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SANTRAUKA

Lietuvos Sveikatos Moksly Universiteto (LSMU), farmacijos fakulteto, V' kurso, 1-mos
grupés studento, Jono Salio magistro baigiamasis darbas: ,,Hipoksijos poveikis adenozino receptoriy
geny raiSkai ziurkés plauciy kraujagysliy endotelio lastelése ir adenozino receptoriy agonisty poveikis
lasteliy proliferacijai*“. Moksliniai vadovai: Prof. dr. Hiliaras Rodovi¢ius LSMU, Farmacijos Fakulteto,
Vaisty Chemijos Katedra — Kaunas. Prof. dr. Laima Tarasevi¢iené — Stewart, Kolorado Universiteto,
Medicinos Fakulteto, Pulmonologijos Moksly ir Intensyvios Terapijos SKyrius - Denveris.

Raktiniai ZodZiai: adenozino receptoriai, plauciy endotelio Igstelés, hipoksija.

Darbo tikslas: Nustatyti adenozino receptoriy (AR) geny raiska (informacinés RNR lygyje)
plauciy kraujagysliy endotelio lastelese ir ziurkés plauciuose, jy pokyc€ius esant hipoksijai, jvertinti AR
poveikj endotelio 1asteliy proliferacijai.

Darbo uzdaviniai: 1) Istirti Ziurkés plauciy smulkiy kraujagysliy endotelio (PSKE) ir ziurkés
plauciy arterijos endotelio (PAE) AR geny raiska, veikiant hipoksijai. 2) Nustatyti AR agonisty
poveikj PSKE lasteliy proliferacijai. 3) Nustatyti AR geny raiskos pokyc¢ius ziurkés plauciuose esant
hipoksijai. 4) Nustatyti adenozino receptoriy A3 (A3R) pasiskirstyma plauciy arterinés hipertenzijos
(PAH) paciento plauciy méginyje, taikant imunohistocheminj tyrimga.

Darbo metodai: geny raiska nustatyta taikant kiekybine tikro laiko polimerazés grandining
reakcija (KTL-PGR) naudojant “Tagman®” pradmenis ir zondus adenozino receptoriams. Lasteliy
proliferacija jvertinta tri¢iu Zyméto timidino (*H-timidino) jjungimu j lasteliy DNR. A3R
pasiskirstymas PAH paciento plauciuose jvertinamas, taikant imunohistocheminj tyrima.

Tyrimo rezultatai: PSKE Igstelése rasta adenozino receptoriy A2B ir A3R. Hipoksijos
aplinkoje A2BR geny raiska padidéjo 1,9 kartus po 24 val., 5,3 karto po 40 val. A3R geny raiska
sumazéjo 1,8 karto po 24 val., 6,2 karto po 40 valandy. PAE Iastelése rasta AR: Al, A2AR ir A2BR.
Hipoksijos aplinkoje A1R geny raiska padidéjo 2,5 karto po 40 val. A2AR geny raiska padidéjo 1,9
karto po 24 val., o po 40 val 2,2 karto. A2BR geny raiska padidéjo 2,7 karto po 24 val., isliko 2,7
karto padidéjusi po 40 val. Paveikus PSKE lasteles A3R agonistu HEMADO 107 M koncentracija,
proliferacija padidéjo 1,5 karto. Veikiant lasteles AR agonistu NECA 10® M koncentracija,
proliferacija padidéjo 1,5 karto. Esant hipoksijai ziurkés plauciy AIR geny raiSka padidéjo 2,5 karto
po 3d., 3,1 karto po 7 d. ir 2,1 karto po 21 d.

