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SANTRAUKA 

 

Lietuvos Sveikatos Mokslų Universiteto (LSMU), farmacijos fakulteto, V kurso, 1-mos 

grupės studento, Jono Salio magistro baigiamasis darbas: „Hipoksijos poveikis adenozino receptorių 

genų raiškai ţiurkės plaučių kraujagyslių endotelio ląstelėse ir adenozino receptorių agonistų poveikis 

ląstelių proliferacijai“. Moksliniai vadovai: Prof. dr. Hiliaras Rodovičius LSMU, Farmacijos Fakulteto, 

Vaistų Chemijos Katedra – Kaunas. Prof. dr. Laima Tarasevičienė – Stewart, Kolorado Universiteto, 

Medicinos Fakulteto, Pulmonologijos Mokslų ir Intensyvios Terapijos Skyrius - Denveris.  

Raktiniai ţodţiai: adenozino receptoriai, plaučių endotelio ląstelės, hipoksija. 

Darbo tikslas: Nustatyti adenozino receptorių (AR) genų raišką (informacinės RNR lygyje) 

plaučių kraujagyslių endotelio ląstelėse ir ţiurkės plaučiuose, jų pokyčius esant hipoksijai, įvertinti AR 

poveikį endotelio ląstelių proliferacijai.  

Darbo uţdaviniai: 1) Ištirti ţiurkės plaučių smulkių kraujagyslių endotelio (PSKE) ir ţiurkės 

plaučių arterijos endotelio (PAE) AR genų raišką, veikiant hipoksijai. 2) Nustatyti AR agonistų 

poveikį PSKE ląstelių proliferacijai. 3) Nustatyti AR genų raiškos pokyčius ţiurkės plaučiuose esant 

hipoksijai. 4) Nustatyti adenozino receptorių A3 (A3R) pasiskirstymą plaučių arterinės hipertenzijos 

(PAH) paciento plaučių mėginyje, taikant imunohistocheminį tyrimą. 

Darbo metodai: genų raiška nustatyta taikant kiekybinę tikro laiko polimerazės grandininę 

reakciją (KTL-PGR) naudojant “Taqman®” pradmenis ir zondus adenozino receptoriams. Ląstelių 

proliferacija įvertinta tričiu ţymėto timidino (
3
H-timidino) įjungimu į ląstelių DNR. A3R 

pasiskirstymas PAH paciento plaučiuose įvertinamas, taikant imunohistocheminį tyrimą.  

Tyrimo rezultatai: PSKE ląstelėse rasta adenozino receptorių A2B ir A3R. Hipoksijos 

aplinkoje A2BR genų raiška padidėjo 1,9 kartus po 24 val., 5,3 karto po 40 val. A3R genų raiška 

sumaţėjo 1,8 karto po 24 val., 6,2 karto po 40 valandų. PAE ląstelėse rasta AR: A1, A2AR ir A2BR. 

Hipoksijos aplinkoje A1R genų raiška padidėjo 2,5 karto po 40 val. A2AR genų raiška padidėjo 1,9 

karto po 24 val., o po 40 val 2,2 karto.  A2BR genų raiška padidėjo 2,7 karto po 24 val., išliko 2,7 

karto  padidėjusi po 40 val. Paveikus PSKE ląsteles A3R agonistu HEMADO 10
-7

 M koncentracija, 

proliferacija padidėjo 1,5 karto. Veikiant ląsteles AR agonistu NECA 10
-8

 M koncentracija, 

proliferacija padidėjo 1,5 karto. Esant hipoksijai ţiurkės plaučių A1R genų raiška padidėjo 2,5 karto 

po 3 d., 3,1 karto po 7 d. ir 2,1 karto po 21 d.  

Išvados : AR genų raiška PSKE ir PAE ląstelėse skiriasi. Hipoksija padidina daugelio AR 

genų raišką endotelio ląstelėse, išskyrus A3R. Hipoksija padidina A1R genų raišką ţiurkės plaučiuose, 

esant hipoksijai. Imunohistocheminių tyrimų metu A3R aptinkamas plaučių kraujagyslių okliuzijos 

vietose.  
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SUMMARY 

 

Master thesis of Lithuanian University of Health Science (LHSU), School of Pharmacy, 5
th

 

year, 1
st
 group student Jonas Salys: “Hypoxia effects of adenosine receptors expression in rat 

pulmonary endothelial cells and influence of adenosine receptors agonists to endothelial cell 

proliferation”. Mentors: prof. dr. Hiliaras Rodovičius – LHSU, School of Pharmacy, Department of 

Drug Chemistry– Kaunas, Prof. dr. Laima Tarasevičienė - University of Colorado Denver, School of 

Medicine, Pulmonary Sciences and Critical Care Medicine – Denver, Colorado USA.  

Keywords: adenosine receptors, pulmonary endothelial cells, cell proliferation, hypoxia.   

Aims: Determine adenosine receptors (AR) gene expression in rat pulmonary microvascular 

endothelial cells (RPMVEC), rat pulmonary artery endothelial cells (RPAEC) and rat lungs during 

hypoxic conditions. Evaluate effects of adenosine receptors agonist to PRMVEC proliferation.   

Objectives: 1) Identify AR in RPMVEC and RPAEC. 2) Evaluate AR changes in RPMVEC 

and RPAEC during hypoxic conditions. 3) Determine adenosine receptors expression in rat lungs 

exposed to chronic hypoxia. 4) Perform immunohistochemical staining of A3R on a lung section from 

patient with pulmonary arterial hypertension (PAH). 

Methods: Adenosine receptors gene expression was determined by quantitative real time 

polymerase chain reaction (qRT-PCR) assay using “TaqMan®” primers. Cell proliferation was 

determined using a tritium labeled thymidine (
3
H-thymidine) assay. Immunohistochemistry was 

performed on paraffin embedded lung tissue sections. 

Results: RPMVEC express A2BR and A3R. During hypoxic conditions A2BR was 

upregulated 1,9-fold after 24 h. and 5,3-fold after 40 h. A3R was downregulated 1,8- fold after 24 h. 

and 6,2-fold after 40 h. RPAEC express A1R, A2AR and A2BR. During hypoxic conditions A1R 

expression was increased 2,5-fold after 40h. A2AR was upregulated 1,9-fold after 24h and 2,2-fold 

after 40h. A2BR expression was increased 2,7-fold after 24 h. and 40 h. of hypoxic exposure. The A3R 

agonist HEMADO treatment for 24 h. at the concentration of 10
-7 

M, increased RPMVEC proliferation 

1,5-fold. AR expression of mRNA was also evaluated in the whole lung tissue extract from rats 

exposed to chronic hypoxia. There was a 2,5-fold increase of A1R expression after 3 days, 3,1-fold 

after 7 days and 2,1-fold after 21 days if hypoxic exposure. Imunohistochemical staining revealed 

selective binding of A3R antibody to vascular lesions sites in lung sections from patient with PAH.   

Conclusion: AR gene expression is different in RPMVEC and RPAEC. Hypoxia upregulated   

A1R, A2AR and A2BR expression in RPAEC while A3R expression in RPMVEC was 

downreagulated. Hypoxia increases an A1R gene expression in rat lungs. Immunohistochemical 

staining revealed an A3R expression in vascular lesions from patients with severe PAH.  
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1. SANTRUMPOS 

 

A1R- adenozino receptorius A1 

A2AR- adenozino receptorius A2 

A2BR- adenozino receptorius A2B 

A3R- adenozino receptorius A3 

PSKE- plaučių smulkių kraujagyslių endotelio ląstelės  

PAE- plaučių arterijos endotelio ląstelės  

PAH- plaučių arterinė hipertenzija 

iRNR- informacinė ribonukleorūgštis  

DNR- deoksiribonukleorūgštis   

ADA- adenozino deaminazė 

AR- adenozino receptoriai 

ATP- adenozintrifosfatas  

ADP- adenozindifosfatas 

cAMP- ciklinis adenozino monofosfatas 

AC- adenilatciklazė 

GBSR- Su G baltymu susieti receptoriai  

FVS- fetalinis veršelio serumas 

KTL-PGR- kiekybinė tikro laiko polimerazės grandininė reakcija 

MAPK- mitogenų aktyvuotos baltymų kinazės  

PSVT - paroksizminė supraventrikulinė tachikardija  

NECA- 5'-N-etilkarboksiamidoadenozinas neselektyvus adenozino receptorių agonistas 

CPA- N-ciklopentiladenozinas selektyvus A1R agonistas 

HEMADO- 2-(1-heksinil-N-metiladenozinas) selektyvus A3R agonistas 

CV1808- 2-fenilaminoadenozinas selektyvus A2AR ir A2BR agonistas 

SPM- nustatytas beta dalelių skaičius per minutę  

V/V – veikimo vienetai 

PBS - fosfatinio buferio druskų tirpalas 
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2. ĮVADAS 

 

Adenozinas - purino nukleozidas, kuris dalyvauja daugelyje ţmogaus biocheminių procesų. 

Be to, jis yra daugelio molekulių pagrindas, pvz.: adenozino trifosfato (ATP), adenozino difosfato 

(ADP) ir kt. Farmakologiniu poţiūriu adenozinui būdingas skirtingas giminingumas ir gebėjimas 

aktyvuoti   keturis adenozino receptorius (AR). Adenozino receptoriai yra susijungę su skirtingais G-

baltymais. Fiziologinis adenozino receptorių efektas ir signalo perdavimas priklauso nuo G-baltymo 

tipo. 

Adenozinas ilgą laiką buvo ţinomas kaip vazodilatatorius.  Šis purino nukleozidas vartojamas 

diagnostikai ir terapijai, gydant paroksizminę supraventrikulinę tachikardiją (PSVT) [1-3]. Remiantis 

adenozino vazodilatacinėmis savybėmis, atlikti klinikiniai tyrimai, kuriuose nustatyta  galima nauda 

gydant plaučių arterinę hipertenziją (PAH). Pastebėtas statistiškai patikimas plaučių kraujagyslių 

pasipriešinimo sumaţėjimas ir minimalūs pokyčiai sisteminei kraujotakai. Kadangi adenozino skilimo 

pusperiodis yra labai trumpas, teigiami rezultatai skatina susidomėjimą naujų ilgo veikimo adenozino 

analogų kūrimu bei jų terapiniu pritaikymu [4-6].  Atlikti tyrimai rodo, kad adenozino signalų 

perdavimo mechanizmai gali būti pakitę sergant plaučių arterine hipertenzija. Taip pat manoma, kad  

adenozino signalų perdavimo būdai dalyvauja ligos patogenezėje [7, 8]. Neaišku, ar adenozino signalo 

perdavimo pokyčiai yra PAH ligos prieţastis. Remiantis atliktų tyrimų  duomenimis pastebėta, kad 

adenozino koncentracija kraujyje yra maţesnė sergančiųjų PAH [9].  

PAH kraujagyslių disfunkcija yra susijusi su lygiųjų raumenų ląstelių proliferacijos pokyčiais, 

tačiau negalima atmesti endotelio ląstelių vaidmens ligos patogenezei. PAH pacientų plaučių 

kraujagyslių paţaidos vietose matomas arterijų spindţio susiaurėjimas dėl endotelio hiperproliferacijos 

[10]. 

Remiantis tyrimų duomenimis pastebėta, kad plaučių arterijos endotelio ląstelės (PAE) ir 

plaučių smulkių kraujagyslių endotelio (PSKE) ląstelės skiriasi, tačiau skirtumų tarp šių ląstelių tipų 

atsiţvelgiant į adenozino receptorių pokyčius nenustatyta nei genų raiškos, nei baltymų lygiu. Šis 

darbas skirtas nustatyti adenozino receptorių genų raišką (iRNR lygiu) skirtingose plaučių endotelio 

ląstelėse, jų pokyčius esant hipoksijai ir endotelio ląstelių proliferacijos pokyčius veikiant specifiniais 

AR agonistais. Taip pat nustatyti AR genų raiškos pokyčius ţiurkių plaučiuose, esant hipoksijai. Genų 

raiškos pokyčiams nustatyti pasirinkta kiekybinė tikro laiko polimerazės grandininė reakcija (KTL-

PGR) naudojant „TaqMan®“ pradmenis ir zondus. Pasirinkta genų raiškos nustatymo sistema 

pasiţymi specifiškumu ir tikslumu lyginant su ilgą laiką naudota SYBR ţaliojo daţo sistema [11]. 

Nustačius AR genų raiškos pokyčius (iRNR transkriptų lygyje) ţiurkės plaučių endotelio ląstelėse ir 
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ţiurkių plaučiuose, galima toliau tirti AR pokyčius baltymo lygiu. Taip pat tirti receptorių veikimo 

mechanizmus bei galimą vaidmenį PAH ligos patogenezei.  

Darbo tikslas: Nustatyti adenozino receptorių genų raišką (iRNR lygiu) ţiurkės plaučių 

kraujagyslių endotelio ląstelėse ir ţiurkės plaučiuose, jų pokyčius esant hipoksijai, įvertinti AR poveikį 

endotelio ląstelių proliferacijai.  

 

Uţdaviniai: 

1. Nustatyti AR genų raišką PSKE ir PAE ląstelėse. 

2. Nustatyti AR genų raišką PSKE ir PAE ląstelėse hipoksijos metu. 

3. Nustatyti AR agonistų įtaką PSKE ląstelių proliferacijai. 

4. Nustatyti AR genų raišką ţiurkės plaučiuose hipoksijos metu. 

5. Atlikti imunohistocheminį tyrimą PAH paciento plaučių mėginiui. 

 

 

3. LITERATŪROS APŢVALGA 

 

3.1. Su G-baltymu susieti receptoriai 

 

Su G baltymu susieti receptoriai (GBSR) yra didţiausia membraninių baltymų šeima ţmogaus 

genome, tai turtingiausias vaistų taikinių šaltinis vaistų kūrėjams. Ligandus šiems receptoriams sudaro 

kvapai, feromonai, šviesai jautrūs junginiai, hormonai, neurotransmiteriai ir kt. Ligandų dydis gali 

skirtis nuo maţos molekulinės masės junginių iki peptidų ar baltymų [12].  GBSR yra susiję su 

daugeliu ligų. Manoma, kad apie 50-60% dabartinių vaistų veikia GBSR [13]. Dėl didelio receptorių 

skaičiaus daugeliui GBSR ligandai ir funkcija dar nenustatyti.  

