IL-10-et termelni (25. abra).
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19. abra: Az adenozin transzkripciondlis hatasa az IL-10 termelésre. Peritoneélis makrofdgokat 2 ordig elkezeltiink 5
pg/ml aktinomicin D-vel 100 pM adenozin és hdvel eldlt E. coli addsa el6tt. Az IL-10 mRNS koncentracigjat valds idejii
PCR-rel mértiik az E. coli és adenozin stimuldcié utdn 5 o6rdval nyert RNS felhaszndldsdval. Az IL-10 fehérje
mennyiségét a kezelés utdn Osszegyujtott feliiltiszobdl hataroztuk meg ELISA médszerrel. *P<0.05, ***P<0.001 vs. E.
coli egyediil, **P<0.005 vs. nem-stimulélt kontroll.
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20. abra: Az adenozin fokozza az IL-10 promoter luciferaz
aktivitasat E. coli-nak kitett RAW 264.7 makrofdgokban. Az
IL-10 promoter aktivitds méréséhez a sejteket tranziensen
transzfektaltuk egy IL-10 promoter-luciferdz  riporter
konstrukttal és egy A,y receptor expresszald (pAja-
citomegalovirus)  vagy kontroll (pRC-citomegalovirus)
plazmiddal. A sejteket E. colival kezeltik adenozin
jelenlétében vagy hidnydban 8 6rdig. *P<0.05 és ***P<0.001
vs. kontroll.
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21. abra: A C/EBP konszenzus szekvencia az IL-10

promoter 5’ végi -410/-385 helye kozott elsédleges
fontossdgl az adenozin stimuldtoros hatdsdhoz. RAW 264.7
sejteket az IL-10 promoter egy C/EBP konszenzus
mutdnsaval, ami egy pGL2B luciferdz riporter vektorba lett
beinzertdlva, transzfektaltunk. A transzfektalt sejteket E. coli-
val kezeltiik adenozin jelenlétében vagy hidnydban 8 érdig. A
luciferdz aktivitast a fehérje koncentracidéra normalizaltuk.
C/EBP MUT: mutans. *P<0.05, **P<0.005 vs. E. coli
egyediil, és ***P<(0.001 vs. kontroll.
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22. abra: Az adenozin noveli a C/EBPP aktivitdst E. coli-stimuldlt
makrofagokban. Az adenozin fokozza a C/EBP-luciferdz aktivitast E. coli-nak
kitett makrofdgokban. RAW 264.7 makrofdgokat transzfektdltunk C/EBP
(pC/EBP-luc)-hajtott luciferdz riporter vektorral vagy kontroll (pCIS-CK)
vektorral. A sejteket E. coli-val és adenozinnal (100 uM) kezeltiik 8 6ran at,
ami utdn a sejteket lizaltuk, és meghataroztuk a luciferdz aktivitdst. A luciferdz
aktivitds adatokat a fehérje mennyiségre normalizdltuk. *P<0.05 és **P<0.01
vs. kontroll.
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23. dbra: Az adenozin noveli az E. coli-indukélt C/EBPP DNS kotését. RAW
264.7 sejteket kezeltink hdvel elolt E. coli-val, vagy szimultin 100 uM
adenozinnal és hével elolt E. coli-val, és ezutdan 30, 60 és 90 perccel kivontuk a
nukledris fehérjéket. A nukledris fehérjék C/EBPP DNS kotését EMSA-val
mértilk. A felsé panel a gélen (alsé panel) megfigyelt komplexek intenzitdsdnak
denzitometrids analizisét mutatja (kontrollhoz mért novekedés).
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24. abra: A C/EBPJ elleni antitest kiemeli az adenozin/E. coli-indukdlt (60 percig) DNS-fehérje komplexet (A). A
supershift vizsgédlatokban a nukledris extraktumokat eléinkubédltuk C/EBPP és C/EBPJ antitestekkel a kotési reakcié elétt,
ésa komplexeket EMSA-val elvélasztottuk, és autoradiografidval l4thatéva tettiikk. Az adenozin noveli az E. coli-indukalt
C/EBPp fehérje felhalmozédast RAW 264.7 sejtek nukledris frakciéjdban (B), mig 6nmagédban nem hat (C). A citosz6likus
és nukledris fehérje kivonatokat 30 és 60 perccel az E. colival, vagy az E. coli-val plusz adenozinnal (100 uM) tortént
kezelés utdn 6sszegylijtottiik, és a C/EBPP expressziét Western blot-tal és autoradiogréfidval meghataroztuk.