ISvados : AR geny raiska PSKE ir PAE lastelése skiriasi. Hipoksija padidina daugelio AR
geny raiska endotelio Igstelése, iSskyrus A3R. Hipoksija padidina A1R geny raisSka Ziurkés plauciuose,
esant hipoksijai. Imunohistocheminiy tyrimy metu A3R aptinkamas plauc¢iy kraujagysliy okliuzijos

vietose.
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SUMMARY

Master thesis of Lithuanian University of Health Science (LHSU), School of Pharmacy, 5"
year, 1% 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 Rodovi¢ius — LHSU, School of Pharmacy, Department of
Drug Chemistry— Kaunas, Prof. dr. Laima Tarasevi¢iené - 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 (*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 ALR, 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 107 M, increased RPMVEC proliferation
1,5-fold. AR expression of mMRNA 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
AlR, A2AR and AZ2BR expression in RPAEC while A3R expression in RPMVEC was
downreagulated. Hypoxia increases an AL1R 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 Al

A2AR- adenozino receptorius A2
A2BR- adenozino receptorius A2B
A3R- adenozino receptorius A3

PSKE- plauciy smulkiy kraujagysliy endotelio 1gstelés
PAE- plauciy arterijos endotelio Iastelés
PAH- plauciy arteriné hipertenzija
IRNR- informaciné ribonukleortigstis
DNR- deoksiribonukleortigstis

ADA- adenozino deaminazé

AR- adenozino receptoriai

ATP- adenozintrifosfatas

ADP- adenozindifosfatas

CAMP- ciklinis adenozino monofosfatas
AC- adenilatciklazé

GBSR- Su G baltymu susieti receptoriai

FVS- fetalinis verSelio serumas

KTL-PGR- kiekybiné tikro laiko polimerazés grandininé reakcija

MAPK- mitogeny aktyvuotos baltymy kinazés

PSVT - paroksizminé supraventrikulineé tachikardija

NECA- 5'-N-etilkarboksiamidoadenozinas neselektyvus adenozino receptoriy 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 daleliy skaicius per minute
VIV — veikimo vienetai

PBS - fosfatinio buferio drusky tirpalas
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2. IVADAS

Adenozinas - purino nukleozidas, kuris dalyvauja daugelyje Zzmogaus biocheminiy procesy.
Be to, jis yra daugelio molekuliy pagrindas, pvz.: adenozino trifosfato (ATP), adenozino difosfato
(ADP) ir kt. Farmakologiniu pozitriu adenozinui btdingas skirtingas giminingumas ir gebéjimas
aktyvuoti  keturis adenozino receptorius (AR). Adenozino receptoriai yra susijungg su skirtingais G-
baltymais. Fiziologinis adenozino receptoriy efektas ir signalo perdavimas priklauso nuo G-baltymo
tipo.

Adenozinas ilgg laikg buvo Zinomas kaip vazodilatatorius. Sis purino nukleozidas vartojamas
diagnostikai ir terapijai, gydant paroksizming supraventrikuling tachikardija (PSVT) [1-3]. Remiantis
gydant plauciy artering hipertenzija (PAH). Pastebétas statistiSkai patikimas plauc¢iy kraujagysliy
pasiprieSinimo sumazéjimas ir minimaliis pokyciai sisteminei kraujotakai. Kadangi adenozino skilimo
pusperiodis yra labai trumpas, teigiami rezultatai skatina susidoméjima naujy ilgo veikimo adenozino
analogy kurimu bei jy terapiniu pritaikymu [4-6]. Atlikti tyrimai rodo, kad adenozino signaly
perdavimo mechanizmai gali biiti pakite sergant plauc¢iy arterine hipertenzija. Taip pat manoma, kad
adenozino signaly perdavimo biidai dalyvauja ligos patogenezéje [7, 8]. Neaisku, ar adenozino signalo
perdavimo pokyc¢iai yra PAH ligos priezastis. Remiantis atlikty tyrimy duomenimis pastebéta, kad
adenozino koncentracija kraujyje yra mazesné serganciyjy PAH [9].

PAH kraujagysliy disfunkcija yra susijusi su lygiyjy raumeny lgsteliy proliferacijos poky¢iais,
taciau negalima atmesti endotelio Igsteliy vaidmens ligos patogenezei. PAH pacienty plauciy
kraujagysliy pazaidos vietose matomas arterijy spindzio susiauréjimas dél endotelio hiperproliferacijos
[10].