Receptoriaus idėja kilo XIXa. pradţioje Paului Erlichui, kuris pasiūlė gretutinės grandinės 

teoriją  (Corpora non agunt nisi fixata (vaistai neveikia, jei jie neprisijungia)). Šiuo teiginiu jis bandė 

paaiškinti antigenų jungimąsi prie ląstelių. 1905 metais John Langley ir jo studentas Thomas Elliot 

tirdami simpatinį nervinių impulsų perdavimą, sukūrė imlios medţiagos (angl. receptive substance) 

teoriją. Po 6 metų Earl Sutherland atrando ciklinį adenozino monofosfatą (cAMP) ir adenilatciklazę 

(AC). cAMP atradimas labai svarbus ţingsnis, atrandant GBSR, nes cAMP yra vienas iš pagrindinių 

signalo nešiklių. Vykdant tolimesnius tyrimus buvo pastebėta, kad hormonų receptoriai aktyvuoja  AC. 

Vykdant tolimesnius tyrimus Alfred G. Gilman ir Martin Rodbell tyrėjų grupės suformuoja G baltymo 

veikimo principą. 1986 metais, atsiradus rekombinantinės DNR technologijoms, Robert Lefkowitz 

klonavo pirmąjį GBSR [14].  1987 metais buvo nustatyta beta 2 adrenerginio receptoriaus baltymo 



11 

 

seka [15]. Tolesnis darbas nustatant tikslesnę struktūrą ir transmembraninius domenus, buvo atliktas 

Richard Dixon, Brian Kobilka ir kitų grupių [16].  2012 metais Robert Leftkowitz ir Brian Kobilka 

buvo nominuoti Nobelio premijai uţ savo darbus GBSR srityje [17]. Adenozino receptoriai taip pat 

priklauso GBSR ir atlieka svarbų vaidmenį ţmogaus biocheminiuose procesuose.   

 

3.2 Adenozino receptoriai 

 

Fiziologinis adenozino efektas buvo pastebėtas maţdaug prieš 80 metų, tiriant gyvūnų audinių 

ekstraktus. Injekavus šiuos ekstraktus laboratoriniams gyvūnams pastebėti širdies ritmo sutrikimai 

[18]. Tolimesniais tyrimais nustatyta, kad veiklioji medţiaga ekstraktuose - adenozinas. Analizuojant 

adenozino ir jo inhibitorių poveikį smegenims, Albert Sattin ir Theodor Rall 1970 metais padarė 

išvadą: adenozinui yra specifiniai receptoriai, kurie susiję su cAMP sinteze, o metilksantinai veikia 

kaip antagonistai.  Atlikus farmakologinę analizę nustatyti du adenozino receptorių tipai: A1R ir A2R. 

Ilgą laiką manyta, kad A2R yra vienas receptorius. Atlikus išsamesnes studijas nustatyti du A2R 

receptoriai, kurie susieti su Gs baltymu: A2AR ir A2BR. Paskutinis receptorius atrastas AR grupėje 

buvo A3R, tačiau neabejojama jo svarba įvairiuose fiziologiniuos procesuose. Klonavus visus 

receptorius pastebėta, kad jie priklauso vienai didelei 7-transmembraninių receptorių šeimai, kur 7 

hidrofobiniai fragmentai pereina membraną.  

 

3.2.1. A1 receptorius 

 

A1R charakterizuojamas kaip glikoproteinas, kurio molekulinė masė, esant monomerinei 

formai 35-36 kD. Receptorius yra susijęs su keletu G-baltymų, kurių pagrindiniai yra Gi (pertusi 

toksinui jautrūs) baltymai, sąlygojantys pagrindinį signalo perdavimą, per antrinę signalo perdavimo 

molekulę cAMP. Veikiant Gi baltymą slopinama AC, sumaţėja cAMP kiekis. Signalo perdavime taip 

pat dalyvauja fosfolipazė C, K
+
 kanalai, Ca

2+
 kanalai. Aktyvavus fosfolipazę C, padidėja 

inositoltrifosfato kiekis ir diacilglicerolio kiekis, kurie toliau veikia į kitas baltymų signalų perdavimo 

sistemas[19].  

Neseniai pastebėta, kad baltymas egzistuoja ne tik monomerinėje formoje. Atrasti 

homodimerai ir heterodimerai su dopamino ir kitais purinerginiais (A2AR, P2Y1, P2Y2) receptoriais 

[20-22]. A1R aptinkamas daugelyje organų. Didelė raiška smegenyse (ţievėje ir smegenėlėse), 

hipokampe, nugaros smegenyse, akyse, antinksčio liaukose, prieširdyje [23]. Vidutinė raiška kitose 

smegenų dalyse, skersaruoţiuose raumenyse, kepenyse, inkstuose, riebaliniame audinyje, seilių 

liaukose, stemplėje, storojoje ţarnoje, sėklidėse. Maţa raiška plaučiuose, bronchuose, kasoje. 
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Receptorius pasiţymi traukulius slopinančiu, raminančiu, neuroprotekciniu poveikiu. Apsauginis  

poveikis pasireiškia, esant išeminės reperfuzijos paţeidimo atvejais daugeliui organų: širdţiai, 

inkstams, plaučiams, kepenims [24-28].  

 A1AR veikimo mechanizmų nustatymui, išvestos šio geno nokauto pelės.  A1R nokauto 

pelių fenotipas: normalus svoris, kraujo spaudimas, širdies susitraukimo daţnis, kūno temperatūra, bet 

padidėjusi baimė [29].  Epilepsijos tyrimuose, mechaniškai paţeidţiant smegenis, A1R nokauto 

pelėms buvo sukeliama epilepsija. Šiame tyrime A1R nokauto pelės pasiţymėjo padidėjusiomis 

konvulsijomis ir uţsitęsusiu status epilepticus, lyginant su kontroline grupe (turi A1R) [30]. 

Apsauginis poveikis pastebimas inkstų išemijos atveju.  A1AR geno panaikinimas padidina išeminį 

inkstų paţeidimą. Manoma, kad aktyvavus A1R galima pagerinti išeminių ligų eigą in vivo [27]. 

Adenozino deaminazės (ADA) nokauto pelės pasiţymėjo didesne A1R genų raiška alveolių 

makrofaguose. Atlikus dvigubą - A1R ir ADA genų nokautą,  atsiranda plaučių uţdegiminiai procesai, 

plaučių gleivinės metaplazija ir alveolių destrukcija. Šie pokyčiai siejami su padidėjusiu, Th2 limfocitų 

išskiriamų, citokinų: IL-4, IL-13, chemokinų ir matricos metaloproteazių kiekiu [31].   

 

3.2.2. A2A receptorius 

 

 A2AR yra 45 kDa masės baltymas. Ţmogaus ir pelės receptorius koduojanti seka sutampa 

82,9%, o ţiurkės ir pelės 94,6%. Genas randamas ţmogaus 22-oje chromosomoje. Yra ţinoma, kad  

A2AR kaip ir A1R gali suformuoti homodimerus bei heterodimerus su dopamino ir kanabinoidiniais 

receptoriais (D2, CB1, CB1-D2, D3) [32-35].  Priešingai nei  A1 ir A3 receptoriai, A2AR  yra 

susijungęs su Gs baltymais. Signalo perdavimas vyksta  aktyvuojant AC, padidėja  cAMP kiekis, kuris 

dalyvauja tolimesniame signalų perdavime. Taip pat manoma, kad aktyvavus A2AR, aktyvuojamas 

mitogenų aktyvuotų baltymų kinazių (MAPK) signalo perdavimo kelias.  

 Receptorius aptinkamas daugelyje organizmo ląstelių. Didelė jo raiška bluţnyje, uţkrūčio 

liaukoje, leukocituose  (limfocituose ir granuliocituose), trombocituose, gama amino sviesto rūgšties 

moduliuojamuose neuronuose, uoslės svogūnėliuose [36]. Vidutinė raiška širdyje, plaučiuose,  

kraujagyslėse, periferiniuose nervuose [37]. Maţa raiška – smegenyse. A2AR vaidina svarbų vaidmenį 

moduliuojant  vazodilataciją ir uţdegimą. Vazodilatacinės savybės pritaikomos praktikoje. Uţdegimo 

slopinimas - vienas iš pagrindinių efektų, kuriuos galima pasiekti, aktyvavus A2AR limfocituose ir 

granuliocituose [38]. Aktyvavus A2AR slopinama smegenų veikla, moduliuojant gama amino sviesto 

rūgšties (GASR) apykaitą bei neigiamai reguliuojant dopaminerginę sistemą, sukeliamas 

antipsichotinis poveikis [39].  

Pirmą kartą A2AR nokautas buvo atliktas naudojant CD1 rūšies peles [40]. A2AR geno 

neturinčiose pelėse, kofeinas, kuris stimuliuoja smegenų veiklą ir skatina tiriamąsias savybes, 
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pasiţymėjo depresiniu poveikiu. A2AR nokauto pelės pasiţymėjo didesniu bailumu, atliekant baimės 

testą, o patinai buvo agresyvesni įsibrovėliams [40]. Naudojant A2AR nokauto peles, įrodomas 

receptoriaus vaidmuo organizmo funkcijų reguliavime. Veikiant A2AR agonistais A2AR nokautų 

peles, nepastebima vazodilatacija. Inkstų išemijos atveju, veikiant agonistu ATL16e, nepastebimas 

apsauginis poveikis, A2AR chimerinėms pelėms, kurioms A2AR panaikintas kaulų čiulpų ląstelėse. 

Apsauginis poveikis aiškinamas padidėjusia prouţdegiminių citokinų  IL-6, IL-1β, TGF-β gamyba 

[41]. A2AR panaikinimas pasiţymi apsauginiu veikimu esant epilepsijai. A2A nokauto pelėse 

indukavus epilepsiją pentilentetrazoliu, buvo pastebėti sumaţėję paţeidimai limbinėje sistemoje, 

lyginant su kontroline grupe [42]. Parkinsono ligos modelyje, kur neuronų paţeidimai susiję su α- 

sinukleino mutacijomis, A2AR nokautai nepatyrė didensių neuronų paţeidimų ir visiškai išsaugojo 

dopaminergines sinapses. Šis eksperimentas paaiškina kofeino (adenozino receptorių antagonistas) 

apsaugines savybes Parkinsono ligos atveju [43]. Neseniai atlikti tyrimai parodė, kad A2AR 

nokautams hipoksijojos metu išsivysto PAH. Tačiau prieţastys ir mechanizmas nėra visiškai aiškūs 

[7].  

 

3.2.3. A2B receptorius 

 

  A2BR yra 36-37 kDa masės baltymas. Ţmogaus receptoriaus aminorūgščių seka 86-87% 

atitinka ţiurkės ir pelės aminorūgščių seką. Pelės ir ţiurkės aminorūgščių seka atitinka 96%. Lyginant 

su kitais adenozino receptoriais A1R ir A2AR, A2BR atitinka tik 45 % aminorūgščių sekos [44]. 

Ţmogaus A2BR randamas 17-oje chromosomoje. A2BR susijęs su Gs baltymais, signalą perduoda 

aktyvuojant AC, kuri padidina  cAMP kiekį. Taip pat A2BR yra susijungęs su Gq baltymais, kurie 

aktyvuoja  fosfolipazę C ir padidina  viduląstelinio kalcio kiekį. Tyrimai rodo, kad A2BR signalo 

perdavimas gali vykti aktyvuojant kinazes: ERK ½ , JNK ir p38. 

 Receptoriaus raiška organuose skiriasi. Didelė raiška būdinga: aklojoje ţarnoje, pūslėje, 

gaubtinėje ţarnoje; vidutinė - plaučiuose, kraujagyslėse, akyje, mastocituose; maţa raiška - 

riebaliniame audinyje, antinksčiuose, smegenyse, inkstuose, kepenyse, kiaušidėse, hipofizyje [45, 46]. 

A2BR vaidina svarbų vaidmenį uţdegiminiuose procesuose [47, 48]. 

A2BR yra indukuojamas hipoksijos.  Išaiškinta, kad padidėjusią A2BR genų raišką tiesiogiai 

lemia HIF-1 α tranksripcijos faktorius, kuris jungiasi prie A2BR geno promotoriaus regiono [49]. 

Pagrindiniai A2BR efektai siejami su prouţdegiminių citokinų IL-6, TNF-α gamybos slopinimu ir 

priešuţdegiminių citokinų IL-10 gamybos padidėjimu. Šis poveikis pastebėtas plaučių paţeidimo 

sindromo, kolito ir Krono ligos eksperimentiniuose modeliuose [50, 51]. Bleomicino sukeltos PAH 

modelyje, naudojant A2BR nokautines peles ar veikiant A2BR antagonistu, pastebėti teigiami 

pokyčiai, įvertinus plaučių arterijos slėgį ir plaučių morfologiją [8]. Viena A2BR terapinio pritaikymo 
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galimybių yra blokuojant A2BR sumaţinti uţdegiminius procesus. Atliktų tyrimų duomenimis 

pastebėta, kad A2BR agonistai pasiţymi apsauginiu poveikiu išeminės reperfuzijos atveju [52]. 