Mivel mind a TLR ligandumok, mind
az adenozin képes aktivdlni a p38 és a
p42/44 MAP kindzokat, ezért vizsgaltuk
ezek szerepét is az dltalunk hasznalt
vizsgdlati rendszerben. Western blot és
farmakoldgiai vizsgélataink eredményei azt
mutattdk, hogy a p38 aktivicidja sziikséges
az adenozin és az E.coli IL-10 termelésre
gyakorolt szinergisztikus hatdsdhoz (26.
abra).
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25. abra: Az E. coli sem adenozin hidnydban, sem jelenlétében nem
tudta novelni a C/EBPP-hidnyos makrofdgok IL-10 termelését. A
C/EBPB WT és KO makrofdgokat E. coli vagy E. coli plusz adenozin
kezelésnek tettiik ki, és 5 ordaval a stimulacié utdn a feliiliszobodl
meghataroztuk az IL-10 termelést. ***P<0.001 vs. E coli.
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26. abra: Adenozin hatdsa a MAPK aktivaciora E. coli-val stimuldlt makrofdgokban. Az E. coli a p42/44 (A), az adenozin
a p38 MAPK (B) aktivitast noveli. Peritonedlis makrofagokat E. colival kezeltiink adenozin jelenlétében vagy hidnydban 5,
15 és 30 percig. A p42/44 és p38 MAPK aktivaciot az 5, 15 és 30 perces inkubécids periédusok végén gyiijtott citoszélikus
kivonatokbdl hatdroztuk meg az aktiv, dupldn foszforildlt p42/44, illetve az aktiv, dupldn foszforilalt p38 forma elleni
ellenanyagok felhaszndldsdval Western blot-tal. A sdvokat autoradiografidval mutattuk ki. A relativ denzitds értékeket a
kontrollhoz mért véltozasként dbrazoltuk. A p38, de nem a p42/44, gatldsa kivédi az adenozin stimuldtoros hatdsat az E.
coli-val kezelt makorfagok IL-10 termelésére (C). Peritonedlis makrofagokat el6kezeltiink 30 percig 5 uM SB203580-nal
(p38 gatld), vagy 30 uM PD98059-cel (p42/44 gitlé) 100 uM adenozin és hével eldlt E. coli addsa eldtt. Ot 6ra elteltével a
feliiltiszokat 6sszegytijtottiik és az IL-10 szinteket ELISA-val meghatdroztuk. ***P<0.001 vs. E coli egyediil. ###P<0.001
vs. 100 pM adenozin plusz E coli.
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27. abra: Adenozin receptor agonistak hatdsa a hiperglikémia kialakuldsira MLDS-kezelt egerekben. Az dllatokat
naponta kezeltikk az A, receptor agonista CCPA-val (0.1 mg/kg), az A; agonista IB-MECA-val (0.1 mg/kg), a
nem-szelektiv adenozin receptor agonista NECA-val (0.03 mg/kg), vagy az A, agonista CGS21680-nal (0.1
mg/kg). A diabétesz kivaltdsahoz az egereket 5 egymadst kdvetd napon oltottuk streptozotocinnal. Az agonista
kezelést az streptozotocin injekcié elsé napjan kezdtiik. A vércukorszintet az utolsé streptozotocin oltds utdni 0.,
7., 14. és 21. napon mértiik farokvénds vérbol. *P<0.05; **P< 0.01 vs. control