Remiantis tyrimy duomenimis pastebéta, kad plauciy arterijos endotelio lastelés (PAE) ir
plauciy smulkiy kraujagysliy endotelio (PSKE) lastelés skiriasi, taciau skirtumy tarp $iy lasteliy tipy
atsizvelgiant j adenozino receptoriy poky¢ius nenustatyta nei geny raiskos, nei baltymy lygiu. Sis
darbas skirtas nustatyti adenozino receptoriy geny raiska (IRNR lygiu) skirtingose plauciy endotelio
lastelése, jy pokycius esant hipoksijai ir endotelio 1asteliy proliferacijos pokycius veikiant specifiniais
AR agonistais. Taip pat nustatyti AR geny raiSkos poky¢ius ziurkiy plauciuose, esant hipoksijai. Geny
raiSkos pokyc¢iams nustatyti pasirinkta kiekybiné tikro laiko polimerazés grandinine reakcija (KTL-
PGR) naudojant ,,TagMan®* pradmenis ir zonduS. Pasirinkta geny raiskos nustatymo sistema
pasizymi specifiSkumu ir tikslumu lyginant su ilga laikg naudota SYBR Zaliojo dazo sistema [11].
Nustacius AR geny raiSkos pokyc¢ius (iIRNR transkripty lygyje) ziurkés plauéiy endotelio lgstelése ir
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ziurkiy plauciuose, galima toliau tirti AR pokycius baltymo lygiu. Taip pat tirti receptoriy veikimo
mechanizmus bei galimg vaidmenj PAH ligos patogenezei.

Darbo tikslas: Nustatyti adenozino receptoriy geny raiska (IRNR lygiu) ziurkés plauciy
kraujagysliy endotelio lastelése ir ziurkés plauciuose, jy pokycius esant hipoksijai, jvertinti AR poveikj

endotelio Igsteliy proliferacijai.

UZdaviniai:

1. Nustatyti AR geny raiSkg PSKE ir PAE lastelése.

2. Nustatyti AR geny raiska PSKE ir PAE lastelése hipoksijos metu.
3. Nustatyti AR agonisty jtakg PSKE lasteliy proliferacijai.

4. Nustatyti AR geny raiSkg ziurkés plauciuose hipoksijos metu.

5. Atlikti imunohistochemin;j tyrimg PAH paciento plauc¢iy méginiui.

3. LITERATUROS APZVALGA

3.1. Su G-baltymu susieti receptoriai

Su G baltymu susieti receptoriai (GBSR) yra didZiausia membraniniy baltymy Seima zmogaus
genome, tai turtingiausias vaisty taikiniy $altinis vaisty ktiréjams. Ligandus Siems receptoriams sudaro
kvapai, feromonai, $viesai jautrlis junginiai, hormonai, neurotransmiteriai ir kt. Ligandy dydis gali
skirtis nuo mazos molekulinés masés junginiy iki peptidy ar baltymy [12]. GBSR yra susije su
daugeliu ligy. Manoma, kad apie 50-60% dabartiniy vaisty veikia GBSR [13]. D¢l didelio receptoriy
skaiciaus daugeliui GBSR ligandai ir funkcija dar nenustatyti.

Receptoriaus id¢ja kilo XIXa. pradZioje Paului Erlichui, kuris pasitlé gretutinés grandinés
teorija (Corpora non agunt nisi fixata (vaistai neveikia, jei jie neprisijungia)). Siuo teiginiu jis bandé
paaiskinti antigeny jungimasi prie lasteliy. 1905 metais John Langley ir jo studentas Thomas Elliot
tirdami simpatinj nerviniy impulsy perdavima, sukiiré¢ imlios medziagos (angl. receptive substance)
teorijag. Po 6 mety Earl Sutherland atrando ciklinj adenozino monofosfata (CAMP) ir adenilatciklaze
(AC). cAMP atradimas labai svarbus zingsnis, atrandant GBSR, nes CAMP yra vienas i§ pagrindiniy
signalo nesikliy. Vykdant tolimesnius tyrimus buvo pastebéta, kad hormony receptoriai aktyvuoja AC.
Vykdant tolimesnius tyrimus Alfred G. Gilman ir Martin Rodbell tyréjy grupés suformuoja G baltymo
veikimo principg. 1986 metais, atsiradus rekombinantinés DNR technologijoms, Robert Lefkowitz