 

3.2.4. A3 receptorius 

 

A3R yra 36 kDa masės baltymas. Tik 74% ţiurkės A3R genų sekos atitinka ţmogaus A3R 

genų seką. Ţmogaus ir avies receptorių seka atitinka 85%.  Receptoriaus skirtumai tarp rūšių 

apsunkina AR agonistų ir antagonistų kūrimą. A3R yra sudarytas iš 318 aminorūgščių [53]. A3R  yra  

susijęs su Gi baltymais, kurie slopina adenilatciklazę ir maţina cAMP kiekį ląstelės viduje. Kitas 

signalo perdavimo būdas - fosfolipazės C aktyvavimas. Viduląstelinis  C-galo receptoriaus regionas 

turi keletą serino ir treonino liekanų, kurios yra potencialios fosforilinimo vietos. Aktyvavus receptorių 

šios vietos fosforilinamos ir receptorius įtraukiamas į ląstelės vidų.  Sumaţėjus receptoriaus kiekiui 

viršuląstelinėje dalyje, sumaţėja signalo perdavimas, tačiau veikiant agonistu ilgesnį laiką, 

viršuląstelinis receptoriaus kiekis atsistato. 

 Didelė receptoriaus raiška yra ţiurkės kiaušidėse ir mastocituose[46, 54]. Vidutinė 

receptoriaus raiška: ţmogaus smegenėlėse, hipokampe, avies plaučiuose bei bluţnyje. Maţa raiška: 

skydliaukėje, smegenyse, antinksčiuose, bluţnyje, kepenyse, inkstuose, ţmogaus kiaušidėse. Yra 

keletas nesutapimų atsiţvelgiant į A3R  raišką smegenyse. Naudojant in situ hibridizacijos modelį, 

nepavyko aptikti A3R, tačiau veikiant receptorių selektyviais agonistais bei taikant receptoriaus 

nokauto peles, įrodyta receptoriaus reikšmė smegenims [55]. Apsauginė funkcija, smegenų išemijos 

atveju, yra sudėtinga. Skirtingi agonistai, jų koncentracija, taip pat jų vartojimo laikas, tai faktoriai, 

kurie gali nulemti skirtingą efektą. Vartojant agonistus, prieš sukeliant smegenų išemiją, paţaida yra 

didesnė, tačiau aktyvuojant A3R po išemijos agonistai pasiţymi apsauginiu veikimu [56]. Fokalinės 

smegenų išemijos atveju didesnė smegenų paţaida yra A3R nokautų  pelėms [57]. A3R atlieką svarbų 

vaidmenį uţdegiminiuose procesuose ir išemijos atvejais. Keletas tyrimų rodo A3R apsaugę funkciją, 

esant širdies išeminei reperfuzijai. A3R dalyvauja keičiant kraujagyslių pralaidumą, sumaţina 

kardiomiocitų paţeidimus po miokardo infarkto [58-60]. Nepaisant maţos A3R genų raiškos širdyje, 

rezultatai pagrįsti A3R nokautų pelių modeliu [60].  

A3 receptoriaus raiška limfocituose reguliuoja citokinų išskyrimą, tokiu būdu daro įtaką 

uţdegiminiams procesams organizme. Nustatyta, kad A3R aktyvavimas pelių mastocituose, sukelia jų 

degranuliaciją, tačiau reikia atlikti daugiau tyrimų norint įrodyti receptoriaus reikšmę ţmonėms. 

Pastebėta, kad dvigubo nokauto pelės - A3R ir ADA pasiţymi daug maţesne eozinofilų infiltracija 

plaučiuose [61]. Tikslus mechanizmas sąlygojantis eozinofilų infiltraciją plaučiuose nėra ţinomas. 

Taip pat pastebėta, kad A3R aktyvavimas maţina monocitų išskiriamą TNF-α.  TNF-α  išskyrimo 
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slopinimas yra perspektyvus būdas gydyti reumatoidinį artritą [62]. Inkstų išemijos atveju A3R 

nokautuotos pelės įgyja daugiau paţeidimų [63]. A3R yra daţnai išreikštas vėţinėse ląstelėse. Atlikta 

daug studijų, kai veikiant A3R, sustabdomas vėţinių ląstelių augimas arba padidinamas jautrumas 

chemoterapijai [64-66].  

 

 

 

3.3. ADENOZINO RECEPTORIŲ AGONISTAI 

 

 

 

3.3.1. Adenozinas  

 

Adenozino terapiniam pritaikymui atliekami tyrimai daugelyje sričių: širdies išemijos, 

Parkinsono ligos, miego sutrikimų ir kt. Adenozinas ir dipiridamolis yra vieni iš pagrindinių širdies 

vainikinių kraujagyslių vazodilatatorių, kurie vartojami du dešimtmečius, po registracijos maisto ir 

vaistų agentūroje JAV 1990 metais. Adenozinas, firminiu pavadinimu „Adenocard“, vartojamas norint 

sustabdyti paroksizminę supraventrikulinę tachikardiją (PSVT). Kitas adenozino preparatas 

„Adenoscan“ yra farmakologinio streso agentas, kuris padidina vainikinių kraujagyslių pralaidumą, 

atliekant širdies scintiagrafiją su taliu-201 [67].  Daugelio kitų adenozino analogų klinikinių tyrimų 

rezultatai yra daug ţadantys, tačiau uţregistruota tik keletas naujų vaistų[68]. 

Adenozinas - tai natūraliai susidarantis AR agonistas, turintis trumpą gyvavimo pusperiodį 3–

6 s. Jis pasiţymi skirtingu giminingumu adenozino receptoriams. Didţiausias giminingumas A1R 

(ţmogaus) Ki: 100nM, tris kartus maţesnis A2AR (ţmogaus) Ki:310nM, panašus A3R (ţmogaus) 

Ki:290nM ir maţiausias giminingumas į A2BR (ţmogaus)  Ki:15000nM [69]. Metabolinis stabilumas 

riboja ilgesnį adenozino poveikį, tačiau greitas skilimas yra parankus gydant PSVT. Nepaisant greito 

metabolizmo, šalutinis poveikis neišvengiamas, nes adenozinas jungiasi neselektyviai prie keleto 

receptorių.  Šalutinis poveikis pasireiškia dusuliu, galvos, krūtinės skausmu ir kt [70].   

Uţdegiminių citokinų ir kraujagyslių endotelio augimo faktoriaus išsiskyrimas pacientams  

vartojantiems adenoziną, yra viena iš sričių, kurioje klinikinius tyrimus vykdo Vanderbilto 

universitetas [71]. Tyrimai laikinai sustabdyti. Kardioprotekcinis poveikis tiriamas Ottawos širdies 

institute. Nustatoma ar profilaktiškai vartojant adenoziną galima išvengti miokardo nekrozės, po 

kraujagyslių stenavimo. Neseniai tyrimas buvo sustabdytas [72]. Taip pat vykdomi klinikiniai tyrimai, 
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kuriuose adenozinas taikomas neuropatinio skausmo gydimui, jo veiksmingumas lyginamas su 

klonidinu [73]. 

 

3.3.2. A1 receptoriaus agonistai 

 

O

OH

OH

OH

N

N

N

N

NH

CH3

O

OH

OH

OH

N

N

N

N

NH

O

OH

OH

OH

N

N

N

N

NH

Cl

CPA CCPA

N

NH2

N

N

O

OH

S

N

S

Cl

Capadenoson

O

NH

OH

OH

N

N

N

N

NH

O

CH3

Selodenoson

O

OH

OH

OH

N

N

N

N

NH

O

Tecadenoson

O

OH

OH

OH

N

N

N

N

NH

OH

O OH

OH

N

N

N

N

NH

Cl

Cl

F

O

N N
CH3

CH3

CH3

GW493838

GR79236R-PIA

 

 

Norint padidinti selektyvumą A1R, pirmosios adenozino modifikacijos atliktos prie N6 amino 

grupės, įvedant  cikloalkanus ar aromatines fenilo liekanas. Šios modifikacijos suteikia junginiam 

atsparumą adenozino deaminazei (ADA) bei prailgina junginio gyvavimo pusperiodį [74]. Kuriant 

selektyvesnius ir veiksmingesnius agonistus, įvesti pakaitai 2-oje padėtyje ir atliktos modifikacijos 

ribozės liekanoje.  Vienas iš pirmųjų selektyvių A1R agonistų R-PIA, kuris turi pakaitus N6-oje 

padėtyje įvestą izopropilfenil liekaną, plačiai naudotas in vitro ir in vivo eksperimentuose [75]. 

Ciklopentilo įtraukimas N6-oje padėtyje suteikė selektyvumo A1R, o preparatas pavadintas CPA. 

Tolimesni pakeitimai vyko pakeičiant vandenilį chloru 2-oje padėtyje, sudarytas junginys CCPA, kuris 

pasiţymėjo 4 kartus padidėjusiu selektyvumu A1R ir 2 kartus geresniu giminingumu lyginant su CPA 

ir R-PIA [76]. Pastebėta, kad pasiekus 35µM koncentraciją CPA veikia kaip antagonistas ţmogaus 

A3AR [77]. Pirmasis A1R agonistas ne adenozino pagrindu buvo sukurtas Bayer kompanijos, tai 2-

amino-3,5-dicianopiridino darinys Capadenoson. 

Neseniai baigti klinikiniai tyrimai su Capadenoson, skirti stabilios krūtinės anginos gydymui. 

Atlikus fizinio krūvio testą, pastebėti teigiami pokyčiai, gydant su Capadenoson [78]. Kiti agonistai 

Seladenoson, Tecadenoson dalyvauja prieširdţių virpėjimo ir PSVT klinikinių tyrimų pirmoje ir 

antroje stadijose. Rezultatai rodo, kad jų efektyvumas prilygsta adenozinui. Taip pat jie pasiţymi 

2 pav. A1R agonistai  
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maţesniu šalutiniu poveikiu [79, 80]. Kiti klinikiniai tyrimai, skirti neuropatinio skausmo ir 

hiperlipidemijos gydymui, vartojant A1R agonistus  GW493838 ir GR79239, nutraukti.  

 

3.3.3. A2A receptoriaus agonistai 
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Po ilgų struktūros aktyvumo ryšio studijų buvo sukurti A2AR agonistai. Prieš surandant 

naujus ligandus, NECA buvo selektyviausias A2AR agonistas. Susintetinti adenozino analogai su 

antrinių aminų, tioeterių pakaitais 2-oje padėtyje, parodė padidėjusį selektyvumą A2AR.  CGS21680 

vienas iš plačiai naudojamų junginių, su 2-oje padėtyje esančiu paraetilkarboksifeniletilamino pakaitu 

ir alkiluronamido modifikacija esančia ribozės 5-oje padėtyje. Deja, CGS21680 stipriau veikia ţiurkės 

A2AR nei ţmogaus receptorių. Kuriant selektyvius ligandus adenozino receptoriams, verta atsiţvelgti į 

receptorių skirtumus tarp rūšių[81]. Toliau tobulinant agonistus  sukurtas  Apadenoson (ATL-146e), 

kuris penkis kartus efektyvesnis negu CGS21680. Pagrindiniai pakeitimai įvykdyti 2-oje 
 
padėtyje, 

įtraukiant 2-propin-1-il-cikloheksiankarboksilinės rūgšties metilo esterį, o modifikacijos ribozės 

liekanoje paliktos [82].   

Apadenoson pasiekė klinikinių tyrimų trečią stadiją, tiriant miokardo diagnostikos preparatus. 

Prieš vykdant tyrimus buvo tikimasi, kad vaistas bus gerai toleruojamas, saugus, neblokuos 

atrioventikulinio  mazgo bei nesukels bronchų spazmo [83]. Apadenoson pateisino tyrėjų viltis. Tačiau   

kol preparatas yra klinikinių tyrimų trečioje stadijoje, pirmasis selektyvus A2AR agonistas jau 

uţregistruotas maisto ir vaistų agentūroje JAV (angl. FDA). 2008 metais uţregistruotas pirmasis 

3 pav. A2AR agonistai 
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adenozino analogas Regadenoson (Lexiscan) skirtas vartoti kaip pagalbinis vazodilatacinis agentas 

atliekant miokardo diagnostiką. Regadenoson 2-oje 
 
padėtyje turi 4-(metilamino)karbonil-1H-pirazol-

1-il pakaitą, kuris padidina selektyvumą A2A receptoriui. Šis preparatas pasiţymi 10 kartų  maţesniu 

jungimusi su A1R, taip pat maţu jungimusi su A2BR ir A3R [84]. Regadenoson pasiţymi šiais 

farmakokinetiniais parametrais:  greita vaisto veikimo pradţia (pasiekiama maksimali vaisto 

koncentracija po 1-4 minučių) ir trumpas vaisto poveikis. Šalutiniai poveikiai lyginant su adenozinu, 

pasireiškia rečiau, pacientams sergantiems kvėpavimo takų ligomis. Šalutiniai poveikiai panaikinami, 

vartojant AR antagonistą aminofiliną [84-86]. Kiti klinikiniai tyrimai atliekami su UK-432097, 

sonedenoson, binodenson, tiraimos jų priešuţdegiminės savybės. Pastebėta, kad preparatai sukelia 

šalutinius poveikius: vazodilataciją, hipotenziją. Ateityje sukurtos selektyvios vaistų nunešimo 

technologijos galėtų išspręsti šią problemą [87]. 

 

3.3.4. A2B receptoriaus agonistai 

 

O

NH

OH

OH

N

N

N

N

NH

O

CH3

NH

O

O

NNH2

N N

O

S

NH2

O

BAY 60-6583

deoksi-1-{6-[N'-(furan-2-karbonil)-hidrazino] -9H-purin-9-yl} 

-N-etil-β-D-ribofuranuronamidas   

 

A2BR yra receptorius, kuris turi maţą giminingumą adenozinui. Ilgą laiką buvo sunku sukurti 

selektyvų A2BR agonistą. NECA buvo pats efektyviausias A2BR agonistas, EC50 siekė 140 nM. 