Mivel az adenozin receptorok aktivacidjanak a T sejtek miikodésére gyakorolt hatisa nagy
jelentdséggel birhat bizonyos autoimmun hattérrel rendelkezd betegségek patomechanizmusinak jobb
megismerésében, illetve megfeleld terdpia kidolgozasdban, ezért ilyen irdnyban is folytattunk vizsgélatokat.
Az egyes tipusu diabétesszel kapcsolatos vizsgalatainkban azt tapasztaltuk, hogy CD-1 egerekben a tobbszori
alacsony dozisu streptozotocin (MLDS) kezeléssel kivaltott hiperglikémiat a kisérlet sordn 14 napig naponta
adagolt A; agonista CCPA (0.1 mg/kg), Az agonista IB-MECA (0.1 mg/kg), vagy a nem-szelektiv agonista
NECA (0.03 mg/kg) jelentdsen csokkentette, mig az Aps agonista CGS21680 (0.1 mg/kg) nem befolyésolta
(27. abra). A legerdsebb gatlé hatdssal a NECA rendelkezett, mely hatdsat elsGsorban az A,p receptorokon
keresztiil fejtette ki, mivel az A, KO dllatokban ugyanugy hatott, mint a WT éllatokban, és hatdsat az Ajp
specifikus antagonista MRS1754 kivédte (28. abra). A patkdny (RIN-5F) és egér (MING) B-sejteken végzett
vizsgdlataink azt mutattdk, hogy az adenozin receptorok aktivaciéjanak e véd6 hatdsa nem egy kozvetlen [3-



sejt védo hatds eredménye, mivel ezeknek a sejteknek TNF-a, IL-1B, és IFNy kombindlt kezeléssel kivaltott
életképesség csokkenését a NECA (1 uM) nem védte ki (29. abra).
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28. abra: NECA hatasa az MLDS-indukalt hiperglikdmidra A,, KO egerekben (C), illetve A,p anatgonista MRS1754 (0.5
mg/kg, naponta kétszer) jelenlétében (D). A hiperglikémia kivaltdsa a kordbban leirtak szerint tértént. *P< 0.05; **P< 0.01
vs. control.

Ugyanakkor az MLDS-kezelt egerek hasnydlmirigyében a NECA kezelés csokkentette a TNF-o, MIP-
la, IL-12 és IFNYy proinflammatérikus citokinek mennyiségét (3. tablazat). Ezért vizsgédlatokat kezdtiink a
NECA potencidlis sejtes célpontjainak azonositdsdhoz. Ehhez 1épsejteket stimuldltunk TCR specifikus
aktivitor lemezhez kotott anti-CD3 és anti-CD28-cal (3 pug/ml és 1 pg/ml), vagy a Toll-like receptor 4
agonista LPS-szel (10 ug/ml). A NECA (100 nM) mindkét aktiviacié sordn gatolta a TNF-o, a MIP-1a és az
IFNY termelést (30. abra), ami arra utal, hogy a NECA mind a T sejtek, mind az antigén-prezentald sejtek
citokin termelését csokkenti.

Cytokine Vehicle NECA (0L01 mg/'kg) NECA (.03 mg/kg)
THF-o 1.45 * 0.33 0,74 * 0,1 2% 062 & 005+
MIP-10t 2ET X 0.9 2,01 £ 0.75 047 £ Q.02+
IL-12 (p40) 20.1 * A58 581 = 1.02 5.27 = 0.05*
IFMN-y 037 £0.13 0.06 £ 0.000% 0.09 £ 0.02%

3. tablazat: NECA hatdsa a proinflammatérikus medidtorok termelédésére MLDS-kezelt egerek hasnyalmirigyében. A
hasnydlmirigyeket 21 nappal az utols6 streptozotocin injekcié utdn vettik ki és hatdroztuk meg beldlik a
proinflammatdrikus citokinek mennyiségét. Az értékeket pg/mg fehérje mennyiségben adtuk meg. *P< 0.05, **P< 0.01 vs.
hordozoéval kezelt egerek.