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



11

seka [15]. Tolesnis darbas nustatant tikslesne struktiirg ir transmembraninius domenus, buvo atliktas
Richard Dixon, Brian Kobilka ir kity grupiy [16]. 2012 metais Robert Leftkowitz ir Brian Kobilka
buvo nominuoti Nobelio premijai uz savo darbus GBSR srityje [17]. Adenozino receptoriai taip pat

priklauso GBSR ir atlieka svarby vaidmenj zmogaus biocheminiuose procesuose.

3.2 Adenozino receptoriai

Fiziologinis adenozino efektas buvo pastebétas mazdaug pries 80 mety, tiriant gyviiny audiniy
ekstraktus. Injekavus Siuos ekstraktus laboratoriniams gyviinams pastebéti Sirdies ritmo sutrikimai
[18]. Tolimesniais tyrimais nustatyta, kad veiklioji medziaga ekstraktuose - adenozinas. Analizuojant
adenozino ir jo inhibitoriy poveikj smegenims, Albert Sattin ir Theodor Rall 1970 metais padaré
iSvada: adenozinui yra specifiniai receptoriai, kurie susij¢ su cAMP sinteze, o metilksantinai veikia
kaip antagonistai. Atlikus farmakologing analiz¢ nustatyti du adenozino receptoriy tipai: ALIR ir A2R.
Ilga laikg manyta, kad A2R yra vienas receptorius. Atlikus iSsamesnes studijas nustatyti du A2R
receptoriai, kurie susieti su Gs baltymu: A2AR ir A2BR. Paskutinis receptorius atrastas AR grupéje
buvo A3R, taiau neabejojama jo svarba jvairiuose fiziologiniuos procesuose. Klonavus visus
receptorius pastebéta, kad jie priklauso vienai didelei 7-transmembraniniy receptoriy Seimai, kur 7

hidrofobiniai fragmentai pereina membrang.

3.2.1. Al receptorius

AlR charakterizuojamas kaip glikoproteinas, kurio molekuliné masé, esant monomerinei
formai 35-36 kD. Receptorius yra susijgs su keletu G-baltymy, kuriy pagrindiniai yra G; (pertusi
toksinui jautriis) baltymai, salygojantys pagrindinj signalo perdavimg, per antring signalo perdavimo
molekule CAMP. Veikiant G; baltyma slopinama AC, sumazéja CAMP kiekis. Signalo perdavime taip
pat dalyvauja fosfolipazé C, K* kanalai, Ca®* kanalai. Aktyvavus fosfolipaze C, padidéja
inositoltrifosfato kiekis ir diacilglicerolio kiekis, kurie toliau veikia j kitas baltymy signaly perdavimo
sistemas[19].

Neseniai pastebéta, kad baltymas egzistuoja ne tik monomeringje formoje. Atrasti
homodimerai ir heterodimerai su dopamino ir Kkitais purinerginiais (A2AR, P2Y1, P2Y2) receptoriais
[20-22]. A1R aptinkamas daugelyje organy. Didelé raiSka smegenyse (Zievéje ir smegenélése),
hipokampe, nugaros smegenyse, akyse, antinks¢io liaukose, priesirdyje [23]. Vidutiné raiska kitose
smegeny dalyse, skersaruoziuose raumenyse, kepenyse, inkstuose, riebaliniame audinyje, seiliy

liaukose, stempléje, Storojoje zarnoje, séklidése. Maza raiSka plauciuose, bronchuose, kasoje.
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Receptorius pasizymi traukulius slopinanciu, raminanciu, neuroprotekciniu poveikiu. Apsauginis
poveikis pasireiSkia, esant iSeminés reperfuzijos paZeidimo atvejais daugeliui organy: Sirdziai,
inkstams, plauciams, kepenims [24-28].