Nesenai susintetinti du nauji A2BR agonistai, kurie pasiţymi dideliu giminingumu receptoriui. Vienas 

iš jų yra adenozino struktūrą turintis deoksi-1-[6-[N′-(furan-2-karbonil)-hidrazino]-9H-purin-9-il]-N-

etil-β-D-ribofuranuronamidas, kuris priklauso 6-(heteroaril-karbonil)-hydrazino-NECA grupei, 

turinčiai  2-furil pakaitus [88]. Taip pat ne adenozino analogas BAY 60-6583 2-[6-amino-3,5-diciano-

4-[4-(ciklopropilmetoksi)fenol]piridin-2-ilsulfanil] yra vienas iš  2-aminopuridin -3,5- dikarbonitril 

junginių grupės, kuris tiriant su rekombinantiniais ţmogaus AR išreikštais kinų ţiurkėno kiaušidţių 

ląstelėse (CHO) pasiţymėjo selektyvumu A2BR. (EC50 >10000nM  A1R, A2AR, A3R, išskyrus EC50 -

3nM) [89]. Atliekant iki klinikinius tyrimus aterosklerozei gydyti, BAY 60-6583 pasiţymėjo kepenų 

4 pav. A2BR agonistai 
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transkripcijos faktoriaus SREBP-1 pokyčiais, kurie siejami su sumaţėjusiu bendru lipidų kiekiu 

kraujyje [90]. Rezultatai daug ţadantys, todėl ateityje bus pradėti klinikiniai tyrimai.  

 

3.3.4. A3 receptoriaus agonistai 
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A3R yra maţo giminingumo receptorius. Selektyvių ligandų dizainas šiam receptoriui 

pagrįstas hidrofobinių pakaitų įvedimu N6-oje ir 2-oje adenozino padėtyse. Taip pat atliekamos ir 

ribozės liekanos modifikacijos. Sudarius amidus, eterius 5-oje ribozės padėtyje, padidėja 

selektyvumas. Ilginant alkilo grandinę N6 padėtyje selektyvumas sumaţėja, o įvedant  ciklopentil, 

ciklobutil liekanas padidėja selektyvumas į A1R [91]. Įterpus maţas metil, oksimetil grupes N6 

padėtyje, selektyvumas padidėjo 10 kartų į ţmogaus A3R [92]. Įterpus 2-oje padėtyje ciano grupę 

giminingumas ir efektyvumas sumaţėjo, kai N6-oje padėtyje buvo įvesti 3-iodobenzil ir trans-2-fenil-

ciklopropil pakaitai. Tačiau 2-padėtyje įvedus ciano ir N6-oje padėtyje metilo grupes junginys veikia 

kaip A3R agonistas [93].  Modifikavus adenoziną įterpiant 3-iodobenzoil pakaitą N6-oje padėtyje, Cl  

2-oje padėtyje ir 5‟metilkarboksiamido grupe ribozės liekanoje gautas - Cl-IB-MECA. Cl-IB-MECA-  

A3R agonistas, kuris yra selektyvesnis ţiurkės, o ne ţmogaus A3R [94]. Cl-IB-MECA yra vienas iš 

pirmųjų selektyvių A3R agonistų, jis naudojamas daugelyje in vitro ir in vivo studijų. Sukurta ir 

naujesnių agonistų pvz.:  HEMADO, CF502 jie taip pat naudojami tyrimuose [95, 96]. 

 Keletas agonistų IB-MECA (CF101), Cl-IB-MECA (CF102) dalyvauja klinikiniuose 

tyrimuose kepenų vėţio, reumatoidinio artrito, psoriazių, sausų akių sindromo, giaukomos gydyme 

[97, 98, 99 , 100]. Naujas junginys MRS3558 (CF502) yra vienas iš efektyviausių A3R agonistų, 

5 pav. A3R agonistai 
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efektyvesnis uţ IB- MECA. MRS3558 preparato efektyvumas reumatoidinio artrito iki klinikiniuose 

tyrimuose vertinamas teigiamai [62].  

 

3.4. Adenozino receptorių antagonistai 
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Geriausiai ţinomi ne selektyvūs AR antagonistai yra kofeinas ir teofilinas. Kofeinas 

vartojamas jau keletą tūkstančių metų. Daugelis šiandien vartojamų gėrimų turi kofeino. Teofilinas yra 

kofeino metabolitas. Jis pradėtas vartoti kaip diuretikas nuo 1902 metų. Po 20 metų teofilinas pradėtas 

vartoti astmos gydyme. Nors kofeinas ir teofilinas yra AR antagonistai, tačiau jų giminingumas 

receptoriams yra maţas [101]. Sukurti antagonistai pasiţymintys didesniu giminingumu. Daţniausiai 

atliekamos modifikacijos 1-3-7 padėtyse. Taip pat surasti ne purino pagrindą turintys AR antagonistai.  

 

3.4.1. A1 receptoriaus antagonistai 
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Vienas pirmųjų A1R antagonistų – DPCPX, turi propilo pakaitus ksantino 1,3-oje padėtyse ir 

ciklofenilo 8-oje padėtyje [102]. DPCPX pasiţymi dideliu selektyvumu A1R, bet nedideliu 

antagonistiniu aktyvumu ţmogaus A1R. Atlikus  nedidelius pokyčius DPCPX, 8-oje padėtyje įvedant 

noradamanilo liekaną vietoj ciklopentilo, gautas Rolofylline (KW-3902). Šis antagonistas 

klinikiniuose tyrimuose skirtas pacientams, sergantiems širdies nepakankamumu. Pirmi rezultatai buvo 

daug ţadantys. Rolofylline (1,3-dipropil-8-(3-noradamantil)ksantinas) vartojamas intraveniniu būdu, 

pagerino ligos eigą. Taip pat pasiţymėjo apsauginiu poveikiu inkstams. Apsauginis mechanizmas 

6 pav. A1R antagonistai 
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paaiškinamas preparato vazodilatacinėmis savybėmis bei padidinta glomerulų filtracija [103, 104]. 

Tačiau atlikus „PROTECT-2“ klinikinius tyrimus, su didesne tiriamųjų  grupe, pirminiai duomenys 

nepatvirtinti.  

SLV320 yra selektyvus A1R antagonistas, kurio pagrindas yra 7-deazapurinas su N6-oje 

padėtyje esančiu pakaitu. Šis preparatas klinikiniuose tyrimuose skirtas pacientams, sergantiems 

širdies nepakankamumu. Antagonistas buvo vartojamas kaip papildoma priemonė skatinti natriurezę ir 

diurezę. Pradiniai duomenys yra teigiami. Tačiau norint įvertinti preparato efektyvumą reikėtų atlikti 

tyrimus su didesnėmis tiriamųjų grupėmis [105]. AR mechanizmų nustatymui taikoma positronų 

emisijos tomografiją, kur vartojamas A1R antagonistas 8-ciklopentil-1propil-3-(3-

[18F]fluoropropil)ksantinas [106].  

 

3.4.2. A2A receptorių antagonistai 
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Pirmieji A2AR antagonistai buvo kuriami keičiant ksantino pagrindą. Prijungti stirilo pakaitai 

8-oje padėtyje į ksantino pagrindą, pasiţymėjo A2AR antagonistinėmis savybėmis. Sukurta visa grupė 

junginių, iš kurių geriausi: Istradefylline ( KW-6002) , CSC, MSX-2, buvo vartojami daugelyje in vivo 

eksperimentų. Istradefylline pirmasis, kuris buvo išbandytas klinikiniuose tyrimuose Parkinsono ligai 

gydyti, tačiau jis neparodė didelio aktyvumo lyginant su klinikinėje praktikoje vartojamais 

dopaminerginiais vaistais [107, 108]. 

Tolesnės modifikacijos, kuriant A2AR antagonistus, atliktos prie ksantino pagrindo pridedant 

trečią ciklą ar įterpiant heterociklą. Sudaromos tokios junginių grupės: tiazolchinazolinai, 

triazoltriazinai, triazolpirimidinai, pirazolotriazolopirimidinai. Aktyviausi junginiai: CG15943, 

ZM241385, Vipadenant, SCH442416. Šių junginių efektyvumas Parkinsono ligos gydymui stebimas 

7 pav. A2AR antagonistai 
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klinikiniuose tyrimuose. Modifikuojant dopaminerginio signalo perdavimo kelius vaistais, netiesiogiai 

veikiančiais į dopamino receptorius, atveriami nauji keliai neurodegeneracinių ligų gydymui, kurių 

patogenezė susijusi su sutrikusia domapino apykaita (Alzheimerio, depresijos ir priklausomybių).  

 

3.4.3. A2B receptorių antagonistai 
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Pastebėta, kad 8-fenilksantino dariniai  turi A2BR antagonistinių savybių. Vienas iš pirmųjų 

A2BR antagonistų 8-fenilksantino junginys  MRS-1754, su p-cianoanilido pakaitu 8-oje ksantino 

padėtyje [109]. Tolimesni patobulinimai, p-cianoanilidą pakeitus į 5-fenil-1,2,4-oksadiazolą, sukurtas 

analogas CVT-5440. Tačiau šie pakeitimai sumaţina junginio tirpumą [110]. Kiti ksantinų serijos 

pakaitai CVT-6883 (GS-6021) su 8-oje padėtyje esančiu pakaitu 3-(trifluorometil)benzil)-1H-pirazol-

4-il pasiţymėjo geru giminingumu ir selektyvumu A2BR. Įvertinti CVT-6883 tinkamumą astmai 

gydyti, atliekami klinikiniai tyrimai. Pirmoje klinikinių tyrimų stadijoje preparatas yra gerai 

toleruojamas. Taip pat atliekami ir kitų A2BR antagonistų (ATL-844, LAS38096, OSIP339391, 

QAF805)  klinikiniai tyrimai astmai ir kitoms su uţdegimu susijusioms ligoms gydyti [111]. 
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3.4.4. A3 receptoriaus antagonistai  
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Modifikuojant ksantinų farmakoforą kol kas nepavyko rasti selektyvių A3R antagonistų. 

Tačiau modifikuojant 1,4-dihidropiridino, piridino, flavonų, chinazolino molekulių pagrindus 

pastebėta, kad junginiai pasiţymi antagonistinėmis savybėmis. Vienas iš pirmųjų A3R antagonistų 

MRS1523 [112]. Daugelis kitų junginių grupių taip pat pasiţymi selektyviu poveikiu  A3R, tačiau ne 

daug junginių dalyvauja klinikiniuos tyrimuose. Tikimasi, kad OT-7999 pasieks  glaukomos 

klinikinius tyrimus. Taip pat daug tikimasi iš tiazolo junginių, kurie pasiţymi antialerginėmis 

savybėmis [113]. 

 

3.5. Plaučių arterijos ir plaučių smulkių kraujagyslių endotelio ląstelės 

  

Kraujagyslių endotelio ląstelės dengia visus kraujo indus, taip tiesiogiai kontaktuodamos su 

krauju. Net maţiausi kapiliariai yra padengti endotelio ląstelėmis. Endotelis taip pat dengia ir 

limfagysles. Suaugusio ţmogaus kraujagyslių endotelis sudarytas maţdaug iš 6 × 10
13

 ląstelių, sveria 

apie 1 kg, ir dengia apytikriai 700 m
2
 [114]. Plaučių endotelio ląstelės atlieka keletą funkcijų: barjero, 

signalų perdavimo, pralaidumo, uţdegiminę, kraujo koaguliacijos, taip pat dalyvauja riebalų 

metabolizme. Šias funkcijas endotelis reguliuoja per ląstelės membranoje esančius receptorius, 

baltymus  (pvz.: augimo faktorius, koaguliacinius ir nekoaguliacinius baltymus), metabolitus  (pvz.: 

azoto oksidas ir seratoninas), hormonus  (pvz. endotelinas-1).  Taip pat svarbios specifinės ląstelių 

jungtys, kurios nulemia ląstelė – ląstelė ir ląstelė – matrica sąveikas.  

Plaučių endotelis yra didţiausias ţmogaus kūne. Taip pat pasižymi savo išskirtinumu 

lyginant su kitų kraujagyslių endoteliu. Plaučių arterijos ir plaučių smulkių kraujagyslių endotelis 

skiriasi, todėl būtina atsiţvelgti į šį faktą studijuojant su plaučių endoteliu susijusias ligas. Yra keletas 

faktorių, kurie skiria plaučių endotelio ląsteles, tai be abejonės keičia jo funkcijas, fiziologinį atsaką. 

Glikokaliksas yra svarbus plaučių endotelio ląstelių pralaidumui ir imuninės sistemos atsako 

reguliavimui [115]. Įrodyta, kad jis skiriasi tarp PAE ir PSKE ląstelių. Lektinų jungimosi eksperimente 
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išaiškinta, kad Griffonia simplicifolia lektinai jungiasi tik prie PSKE ląstelių, o lektinai iš  Helix 

pomatia jungiasi tik prie PAE ląstelių [116, 117].  Weibel-Palade kūnų, kurie kaupia  Von Willebrando 

faktorių  (susijęs su trombo formavimu) ir  P-selektiną  (susijęs su neutrofilų adhezija), nėra PSKE 

ląstelėse. Tačiau šiuos faktorius PSKE ląstelės sintetina ir išskiria, todėl manoma, kad jų reguliacija 

vyksta, pasitelkiant kitą mechanizmą [118]. Kraujagyslių pralaidumas yra skirtingas plaučių arterijoje 

ir smulkiosiose kraujagyslėse, todėl manoma, kad tai priklauso nuo skirtingų endotelio ląstelių. 