Tovabbi vizsgadlatokban Thl és Th2 hibridéma sejteket stimuldltunk KLLH antigénnel, anti-CD3-mal és
LK35 B-limféma sejtekkel (antigén-prezentdld sejtek), €s mértiik ezeknek a sejteknek az IFNy és az 1L-4
termelését. A NECA erdsen gétolta a Thl sejtek IFNYy termelését, ugyanakkor kevésbé gatolta a Th2 sejtek IL-
4 termelését (31. abra).
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29. abra: A NECA nem védi ki a B-sejtek citokin-
indukalt sejthaldlat. RIN-5F és MING sejteket iiltettiink
ki 96-lyuku lemezre, 30 percig 1 uM NECA-val, majd
48 6rdn at IL-1B (0.02ug/ml), TNF-a (0.2 pg/ml) és
IFNYy (0.4 pg/ml) kombindcidjaval kezeltik Oket. A
sejtek életképességének meghatdrozasdhoz a feliiliszot
eltavolitottuk, és 200 ul/lyuk 1 mg/ml MTT oldattal 1
O0rdn 4t termosztitban inkubdltuk a sejteket. Az
inkubdciés id6 leteltével az MTT oldatot gondosan
eltavolitottuk, a sejteket pedig 100 yul DMSO-ban
feloldottuk és 550 nm-en mértiikk a fényelnyelést. A
csokkend abszorbancia értékek csokkend
életképességet jeleznek. **P< 0.01 vs. control.

A
— 1.5
E
o
(=
: 1 *'*
= :
=
0.5 il
1T
Gimkrol i HECH with MECHA
+ + o +
CDACo2s GO0 LPS LPS
B .
= 12
E
-Eh #'*
L=
o
=
o &k
% eoirel uEh NECH wEh MECA
c CDACDEA COACDEE LS Lo
40
E
o
=
*%
]
E 2 g
E
k]
710 il
= FrreieTy
=
0 - — -
oo weh NECA veh MECA
+ + + #
ChyChRe COACDed LPS LPS

30. abra: NECA hatdsa CD-1 egér 1épsejtek TNF-q,
MIP-1o0 és IFNy termelésére. Lépsejteket lemezhez
kotott anti-CD3-mal (3 pg/ml) és anti-CD28-cal (1
pg/ml), vagy 10 pg/ml LPS-szel (TLR4 agonista)
stimuldltunk NECA (100 nM) jelenlétében, vagy
hidnydban 24 O6rdig. A citokin szinteket ELISA-val
hatdroztuk meg az inkubdldsi periddus végén nyert
feliiltiszokbol. **P< 0.01 vs. vehicle.
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31. abra: NECA hatédsa a stimuldlt Thl hibridéma sejtvonal IFNy
(A), illetve a stimuldlt Th2 hibridéma sejtvonal IL-4 (B)
termelésére. A sejteket KLH-val (antigén), anti-CD3-mal, és LK35
B-limféma sejtekkel (antigén-prezentdlé sejtek) stimuldltuk 16-18
ordig NECA jelenlétében vagy hidnydban. A citokin szinteket a
feliiltisz6bdl hataroztuk meg ELISA-val. **P< 0.01.

Osszefoglalva, a projekt sordn szerzett adataink azt mutatjik, hogy az A,4 receptor aktivaciénak erds
gatld hatdsa van mind a Thl, mind a Th2 sejtekre a limfocita aktivacié korai és késdi szakasza sordn.
Tovéabba, az A,a receptorok fontos szerepet jatszanak az antigén-prezentdlds sejtek miikodésének, elsdsorban
citokin termelésiik befolydsoldsaban, ezen keresztiil pedig a T sejtek milkodésének szabdlyozdsiban. Az
adenozin T limfocita miikodésre gyakorolt kozvetlen és/vagy kozvetett hatdsanak pedig nagy jelentdsége lehet
autoimmun hatteri betegségek patomechanizmusidnak megismerésében, és eziltal 4j terdpids megkozelitések
kifejlesztésében.
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