Al1AR veikimo mechanizmy nustatymui, iSvestos §io geno nokauto pelés. ALR nokauto
peliy fenotipas: normalus svoris, kraujo spaudimas, Sirdies susitraukimo daznis, kiino temperatiira, bet
padidéjusi baimé¢ [29]. Epilepsijos tyrimuose, mechaniskai pazeidziant smegenis, A1IR nokauto
peléems buvo sukeliama epilepsija. Siame tyrime AIR nokauto pelés pasizyméjo padidéjusiomis
konvulsijomis ir uzsitesusiu status epilepticus, lyginant su kontroline grupe (turi A1R) [30].
Apsauginis poveikis pastebimas inksty iSemijos atveju. ALAR geno panaikinimas padidina iSeminj
inksty pazeidima. Manoma, kad aktyvavus A1R galima pagerinti iSeminiy ligy eiga in vivo [27].
Adenozino deaminazés (ADA) nokauto pelés pasizyméjo didesne ALR geny raiSka alveoliy
makrofaguose. Atlikus dvigubg - ALR ir ADA geny nokauta, atsiranda plauciy uzdegiminiai procesai,
plau¢iy gleivinés metaplazija ir alveoliy destrukcija. Sie pokyéiai siejami su padidéjusiu, Th2 limfocity

i8skiriamy, citokiny: IL-4, IL-13, chemokiny ir matricos metaloproteaziy kiekiu [31].

3.2.2. A2A receptorius

A2AR yra 45 kDa masés baltymas. Zmogaus ir pelés receptorius koduojanti seka sutampa
82,9%, o ziurkés ir pelés 94,6%. Genas randamas zmogaus 22-0je chromosomoje. Yra zinoma, kad
A2AR Kkaip ir A1R gali suformuoti homodimerus bei heterodimerus su dopamino ir kanabinoidiniais
receptoriais (D2, CB1, CB1-D2, D3) [32-35]. PrieSingai nei Al ir A3 receptoriai, A2AR yra
susijunges su G baltymais. Signalo perdavimas vyksta aktyvuojant AC, padidéja cAMP kiekis, kuris
dalyvauja tolimesniame signaly perdavime. Taip pat manoma, kad aktyvavus A2AR, aktyvuojamas
mitogeny aktyvuoty baltymy kinaziy (MAPK) signalo perdavimo kelias.

Receptorius aptinkamas daugelyje organizmo Igsteliy. Didelé jo raiska bluznyje, uzkriicio
liaukoje, leukocituose (limfocituose ir granuliocituose), trombocituose, gama amino sviesto rugsties
moduliuojamuose neuronuose, uoslés svogunélivose [36]. Vidutiné raiska Sirdyje, plauciuose,
kraujagyslése, periferiniuose nervuose [37]. Maza raiska — smegenyse. A2AR vaidina svarby vaidmen;j
moduliuojant vazodilatacijg ir uzdegima. Vazodilatacinés savybés pritaikomos praktikoje. Uzdegimo
slopinimas - vienas i§ pagrindiniy efekty, kuriuos galima pasiekti, aktyvavus A2AR limfocituose ir
granuliocituose [38]. Aktyvavus A2AR slopinama smegeny Veikla, moduliuojant gama amino sviesto
rugsties (GASR) apykaita bei neigiamai reguliuojant dopaminerging sistema, sukeliamas
antipsichotinis poveikis [39].