Stipresnis ląstelių jungčių sudarymas yra vienas iš faktorių, sąlygojančių kraujagyslių pralaidumą. 

PSKE ląstelės suformuoja stipresnes jungtis, lyginant su PAE ląstelėmis, tačiau tikslus jungčių 

formavimo mechanizmas nėra ţinomas [119]. Ca
2+

 signalų perdavimas yra svarbus faktorius, 

reguliuojant kraujo indų pralaidumą. Tapsigarginas yra seskviterpeninis lakotonas, kuris veikia 

slopindamas sarkoplazminio retikulo Ca
2+

 ATFazes ir padidina citozolinį kalcio kiekį. Po tapsigargino 

stimuliacijos, pastebėti Ca
2+

 pokyčiai PAE ląstelėse, o ne PSKE [119, 120].  Atlikus plaučių perfuziją 

in situ pastebėti skirtingi efektai, veikiant  tapsigarginu ir 4αphorbo12,13 didekanoatu (4αPDD). 

Paveikus tapsigarginu pastebėtas perivaskulinis skysčių kaupimasis prie didelių kraujo indų, tuo tarpu 

veikiant 4αPDD, sukeltas skysčių kaupimasis alveolėse. 4αPDD aktyvuoja baltymą, pereinamojo 

receptorių potencialo katijonų šeimo V narį 4 (TRPV4), kuris sukelia  PSKE ląstelėse pokyčius, 

sąlygojačius alveolių prisipildymą skysčiu [121, 122].  Kitas svarbus faktorius, kuris diferencijuoja 

plaučių endotelio ląstelių tipus, yra N-katherino ir aktyvuotos leukocitų adhezijos molekulės 

(ALCAM) raiška. PSKE ląstelėse šių molekulių raiška in vitro yra daug didesnė, lyginant su PAE 

ląstelių, tokie patys rezultatai pastebėti in situ. Šie baltymai siejami su stipresnių tarpląstelinių ryšių 

skirtumais tarp endotelio ląstelių [123]. Endotelio ląstelių proliferacija dar vienas svarbus faktorius 

palaikant barjerą. PSKE pasiţymi greitesne proliferacija lyginant su PAE ląstelėmis. PAE ląstelės 

sustoja daugintis panaikinus serumą iš augimo terpės, o PSKE ląstelės kurį laiką vis dar dauginasi. 

Padidėjęs proliferacijos potencialas paaiškinamas hiperfosforilintu (neaktyviu) retinobalstomos 

baltymu (Rb) PSKE ląstelėse. Rb yra vienas iš auglio supresorių, tuo tarpu PAE ląstelėse šis baltymas 

yra hipofosforilintas. Taip pat Ciklino D1 raiška didesnė PSKE ląstelėse. Ciklino D1 padidėjusi raiška 

yra daţnas reiškinys vėţinėse ląstelėse [124]. 

 

3.5.1. Hipoksijos poveikis plaučių endotelio ląstelėms 

 

Hipoksija – būsena, kai organizmas negauna reikiamo deguonies kiekio. Hipoksijos pavyzdys 

yra aukštumų efektas ţmogui, kuris sukelia aukštumų ligą - plaučių edemą, smegenų edemą, PAH. 

Ţmonės, kurie turi sutrikimų kardiopulmonarinėje sistemoje, turi padidėjusį polinkį susirgti pirmine 

plaučių arterijos hipertenzija. Hipoksija taip pat yra vienas iš faktorių, sukeliančių ūmų kvėpavimo 
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nepakankamumo sindromą ir išeminius paţeidimus [125]. Terapiniu poţiūriu yra sunku nuspręsti, 

kuriuos signalo perdavimo kelius reikėtų modifikuoti, norint atstatyti fiziologinius pakitimus ar juos 

slopinti.  

Plaučių endotelio ląstelių atsakas į hipoksiją yra neabejotinas. Hipoksija sąlygoja padidėjusį  

kraujagyslių endotelio augimo faktoriaus (VEGF) kiekį, kuris vaidina svarbų vaidmenį ląstelių 

diferenciacijoje ir proliferacijoje [126]. Manoma, kad tai yra vienas iš faktorių, kuris galimai sąlygoja 

PAH [127]. Hipoksija skatina uţdegiminių citokinų išsiskyrimą: TNF-α ir  IL-1β, kurie išskiriami iš 

plaučių arterijos audinio, tačiau jų išskyrimas gali būti uţslopintas uţblokavus  baltymų kinazę C 

[128]. Eritropoetinas glikobaltymas – hormonas, kuris reguliuoja eritrocitų gamybą ir adaptaciją prie 

hipoksinių sąlygų. Eritropoetino receptoriai, kuriuos veikia eritropoetinas, yra ne tik eritrocituose, bet 

ir plaučių endotelio ląstelėse. Ţmogaus plaučių endotelio ląstelės, esant hipoksijai, padidina 

eritropoetino receptoriau raišką. Jungiantis eritropoetinui stimuliuojama azoto oksido (NO) gamyba. 

Hipoksija sumaţina endotelio NO sintazę (eNOS) [129]. Taip pat padidėjęs su natriu susieto neutralių 

amino rūgščių nešiklio (SNAT1) kiekis plaučių endotelyje, esant hipoksijos sąlygoms, padidina  L-

citrulino (NO sintezės produktas) pernešimą į plaučių endotelį, kas gali įtakoti NO sintezę [130]. Taip 

pat pastebėta, kad hipoksija sumaţina angiotenziną konvertuojančio fermento (AKF) kiekį. PSKE 

ląstelėse hipoksija daugiau sumaţina AKF, nes jo yra daugiau normaliose sąlygose lyginant su PAE 

ląstelėmis. Tačiau angiotenzino konvertuojančio fermento kiekis ir aktyvumas esant hiposkaijai 

skiriasi tarp rūšių [131]. Pastebėta, kad PSKE ląstelės suformuoja stipresnį sluoksnį hipoksijos metu, 

dėl ras homologo geno šeimos kinazės A (RhoA) sumaţėjimo in vitro [132].  In vivo padidėjęs 

pralaidumas esant hipoksijai buvo sumaţintas, padidinus adenozino koncentraciją slopinant ADA (kuri 

yra indukuojama hipoksijos metu) [133]. Tai parodo, koks yra svarbus adenozino vaidmuo, esant 

hipoksijai.  

 

4. TYRIMO OBJEKTAS IR METODAI  

 

4.1. RNR išskyrimas 

 

RNR išskyrimui naudotas RNR gryninimo rinkinys - E.Z.N.A.® (Total RNA Kit I, Omega). 

RNR iš uţšaldytų audinių ar iš ląstelių lizatų išskirta naudojant kolonėlinį išskyrimo metodą  (Omega) 

paveikiant DNaze-1(Sigma Aldrich). Prieš atliekant išskyrimą pipetės ir darbo aplinka buvo paruošta, 

nuvalant RNaseZAP (Ambion) pašalinti RNazes ir DNazes dėl galimo mėginių uţteršimo. Naudojami 

pipečių antgaliai tik su filtrais skirti RNR ir DNR darbui.  

Ekstrakcijos procedūra vykdyta, kaip nurodyta protokole.  
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1. Ląstelės ar uţšaldytas audinys (plaučiai) paveikiami lizavimo buferiu.  

2. Mėginys homogenizuojamas išmaišant pipete (ląsteles) ar homogenizatorium (audinį). 

3. Pridedama vienodas kiekis etanolio (96-100%) ir mėginys sumaišomi vartant. 

4. Mėginys uţnešamas ant kolonėlės (HiBind® RNA), kuri įdedama į centrifugavimo mėgintuvėlį. 

Centrifuguojama 10,000 x g,  60 sekundţių, kambario temperatūroje. Nucentrifuguotas lizatas 

išpilamas.   

5. Mėginys plaunamas su plovimo buferiu I vieną kartą. Centrifuguojama 10,000 x g 60 s.  

6. Uţnešama DNazė-I tiesiai ant kolonėlės ir inkubuojama kambario temperatūroje 15 min.  

7. Plaunama kartą su plovimo buferiu I, kuris praskiestas su etanoliu. Centrifuguojama 10,000 x g 60 s. 

8. Plaunama du kartus su plovimo buferiu II, kuris paruoštas praskiedţiant etanoliu. Centrifuguojama 

10,000 x g 60 s. 

9. Išsausinama kolonėlė centrifuguojant 16,000 x g 120 s. 

10. Išskiriant RNA kolonėlė plaunama DEPC paveiktu vandeniu į švarų mėgintuvėlį 

 

4.2. RNR kokybės kontrolė 

 

RNR kokybė  ir kiekybė nustatyta spektrofotometru Nano drop.  260/280 nm absorbcijos pikų 

santykis buvo nuo 1.8 iki 2, kas nurodo pirminių priemaišų nebuvimą bei įvertina gautos RNR kiekį. 

Tolimesnė RNR analizė atlikta naudojant Agilent bioanalyzer 2100 – mikroskysčių technlogoijos  

pagrindu veikiančią kapiliarinę elektroforezę, kurios metu nustatoma RNR kokybė ir kiekybė. 

Atvirkštinei transkripcijai naudota RNR buvo ne ţemesnės kaip 8-10 RIN (RNR integralumo skaičius) 

reikšmės, tai nurodo gerą RNR kokybę.  

 

4.3. In vitro DNR sintezė panaudojant RNR matricą 

 

kDNR (komplementari DNR) pagaminta atlikus atvirkštinę transkripciją iš išskirtos RNR. 

Šiam metodui atlikti buvo naudojamas atvirkštinės transkripcijos rinkinys iš  Applied Biosystems. 1µg 

RNR buvo paimta atlikti reakciją. Prieš atliekant procedūrą stalas ir pipetės buvo nuvalyti naudojant 

RNaseZap (Ambion). Skiedimai atlikti naudojant vandenį be nukleazių. Naudoti antgaliai ir 

mėgintuvėliai skirti darbui su DNR ir RNR. 10X reakcijos buferio, 25X (100mM) dNTP mišinys, 10X 

atsitiktiniai  pradmenys, MultiScribe atvirkštinė transkriptazė (50 U/μl), RNazės slopikliai, RNR 

mėginys ir vanduo be nukleazių sumaišyti, kad reakcijos tūris atitiktų 100µl. Termocikleris nustatytas 

keturiems parametrams: 1 - 25
o
C 10 min., 2 - 37

o
C 120 min., 3- 85

o
C 5 min., 4 - 4

o
C. Paruošta kDNA 

laikyta 
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-20
o
C temperatūroje.   

 

4.4. Imunohistocheminis tyrimas  

 

Audiniai fiksuoti formaline ir suformuoti parafino blokai. Audinys supjaustomas mikrotomu 

5μM storiu ir uţnešamas ant stiklelio. Paliekamas per naktį esant  50
o
C temperatūrai, kad audinys 

prisitvirtintų. Toliau vykdoma mėginio deparafinizacija: naudojant tirpalus: Histo-clear (Thermo 

scientific), 100%, 90%, 70% koncentracijų etanolinius tirpalus. Toliau stikleliai įdedami į 0,01M 

citrato buferį, kaitinami mikrobangų krosnelėje 600W pajėgumu 5 min ir  400W pajėgumu 5 min.  

Paliekama atvėsti ir plaunama keturis kartus fosfatinio buferio druskų tirpalu (PBS).  Stiklelis su 

audiniu inkubuojamas per naktį esant 4
o
C, su antikūniu MBL:LS-A689 (polikloninis triušio antikūnas, 

prieš – ţmogaus antigeną) praskiesto su PBS iki 5µg/ml koncentracijos. Po inkubavimo stiklelis 

nuplaunamas su PBS, uţnešamas antrinis antikūnas iš rinkinio “Universal VECTASTAIN ABC®” 

(Vector Labs). Stikliukai išryškinti naudojant rinkinį “DAB substrate (Dako)”. Parafino blokai su 

ţmogaus mėginiu atitinka nacionalinio sveikatos instituto JAV reikalavimus. Informacija pateikiama 

tokiu būdu, kad paciento tapatybė nebūtų atskleista. 

 

4.5. Kiekybinė tikro laiko polimerazės grandininė reakcija 

 

 Genų raiška adenozino receptoriams nustatyta taikant kiekybinę tikro laiko polimerazės 

grandininę reakciją (KTL-PGR), naudojant “TaqMan®“ pradmenis ir zondus. Pasirinktas reakcijos 

mišinys „TaqMan Universal PCR master mix (AB)®“. Reakcijai atlikti naudotas termocikleris „ABI 

prism 7300“. Vienai reakcijai naudota 5 ng  kDNR, 20X pradmenų (galutinė 1X koncentracija 900 

nM), 20X zondo (galutinė 1X koncentracija 250nM), 2X reakcijos mišinio, bendras reakcijos tūris 

20µl. Termocikleris „ABI prism 7300“  nustatytas tokiems parametrams: išlaikyti 2min 50
o
C, 10 min 

95
o
C, tada pradėti 40 ciklų: 15 s 95

o
C, 1 min. 60

o
C. Lazeriai nustatyti FAM ir ROX spalvoms. Ciklų 

sulaikymo slenkstį automatiškai nustato programinė įrangą (Applied Biosystems).  Rezultatai įvertinti 

naudojant  ΔΔCT metodą, kaip referentinį geną pasirenkant betą aktiną.  

CT- ciklo slenkstis.  

ΔCTag(pav.)=CTag(pav.)-CTref (ag(pav.)) 

ΔCTag(cont.)=CTag(cont.)-CTref(ag.(cont.))      ΔΔCT= ΔCTag(pav.) - ΔCTag(cont.)  

Genų raiškos pokytis  = 2^ 
ΔΔCT

 

CTag(pav.) – analizuojamo geno, paveikto mėgino ciklo slenkstis 

CTag(cont.) – analizuojamo geno, kontrolinės grupės ciklo slenkstis 
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CTref (ag(pav.)) – referentinio geno, paveikto mėginio ciklo slenkstis 

CTref(ag.(cont.)) – referentio geno, kontrolinės grupės ciklo slenkstis 

ΔCTag(pav.)- normalizuotas analizuojamo geno, ciklo pokytis. 

ΔCTag(cont.) – kontrolinės grupės geno, ciklo pokytis 

KTL-PGR taikant „TaqMan®“ pradmenis skiriasi nuo kitų KTL- PGR metodų pvz., taikant  

SYBR ţaliąjį. Principas pagrįstas fluorescenciniu daţu ţymėto zondo komplementariu jungimusi prie 

norimos sekos ir egzonukleazių aktyvumą turinčio polymerazės taikymu.  

Pirmas reakcijos ţingsnis - DNR denatūravimas prie 95
o
C. Išardomos dvigrandės DNR 

struktūros, homogenizuojamas reakcijos mišinys ir aktyvuojama polimerazė, taip pat inaktyvuojami 

kiti fermentai, pvz., atvirkštinė transkriptazė likusi po kDNR sudarymo. 

Po šio etapo pradedama reakcijos, kurios vyksta 40 ciklų.  

Pirmas ciklo ţingsnis yra kaitinant 15 s 95
o
C, atkabinti polimerazę nuo DNR grandinės ir 

atskirti DNR grandines bei homogenizuoti reakcijos mišinį.  

Antras etapas trunka 1 min. esant 60
o
C temperatūrai. Jo metu vyksta hibridizacijos ir 

elongacijos fazės. Pasirinkti pradmenys jungiasi su vienagrande DNR. Taip pat jungiasi ir 

fluorescenciniu daţu FAM ţymėtas zondas. Jis įsiterpia tarp pradinio ir galinio pradmenų sekos. Prie 

zondo yra taip pat prisijungęs ne fluorescuojantis, fluorescencijos slopintojas ir MGB priedas, kuris 

pagerina zondo jungimąsi prie DNR sekos. Paveikus zondą atitinkamo 488 nm bangos ilgio lazerio 

spinduliu, fluorescencija nevyksta, nes vyksta fluorescencijos suţadintos būsenos rezonansinės 

energijos perdavimas į fluorecensijos slopintoją, kuris prisijungęs  prie zondo 3„ gale. Prisijungus 

pradmenims ir zondui, jungiasi polimerazė, kuri vykdo grandinės elongaciją, sintetinant 

komplementarią grandinę matricinei DNR. Kadangi „TaqMan®“ polimerazė turi egzonuklezinį 

aktyvumą, ji suardo zondo ir, fluorescencinio daţo jungtį. Atitrukęs fluorescencinis daţas, 

neslopinamas ir paveikus atitinkamo bangos ilgio lazerio šviesa, fluorescuoja, o jo signalas aptinkamas 

detektoriuje.  

Priešingai nei taikant SYBR ţaliąjį daţą, „TaqMan®“ metodas parodo įvykusių reakcijų 

skaičių, o ne bendrą susidariusį DNR kiekį. Tai padidina reakcijos specifiškumą, apsaugo nuo 

nespecifiškai prisijungusių pradmenų, nes šiuo atveju norint gauti fluorescencinį signalą, reikia, kad 

pradmenys ir zondas būtų prisijungę prie norimo geno sekos. „Applied Biosystems“ kompanija 

uţtikrina pradmenų efektyvumą artimą 100%, todėl galima taikyti ΔΔCT metodą. Aišku pradmenų 

efektyvumui gali turėti įtakos uţšaldymo, atšildymo procedūros, reakcijos mišinio kokybė, tačiau tai 

nėra kritinis veiksnys.  

Pagrindinis metodo trūkumas yra zondo gamyba, nes skirtingoms sekoms reikalingas 

skirtingas zondas. Šis veiksnys daro neigiamą įtaką metodo savikainai. [134, 135]. 

 



29 

 

4.6. Ląstelių kultūra 

 

PSKE ir PAE ląstelės gautos iš Pietų Alabamos universiteto, kur jos buvo išskirtos iš ţiurkės 

ir kultivuojamos iki šešto persodinimo.  Ląstelių kultūra auga prisitvirtinusi prie indų paviršiaus. 

Naudojama terpė (paruošta iš Dubecco„s modifikuota Eagle„s terpės  (DMEM)) su gliukoze 4500 mg/l, 

natrio piruvatu 110mg/l ir L-glutaminu, 10 % FVS, penicilinu (100 V/V per ml), streptomicinu (100 

µg/ml). Ląstelės auginamos iki kol pasiekiamas ląstelių monosluoksnis.  Atskirti ląsteles nuo flakono 

sienelės naudojamas 0,25% tripsino-0,02% EDTA tirpalas (Invitrogen). Ląstelių uţšaldymui naudotas 

FVS su 10% DMSO tirpalas. Uţšaldymo procedūra vykdyta pirmą dieną perkeliant į -20
o
C šaldytuvą, 

kitą dieną perkeliant į -70
o
C šaldytuvą, po savaitės perkeliant į skystą azotą. Uţšaldymui pasirinkta 

koncentracija 1 milijonas ląstelių viename mililitre.  

Vykdant hipoksijos eksperimentą, ląstelės patalpintos į kamerą, kurioje deguonies kiekis 1%, 

azoto 94%, CO2 5%.  

 

4.7. Ląstelių skaičiaus ir gyvybingumo įvertinimas 

 

Endotelio ląstelių gyvybingumas buvo nustatomas, remiantis negyvų ląstelių membranos 

pralaidumu. Tam naudotas tripano mėlio tirpalas (Gibco). Ląstelių monosluoksnis atskiriamas nuo 

indo, naudojant 0,25% tripsino-0,02% EDTA tirpalą (Invitrogen). Ląstelės praskiedţiamos, ląstelių 

suspensija sumaišoma su daţu lygiomis dalimis. Nudaţytos ląstelės uţnešamos ant hemocitrometro ir 

suskaičiuojamos, naudojant šviesinį mikroskopą. Negyvos ląstelės nusidaţo mėlynai. Ląstelių skaičius 

nustatomas pagal pateiktą formulę. Ląstelių skaičius/1ml = 10000 * suskaičiuotų ląstelių vidurkis 

didţiuosiuose kvadratuose. Santykinis gyvybingumas = gyvų ląstelių skaičius/ bendro ląstelių 

skaičiaus.  

 

4.8. Ţiurkių paveikimas hipoksija ir plaučių preparavimas 

 

Sprague Dawley ţiurkės patalpintos į hipobarinę kamerą, kuri atitinka pasikėlimą į 18000  pėdų 

aukštį (5,486 km, 10,5 % deguonies). Gyvūnai paimti analizei po 3, 7 ir 21 dienų. Nustatomas svorio 

pokytis. Anestezavus izofluranu plaučių arterijos slėgis buvo pamatuotas naudojant plaučių arterijos 

kateterį. Eksperimento pabaigoje ţiurkėms suteikiama narkozė ketamino ir ksilazino mišiniu, plaučiai 

išimami ir uţšaldomi skystame azote. Bandymai su gyvūnais buvo atlikti pagal gyvūnų prieţiūros ir 

saugos komiteto JAV patvirtintus protokolus, 81810(08)1E, 81802007(08)1F. 
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4.9. Statistinė analizė 

 

Statistinė analizė atlikta taikant Student‟s T testą. Skirtumai laikomi statistiškai patikimais  

esant P reikšmei  ≤0.05 (n≥3). Rezultatai pateikiami naudojant standartinę vidurkio įverčio paklaidą ± 

S.E.M nepriklausomų eksperimentų. P reikšmės pateiktos simboliais kurie atitinka : * P<0.05, ** 

P≤0.01 ***< 0.001. T-testas atliktas naudojant Microsoft excel programą. 

 

4.10. Ląstelių proliferacijos įvertinimas 

 

Į 48 šulinėlių lėkštelę perkelta 4000 PSKE ląstelių ir 400 μl terpės, o į  96 šulinėlių lėkštelę 

perkelta 2000 ląstelių ir 200 μl terpės. Po 24val. ląstelės prisitvirtino prie lėkštelės, buvo keičiama 

augimo terpė į terpę be FVS.  Ląstelės paliekamos šioje terpėje be serumo 72val.  Ląstelės naudotos iki 

15 perkėlimo. Nustatyti adenozino receptorių agonistų poveikį ląstelių proliferacijai naudoti šie 

agonistai: NECA (5'-N-Etilkarboksiamidoadenozinas) (Tocris bioscience) – adenozino analogas, 

HEMADO (2-(1-heksinil-N-metiladenozinas)) (Tocris bioscience)  selektyvus A3R agonistas, CPA 

(N-Ciklopentiladenozinas) (Tocris bioscience) selektyvus A1R agonistas, CV1808 (2-

fenilaminoadenozinas) (Tocris bioscience) selektyvus A2 adenozino receptorių agonistas. Palyginimui 

naudotas adenozinas (Sigma aldrich). Po 72 val. inkubavimo ląstelės paveiktos išvardytų agonistų 

sekančiomis koncentracijomis: 10
-9

M, 10
-8

M, 10
-7

M, 10
-6

M ir 10
-5

 M. Tada įdedamas 
3
H – timidinas ir 

inkubuota 24val  prie 37 
o
 C ir 5% CO2. Vykstant ląstelių proliferacijai 

3
H – timidinas įtraukiamas į  

DNR struktūrą. Po inkubavimo : 1. Pašalinta terpė. 2. Keturis kartus plauta su 1X fosfatinio buferio 

druskų tirpalu (PBS). 3. Pridėta 200μl 0.2 M perchloro rūgšties. 4. Keturis kartus perplaunam su 1x 

PBS. 5. Pridėta 1% SDS / 0.01 N NaOH tirpalas.  6. Turinys surenkamas į „Pony“ mėgintuvėlius. 7. 

Pridedama 1.5 ml „Ecoscint H“ scintiliacinio kokteilio. Bandiniai nuskaitomi naudojant Beckman betą 

dalelių skaitytuvą  (programa #6; skaičiavimų per minutė (SPM) 1 minutė kiekvienam mėgintuvėliui). 

Rezultatai pateikiami naudojant „GraphPad prism“ programą. 

 

5. REZULTATAI IR JŲ APTARIMAS 

 

Adenozino receptoriai yra svarbūs ţmogaus fiziologiniuose procesuose. Veikiant AR galima 

sulaukti drąstiškų pokyčių, tai įrodyta AR nokautų modeliais. Taip pat AR poveikį organizmui galima 

nustatyti, vartojant  registruotus vaistinius preparatus, kurie veikia į AR: adenozinas, regadenozonas, 

teofilinas. Tačiau norint sustiprinti poveikį ir pasiekti norimą terapinį efektą, reikia veikti selektyviai į 

adenozino receptorius.  
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Paskelbta daug mokslinių duomenų apie adenozino receptorių funkcijas. Pastebėta AR 

receptorių autokrininė reguliacija. Adenozinas greitai inaktyvuojamas  fermentų ar pernešamas į 

ląstelės vidų, o aktyvuoti AR slopina tolesnę jų gamybą [136]. Todėl neuţtenka surasti selektyviai ir 

efektyviai veikiančius ligandus, reikia atsiţvelgti ir į receptoriaus raišką ląstelėse.  

Šiame darbe buvo tiriama adenozinų receptorių genų raiška (iRNR transkriptai) bei jos 

pokytis esant hipoksijai (1% deguonies). Pasirinkti du skirtingi plaučių endotelio ląstelių tipai: 

smulkiųjų kraujagyslių endotelio ir plaučių arterijos endotelio. Taip pat įvertinta AR agonistų įtaka 

PSKE ląstelių proliferacijai bei ţiurkės plaučių AR pokyčiai, esant hipoksijai (10,5% deguonies). 

 

5.1. Adenozino receptorių genų raiška plaučių endotelio ląstelėse 

 

AR genų raiška nustatyta taikant KTL-PGR. Prieš pradedant hipoksijos eksperimentus, 

įvertinta FVS poveikis adenozino receptorių raiškai. Nustatyta, kad PSKE ląstelės augintos be serumo 

ir su serumu neturi A1R, A2AR. PAE ląstelėse nebuvo aptiktas A3R.  

Kadangi vienintelis receptorius, kurio genų raiška vyksta abejose ląstelėse yra A2BR, 

palyginta jo genų raiška skirtingose ląstelėse, esant skirtingoms augimo terpėms. A2BR receptoriaus 

genų raiška PSKE kontrolinės ląstelėse buvo 18 kartų maţesnė, lyginant su PAE kontrolinėmis 

ląstelėmis auginant terpėje be FVS. Auginant ląsteles terpėje su serumu, nustatyta A2BR genų raiška 

buvo 4,9 karto  didesnė PSKE, nei PAE ląstelėse. (8 pav.)  

 

 

8 pav. A2BR raiška lyginta skirtingose ląstelėse PAE ir PSKE. Auginant skirtingomis terpėmis su FVS 

(10%) ir be FVS. Analizė atlikta taikant ΔΔCT metodą, o maţesnė receptoriaus raiška prilyginama 1. 

 

Lyginant A2BR genų raišką tik PSKE ląstelėse, pastebėta, kad FVS ją padidina net 59,7 karto.  

A3R genų raiška sumaţėja 3,5 karto auginant ląsteles terpėje, kurioje yra serumo (10% FVS) (9pav.). 

Šie receptorių genų raiškos pokyčiai ląstelėse gali būti siejamai su augimo faktoriais, kurių gausu FVS. 
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Tačiau nustatyti faktorių, kuris daro įtaką šių receptorių raiškos pokyčiams, reikėtų ląsteles veikti 

išgrynintomis medţiagomis. Taip pat gali būti, kad šiam efektui pasiekti reikalingas ne vienas augimo 

faktorius, bet jų mišinys, todėl norint išsiaiškinti, kas sukelia šiuos pokyčius, reikėtų atlikti papildomus 

tyrimus.  

 

9 pav. A2BR ir A3R raiška PSKE ląstelėse auginant jas su FVS (10%) ir be FVS. Analizė atlikta 

taikant ΔΔCT metodą maţesnė receptoriaus raiška prilyginama 1. 

  

10 pav. A1R, A2AR A3R raiška PAE ląstelėse auginant jas terpėje su FVS (10%) ir be FVS. Analizė 

atlikta taikant ΔΔCT metodą maţesnė receptoriaus raiška prilyginama 1. 
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Vienintelis statistiškai patikimas pokytis PAE ląstelėse auginant skirtingose terpėse buvo A1R 

raiškos padidėjimas 2,3 karto.  A2AR ir A2BR genų raiškai skirtinga augimo terpė neturėjo įtakos. 

Priešingai nei PSKE ląstelėse, PAE ląstelėse skirtinga augimo terpė neturėjo didelės įtakos 

AR receptorių pokyčiams. Atlikus AR genų raiškos analizę pastebėta, kad PSKE ir PAE receptorių 

raiška skiriasi. Taip pat pastebėta, kad augimo terpės sudėtis daro įtaką receptorių raiškai.  

Literatūroje AR genų raiška ţiurkės plaučių endotelio ląstelėms nebuvo aprašyta. Mūsų 

nustatyta skirtinga AR genų raiška ląstelėse prisideda prie šių plaučių endotelio ląstelių diferenciacijos.  

Yra duomenų, kad ţmogaus plaučių arterijos endotelio ląstelės turi A2AR ir A2BR, bet neturi A1R ir 

A3R [137]. Taip pat yra duomenų, kad ţmogaus plaučių smulkių kraujagyslių endotelio ląstelėse A3R 

turi įtakos reguliuojant fiziologinius procesus. Tai pastebėta stimuliuojant ląsteles selektyviu A3R 

agonistu [138]. 

 

5.2. Adenozino receptorių genų raiškos pokyčiai plaučių endotelio ląstelėse       

esant hipoksijai 

 

Deguonies kiekis yra svarbus faktorius daugeliui ţinduolių organizmo ląstelių. Tačiau 

reikiamas deguonies tiekimas gali sutrikti dėl patologijos ar pasikeitus aplinkai. Organizmui reaguojant 

į sumaţėjusius deguonies kiekius, keičiasi biocheminiai procesai, naudojami kompensaciniai 

mechanizmai.  

Yra ţinoma, kad biocheminiai procesai, susiję su adenozinu, hipoksijos metu pakinta. Jų 

reguliacija vyksta per AR pokyčius, taip pat kitus adenozino koncentraciją nulemiančius veiksnius: 

ADA, ektonukleotidazes, ekvilibracinius pernašos baltymus. Kai kurie adenozino receptorių pokyčiai 

esant hipoksijai yra gerai ţinomi, tačiau skirtingų ląstelių tipai, skirtingai reaguoja į deguonies 

koncentracijos pokyčius. 

 Šiame darbe atlikta AR genų raiškos pokyčių nustatymas esant vidutinės trukmės hipoksijai 

(24val.) ir ilgos trukmės hipoksijai (40val.). Taip pat buvo atlikti tyrimai norint išsiaiškinti trumpo 

(6val.) hipoksijos poveikio įtaką, reguliuojant AR genų raišką, tačiau skirtumų nepastebėta (duomenys 

neįtraukti). 

 Veikiant PAE ląsteles hipoksija (1% deguonies) po 24val. pastebėta A1R genų raiškos 

padidėjimas 2,5 karto, po 40val. šis pokytis išliko ir įgavo statistinį patikimumą.  A1R genų raiška 

PSKE ląstelėse nebuvo pastebėta. Veikiant hipoksijai šio geno indukcija taip pat nepastebėta. (11 pav.) 

Literatūroje aprašoma A1R receptoriaus padidėjimas DDT1-MF2 lygiųjų raumenų ląstelėse, 

paveiktose hipoksijos. Receptoriaus padidėjimas siejamas su radioaktyviu izotopu (tričiu) ţymėto 
3
H-

DPCPX selektyvaus A1R antagonisto padidėjusiu jungimusi prie lygiųjų raumenų ląstelių, esant 
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hipoksijai [139]. Šiuo atveju nurodomas padidėjęs A1R baltymo kiekis. Mūsų atlikto eksperimento 

atveju nurodoma tik padidėjęs iRNR A1R koduojančio baltymo kiekis, tačiau baltymo kiekis nebuvo 

nustatytas. Literatūroje neaptikta duomenų apie A1R receptoriaus padidėjimą hipoksijos metu 

endotelio ląstelėse. 

 

 

11 pav. A1R genų raiška PAE ląstelėse esant hipoksijai (1% deguonies)  po 24val. ir 40val. Kontrolė 

veikiama Denverio aukštumos sąlygomis ( atmosferos dujų sudėtis 1,6 km aukštyje, 17,2 % 

deguonies), reliatyviai sulyginta su 1.  

 

A2AR  raiškos pokyčiai pastebėti abejose ląstelių tipuose.  Įdomu tai, kad A2AR genų raiška 

PSKE ląstelėse nepastebėta, auginant ląsteles be FVS po 6val. ir  po 40val. Taip pat receptoriaus genų 

raiška nepastebėta auginant ląsteles su 10% FVS. A2AR indukuotas  PSKE ląstelėse po 24 val. 

hipoksijos. PAE ląsteles veikiant hipoksijai A2AR genų raiška statistiškai patikimai padidėjo du kartus 

po 24 val., šis pokytis išliko po 40 val. (12 pav.) 

 A2AR vaidina svarbų vaidmenį endotelio ląstelėse. Veikiant į A2AR selektyviais 

agonistais padidėja NO išskyrimas, ląstelių proliferacija. Taip pat pastebėta, kad atyvuojant A2AR 

slopinamas antiangiogeninis matricos baltymas trombospondinas-1, tokiu būdu skatinama angiogenezė 

[140]. NO išsiskyrimas, ląstelių proliferacija ir angiogenezė pastebėti hipoksijos metu. Taip pat 

manoma, kad A2AR daro įtaką šiems pokyčiams. Naujausiais duomenimis įrodyta, kad plaučių 

endotelio ląstelėse A2AR hipoksijos metu yra indukuojamas, dalyvaujant hipoksijos indukuojamam 

tranksripcijos faktoriui HIF-2α, o ne HIF-1α. Uţslopinus HIF-2α veiklą ir esant hipoksijai,, 

nepastebiama A2AR indukcija.  Taip pat autoriai nurodo, kad plaučių endotelio ląstelės, stimuliuotos 

per A2AR receptorių, turi angiogenezinį potencialą, pasireiškiantį: padidėjusia ląstelių proliferacija, 

ląstelių migravimu ir vamzdelio formavimu [141]. Pastebėta, kad A2AR raiška padidėja 
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feochromocitomos (neuroendokrinio tumoro (PC12)) ląstelėse, esant hipoksijai. Autoriai mano, kad 

A2AR padidėjimas reguliuojamas grįţtamu mechanizmu ir susijęs su receptoriaus apsauginiu 

aktyvumu, nes slopinamas kraujagyslių endotelio augimo faktoriaus išskyrimas, o šis faktorius 

glaudţiai susijęs su angiogeneze [142]. Panašu, kad A2AR vaidmuo skirtinguose ląstelių tipuose 

skiriasi.   

 

 

 12 pav. A2AR genų raiška PAE ir PSKE ląstelėse esant hipoksijai (1% deguonies)   po 24 val. ir po 

40   val.,  esant 1% hipoksijai. Kontrolė veikiama Denverio aukštumos sąlygomis (atmosferos dujų 

sudėtis 1,6 km aukštyje, 17,2 % deguonies), reliatyviai sulyginta su 1. 

Kaip ir tikėtasi, A2BR genų raiška yra indukuojama hipoksijos. A2BR genų raiška ir baltymo 

kiekio padidėjimas yra pastebimas daugelyje ląstelių tipų. Iš visos AR grupės, A2BR  yra priskiriamas 

hipoksijos indukuojamam. Mechanizmas pagrįstas hipoksijos indukuojamo faktoriaus HIF-1α 

veikimu. Susidarius hipoksinėms sąlygoms, aktyvuojamas HIF-1α [49]. HIF-1α jungiasi prie A2BR 

geno promotoriaus regiono ir pradeda jo transkripciją. PAE ir PSKE ląstelėse po 24val. A2BR genų 

raiška padidėjo 2,7 karto ir 1,9 karto, o po 40 val. 2,7 ir 5,3 karto atitinkamai. (13 pav.) 
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13 pav. A2BR genų raiška PAE ir PSKE ląstelėse esant hipoksijai (1% deguonies)  po 24h ir 40h,  

esant 1% hipoksijai.  Kontrolė veikiama Denverio aukštumos sąlygomis (atmosferos dujų sudėtis 1,6 

km aukštyje, 17,2 % deguonies), reliatyviai sulyginta su 1. 

 

A3R genų raiška nepastebėta PAE ląstelėse esant skirtingoms sąlygoms: kontrolinėse grupėse su FVS 

ir be, bei esant hipoksijai. Tačiau PSKE genų raiška veikiant hipoksijai, pasikeitė po 24 val. krito 1,8 

karto, o po 40 val. krito 6,2 karto. (14 pav.)  

Nors nėra daug duomenų apie A3R genų raišką PSKE ląstelėse, tačiau atlikti bandymai su 

ţmogaus PSKE ląstelėmis parodo, kad aktyvuojant selektyviu A3R agonistu stabdomas F-aktino 

traukliųjų pluoštų (angl.stress fibers) susidarymas. Šis procesas siejamas su citoskeleto pokyčiais, 

kurie galimai turi įtakos endotelio pralaidumui [138]. Remiantis šiais duomenimis, galima iškelti 

hipotezę, kad A3R sumaţėjimas PSKE ląstelėse padidina endotelio pralaidumą esant hipoksijai. 

Tačiau ši hipotezė turi būti įrodyta eksperimentais. 
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14 pav. A3R genų raiška PSKE ląstelėse esant hipoksijai (1% deguonies)   po 24 val. ir 40 val.  esant 

1% hipoksijai.  Kontrolė veikiama Denverio aukštumos sąlygomis (atmosferos dujų sudėtis 1,6 km 

aukštyje, 17,2 % deguonies), reliatyviai sulyginta su 1. 

 

5.3. Adenozino receptorių agonistų įtaka plaučių endotelio ląstelių 

proliferacijai 

 

Vienas iš PAH patogenezėje dalyvaujančių veiksnių yra plaučių kraujagyslių endotelio 

hiperproliferacija. Manoma, kad dėl endotelio proliferacijos sumaţėja kraujagyslių spindis ir padidėja 

slėgis plaučių kraujagyslėse. Taip pat pastebėta, kad pacientų, sergančių PAH, kraujagyslių paţaidos 

vietose pastebima endotelio hiperproliferacija [10, 143]. Pasirinkta nustatyti PSKE proliferacijos 

priklausomybę nuo AR, veikiant juos selektyviais agonistais.  Ląstelių proliferacijos priklausomybės 

įvertinimui, ląstelės įvestos į ramybės būseną. Tai pasiekta, pakeitus terpę, kurioje nėra FVS ir 

inkubuojant 72 val.  

Ląstelių proliferacijos nustatymu, pasirinktas tričiu ţymėto timidino metodas. Šis metodas 

pasiţymi jautrumu, nes nustatomas ne bendras ląstelių skaičius, bet susidariusių naujų ląstelių skaičius. 

Visuose bandymuose įtraukta DMSO kontrolė.  

PSKE ląstelėse nepastebėta A1R genų raiška, tačiau nuspręsta tikrinti visų receptorių atsaką į 

jiems specifinius agonistus. Tokiu būdu atliekamas genų raiškos duomenų patikrinimas. A1R agonistu 

pasirinktas daugelyje in vitro eksperimentų naudotas agonistas CPA – (N-ciklopentiladenosinas). 

Ţinoma, kad giminingumas ir efektyvumas receptoriui skiriasi tarp skirtingų rūšių, todėl pasirinkta 

keletas agonisto koncentracijų. Deja, didelių koncentracijų negalėjome patikrinti, nes daugelis agonistų 

ribotai tirpsta DMSO, o pasiekti  10
-3

 ir 10
-4

 koncentracijas reikia didelio DMSO kiekio. 

A1R stimuliuotas su selektyviu agonistu CPA 24 val., bet statistiškai patikimų proliferacijos 

poţymių nepastebėta, išskyrus proliferacijos slopinimą, esant 10
-5

M koncentracijai. Ši koncentracija 
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yra palyginti didelė, o CPA selektyvumas yra ribotas. Manoma, kad esant tokiai koncentracijai, CPA 

veikia ir kitus adenozino receptorius. Buvo pastebėta, kad esant didelei koncentracijai, CPA veikia  

A3R kaip antagonistas [77]. Ţinant, kad A3R agonistas HEMDO padidina ląstelių proliferaciją, galima 

suformuoti hipotezę, kad veikiant A3R antagonistais bus stabdoma PSKE ląstelių proliferacija. Ši 

hipotezė, gali būti įrodoma veikiant selektyviu A3R antagonistu. 
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14 pav. PSKE ląstelių proliferacija, esant skirtingoms A1R agonisto koncentracijoms  

 A2AR raiška taip pat nebuvo pastebėta PSKE ląstelėse. A2BR raiška ne hipoksijos sąlygomis 

buvo nedidelė. Šių receptorių proliferacijos potencialui nustatyti buvo pasirinktas tik šiems 

receptoriams selektyvus agonistas CV-1808 2-fenilaminoadenosinas. Nepastebėta, jokių statistiškai 

patikimų pokyčių, kurie patvirtina, kad esant normalioms sąlygoms, ląstelių proliferacijai šie 

receptoriai neturi įtakos. Nėra aišku, kaip agonistas paveiktų ląstelių proliferaciją esant hipoksijai, kai 

A2AR ir A2BR kiekis padidėja keletą kartų. 
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15 pav. PSKE ląstelių proliferacija, esant skirtingoms A2AR ir A2BR agonisto koncentracijoms 
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HEMADO neseniai surastas selektyvus A3R agonistas. PSKE ląstelėse nustatya A3R genų 

raiška. Atlikus proliferacijos eksperimentą naudojant HEMADO pastebėta, kad esant koncentracijoms 

10
-8

 M, 10
-7

 M, ląstelių proliferacija padidėja 1,5  karto. (16 pav.) Naudojant 48 šulinėlių lėkšteles 

esant 10
-7

 M koncentracijai gautas statistinis patikimumas. Naudojant 96 šulinėlių lėkštelės, pastebėtas 

statistinis patikimumas, esant 10
-8

 M molių koncentracijai.   
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16 pav. PSKE ląstelių proliferacija kreivė esant skirtingoms A3R agonisto koncentracijoms 

 NECA - neselektyvus adenozino analogas. Jo giminingumas panašus į adenozino,  tačiau jis 

atsparesnis ektonukleatidazių poveikiui.  Ilgą laiką NECA naudotas kaip selektyvus A3R agonistas. 

Mūsų atliktame ląstelių proliferacijos eksperimente, NECA, esant 10
-8

 M koncentracijai, padidina 

ląstelių proliferaciją 1,5 karto (17 pav.). Manoma, kad NECA jungiasi prie A3R, tokiu būdu skatina 

ląstelių proliferaciją.   
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17 pav. PSKE ląstelių proliferacija, esant skirtingoms neselektyvaus agonisto koncentracijoms 
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Taip pat atlikta proliferacijos eksperimentas su adenozinu. Tačiau statistiškai patikimų 

pokyčiu negauta. Manoma, kad dėl trumpo adenozino gyvavimo pusperiodţio neperduodamas signalas 

receptoriams, todėl nepastebimas efektas. Daugelyje in vitro bandymų  tikintis ilgesnio efekto, 

daţniausiai pasirenkamas neselektyvus adenozino receptorių agonistas NECA, kuris yra metaboliškai 

stabilesnis.  
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18 pav. PSKE ląstelių proliferacija kreivė esant skirtingoms natūralaus agonisto koncentracijoms 

 

5.4.Adenozino receptorių genų raiškos pokyčiai ţiurkių plaučiuose, esant 

hipoksinėms sąlygomis 

 

Aukštumų ligą sukeliantis veiksnys yra hipoksija. Taikant eksperimentinį modelį ţiurkės 

patalpinamos į hipobarinę kamerą, kur hipoksijos lygis atitinka sąlygoms esant 5,486km virš jūros 

lygio, o deguonies kiekis siekia apie 10,5%. Ţiurkėms per tris savaites išsivysto PAH. Esant šioms 

sąlygoms padidėja endotelio-1,  angiotenzino-II gamyba, tai sąlygoja kraujagyslių susitraukimą ir 

padidėjusį plaučių arterijos slėgį. Tuo tarpu vazodilatatorių  prostaciklino ir NO sintezė sumaţėja. 

Hipoksija taip pat veikia ir plaučių lygiuosius raumenis, sumaţėja įtampos reguliuojamų K
+
 kanalų, 

kas sąlygoja membranos depoliarizaciją ir pakitusius signalo perdavimo mechanizmus [144]. Esant 

ilgesniam hipoksijos poveikiui ţiurkių plaučiuose, įvyksta kraujagyslių pokyčiai, pasiţymintys 

padidėjusiu lygiųjų raumenų kiekiu apie kraujagysles. Tai pastebima atlikus imunohistocheminę 

analizę, veikiant selektyviu antikūniu prieš lygiųjų raumenų aktiną. Padaugėja fibroblastų ir 

miofibroblastų aplink kraujagysles, kuriuose gaminama kolagenas, elastinas ir fibronektinas. Šie 

faktoriai padaro kraujo indus standţius, kraujagyslės praranda elastingumą.  
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Mūsų taikytame PAH ţiurkių modelyje pastebėtas lygiųjų raumenų aktino padidėjimas. Taip 

pat po trijų savaičių ţiurkėms statistiškai patikimai 25% krito svoris. Išsivystė dešiniojo skilvelio 

hipertrofija, o plaučių arterijos slėgis padidėjo iki 32mmHg lyginant su kontroline grupe - 18mmHg. 

Šie parametrai patvirtino, kad ţiurkėms sukelta PAH.Išskyrus iš kontrolinės grupės ir paveiktos grupės 

plaučius, nustatyta AR genų raiška. 

 

Po 3 dienų pastebėtas A1R genų raiškos padidėjimas, statistiškai patikimai 2,5 karto. Po 7 dienų 

receptoriaus ekspresija išliko padidėjus hipoksijos paveiktose ţiurkėse, statistiškai patikimai 3 kartus.   

Po trijų savaičių A1R padidėjimas hipoksijos grupėje išliko, statistiškai patikimai 2,1 karto.  

 

 

19 pav. A1R genų raiškos pokyčiai ţiurkės plaučiuose veikiant aukštumų hipoksija (10.5% deguonies). 

 

Literatūros duomenimis A1R pasiţymi apsauginiu veikimu daugeliui organų, esant išeminei 

reperfuzijai. Padidėjusią genų raišką plaučiuose po hipoksijos galima sieti su natūraliu organizmo 

adaptaciniu mechanizmus, esant deguonies stygiui. Literatūroje aptiktų tyrimų duomeninimis A1R 

agonistai apsaugo nuo plaučių išeminės repefuzijos sukeliamos edemos bei TNF-α kiekio padidėjimo 

[145]. Taip pat neseniai paskelbti duomenys, kad A1R agonistas CPA, stabilus adenozino analogas 

NECA ir adenozinas apsaugo nuo aukštumų sukeltos hipertenzijos. Šie adenozino receptorių agonistai  

statistiškai patikimai sumaţina plaučių arterijos slėgį esant aukštumų hipoksijai.  Tačiau CPA 

neįtakoja proliferuojančių ląstelių branduolio antigeno (PCNA) kiekio padidėjimo ir kraujagyslių 

sienelių sluoksnio stambėjimo lyginant su adenozinu ir NECA, kurie statistiškai patikimai sumaţino 

šiuos faktorius [146]. 
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20 pav. A2AR genų raiškos pokyčiai ţiurkės plaučiuose, veikiant hipobarine hipoksija (10.5% 

deguonies). 

A2AR pokyčiu per visą hipoksijos laiką nepastebėta. Paskutiniais literatūros duomenimis, 

A2AR nokauto pelėms po dviejų savaičių hipoksijos (10,5% deguonies) išsivystė PAH, kuris 

pasireiškė padidėjusiu plaučių arterijos slėgiu [7]. Tačiau reikia atkreipti dėmesį, kad A2AR nokautas 

yra viso gyvūno, o ne plaučių ar kito organo. Mūsų rezultatai nerodo receptoriaus pokyčių esant 

hipoksijai, bet tai nereiškia, kad šis receptorius nėra svarbus PAH patogenezėje.    

 

21 pav.  A2AR genų raiškos pokyčiai ţiurkės plaučiuose, veikiant hipobarine  hipoksija (10.5% 

deguonies). 

A2BR  pokyčių per visą hipoksijos laiką nepastebėta. Šie duomenys nustebino, nes A2BR yra 

indukuojamas hipoksijos. Šių pokyčių nebuvimą galima paaiškinti tuo, jog buvo imamas viso plaučio 
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audinys, o ne išskiriamos specifinės ląstelės. Todėl A2BR raiška nebūtinai gali padidėti visose ląstelės, 

o jeigu dalyje ląstelių ji nepadidėja, tai sumaţina ląstelių, kuriose receptorius padidėjo, pastebimus 

pokyčius. Literatūros duomenimis, A2BR panaikinimas arba jo slopinimas sumaţina kraujagyslių 

pokyčius PAH (sukelta Bleomicino) atveju. Apsauginis mechanizmas aiškinamas citokino IL-6 ir 

endotelino-1 išskyrimo sumaţėjimu, galimai turi įtakos plaučių kraujagyslių pokyčiams [8].   

 

22 pav. A3R genų raiškos pokyčiai ţiurkės plaučiuose, veikiant hipobarine hipoksija (10.5% 

deguonies). 

A3R pokyčiu, per visą hipoksijos laiką nepastebėta. Literatūroje duomenų, tiesiogiai susijusių 

su A3R ir PAH, neatrasta. Pastebėta, kad aktyvavus smegenyse esančius A3R, krenta kraujo 

spaudimas, bet nepakinta širdies susitraukimų daţnis [147]. 

 

5.5. A3R raiška PAH pacientų plaučiuose 

 

Atlikus vieno iš PAH pacientų imunohistocheminę analizę, taikant A3R antikūnį, pastebėta, 

kad antikūnas jungiasi specifiškai prie kraujagyslių okliuzijos vietų, kur susidaro taip vadinami „ 

plexiform lesions“ [148].  Galima daryti išvadą, kad A3R dalyvauja ligos patogenezėje. Formuojama 

nuomonė, kad kraujagyslių pakitimai esant PAH atveju siejami su plaučių maţų kraujagyslių ląstelių 

supiktybėjimu [149]. Mechanizmas aiškinamas nuolat aktyvuojamu  transkripcijos faktorium 

(STAT3), o tai yra būdinga vėţinėms ląstelės. Mūsų atveju plaučių paţaidos vietose rasta A3R 

baltymų raiška. A3R raiška daţniausiai siejama su vėţinėmis ląstelėmis, kuriose ji būna padidėjusi 

[150]. Taip pat pastebėta, kad veikiant į vėţinių ląstelių A3R, galima reguliuoti jų proliferaciją. 
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23 pav.PAH, paciento plaučių sekcijos imunohistocheminis, tyrimas taikant A3R antikūnį 40x 

padidinimas.  

 

24 pav. PAH, paciento plaučių sekcijos imunohistocheminis tyrimas, taikant A3R antikūnį 100x 

padidinimą 
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6. IŠVADOS 

 

1. Nustatyta adenozino receptorių genų raiška PAE ir PSKE ląstelėse. PAE ląstelėse A3R 

geno raiška neaptikta. PSKE ląstelės A1R ir A2AR genų raiška neaptikta. 

2. PAE ląstelėse esant  hipoksijai (1% deguonies) A1R po 40 val. statistiškai patikimai 

padidėjo 2,5 karto p≤0,05; A2AR statistiškai patikimai padidėjo po 24 val. 1,9 karto p≤0,05,  po 40 

val. 2.2 karto ir įgijo didesnį statistinį patikimumą P≤0.01, A2BR statistiškai patikimai padidėjo 2,7 

karto po 24 val. ir išliko padidėjęs po 40 val. P≤0.01. PSKE ląstelėse esant hipoksijai (1% deguonies) 

indukuotas A2AR, kuris lyginant su kontrole po 24 val., statistiškai patikimai padidėjo 4 kartus 

p≤0,05, A2BR po 24 val. statistiškai patikimai padidėjo 1,9 karto P≤0.01, o po 40 val. – 5,3 karto 

P≤0.01, A3R po po 24 val. sumaţėjo 1,8 karto, o po  40 val. statistiškai patikimai sumaţėjo 6,2 karto 

P≤0.01. 

3. Ištyrus selektyvių agonistų įtaką PSKE ląstelių proliferacijai nustatyta, kad CPA(A1R), 

adenozinas, CV1808 (A2AR,A2BR), neturi įtakos ląstelių proliferacijai, išskyrus CPA(A1R), kuris 

slopina ląstelių proliferaciją esant 10
-5 

M koncentracijai. Selektyvus A3R agonistas HEMADO 

statistiškai patikimai padidino ląstelių proliferaciją esant 10
-7

 M 1,5 karto. Neselektyvus adenozino 

receptorių agonistas NECA padidino ląstelių proliferaciją esant 10
-8

 M koncentracijai.  

4. Paveikus ţiurkes hipobarine hipoksija (10,5% deguonies), pastebėta tik A1R genų raiškos 

padidėjimas. Po 3 dienų A1R genų raiška statistiškai patikimai padidėjo 2,5 karto p≤0,001, po 7 dienų 

3,1 karto p≤0,001, po 21 dienos 2,1 karto p≤0,05. Kitų adenozino receptorių pokyčių nepastebėta. 

5. Atlikus imunohistocheminį tyrimą PAH paciento plaučių mėginiui, nustatyta A3R raiška 

kraujagyslių okliuzijos vietose.  

 

 

7. REKOMENDACIJOS 

 

Magistriniame darbe adenozino receptorių genų raiška nustatyta iRNR lygmeniu. 

Tolimesniuose tyrimuose reikėtų nustatyti adenozino receptorių baltymų pokyčius. Imunoblotingas yra 

vienas iš būdų baltymų pokyčiams nustatyti. Adenozino receptorių įtaka ląstelių proliferacijai įvertinta 

juos veikiant AR agonistais. Tolimesiuose tyrimuose reikėtų nustatyti AR antagonistų poveikį ląstelių 

proliferacijai.  
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