Pirma kartg A2AR nokautas buvo atliktas naudojant CD1 rasies peles [40]. A2AR geno

neturinCiose pelése, kofeinas, kuris stimuliuoja smegeny veiklg ir skatina tiriamagsias savybes,
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pasizyméjo depresiniu poveikiu. A2AR nokauto pelés pasizyméjo didesniu bailumu, atliekant baimés
testg, o patinai buvo agresyvesni jsibrovéliams [40]. Naudojant A2AR nokauto peles, jrodomas
receptoriaus vaidmuo organizmo funkcijy reguliavime. Veikiant A2AR agonistais A2AR nokauty
peles, nepastebima vazodilatacija. Inksty iSemijos atveju, veikiant agonistu ATL16e, nepastebimas
apsauginis poveikis, A2AR chimerinéms peléms, kurioms A2AR panaikintas kauly Ciulpy Iastelése.
Apsauginis poveikis aiSkinamas padidéjusia prouzdegiminiy citokiny IL-6, IL-1B, TGF-p gamyba
[41]. A2AR panaikinimas pasizymi apsauginiu veikimu esant epilepsijai. A2A nokauto pelése
indukavus epilepsija pentilentetrazoliu, buvo pastebéti sumazéje pazeidimai limbinéje sistemoje,
lyginant su kontroline grupe [42]. Parkinsono ligos modelyje, kur neurony pazeidimai susije su o-
sinukleino mutacijomis, A2AR nokautai nepatyré didensiy neurony pazeidimy ir visi§kai i§saugojo
dopaminergines sinapses. Sis eksperimentas paaikina kofeino (adenozino receptoriy antagonistas)
apsaugines savybes Parkinsono ligos atveju [43]. Neseniai atlikti tyrimai parodé, kad A2AR

nokautams hipoksijojos metu issivysto PAH. Taciau priezastys ir mechanizmas néra visiskai aiskis

[7].

3.2.3. A2B receptorius

A2BR yra 36-37 kDa masés baltymas. Zmogaus receptoriaus aminoriigi¢iy seka 86-87%
atitinka ziurkes ir pelés aminortgsciy seka. Pelés ir ziurkés aminortigsciy seka atitinka 96%. Lyginant
su kitais adenozino receptoriais A1R ir A2AR, A2BR atitinka tik 45 % aminortigsc¢iy sekos [44].
Zmogaus A2BR randamas 17-oje chromosomoje. A2BR susijes su Gs baltymais, signala perduoda
aktyvuojant AC, kuri padidina cAMP kiekj. Taip pat A2BR yra susijunges su Gq baltymais, kurie
aktyvuoja fosfolipaze C ir padidina vidulastelinio kalcio kiekj. Tyrimai rodo, kad A2BR signalo
perdavimas gali vykti aktyvuojant kinazes: ERK %2 , INK ir p38.

Receptoriaus raiska organuose skiriasi. Didelé¢ raiSka biidinga: aklojoje Zarnoje, pisléje,
gaubtinéje zarnoje; vidutiné - plauciuose, kraujagyslése, akyje, mastocituose; maza raiSka -
ricbaliniame audinyje, antinks¢iuose, smegenyse, inkstuose, kepenyse, kiausidése, hipofizyje [45, 46].
A2BR vaidina svarby vaidmenj uzdegiminiuose procesuose [47, 48].

AZ2BR yra indukuojamas hipoksijos. ISaiskinta, kad padidéjusia A2BR geny raiska tiesiogiai
lemia HIF-1 a tranksripcijos faktorius, kuris jungiasi prie A2BR geno promotoriaus regiono [49].
Pagrindiniai A2BR efektai siejami su prouzdegiminiy citokiny IL-6, TNF-a gamybos slopinimu ir
priesuzdegiminiy citokiny IL-10 gamybos padidéjimu. Sis poveikis pastebétas plaudiy pazeidimo
sindromo, kolito ir Krono ligos eksperimentiniuose modeliuose [50, 51]. Bleomicino sukeltos PAH
modelyje, naudojant A2BR nokautines peles ar veikiant A2BR antagonistu, pastebéti teigiami

poky¢iai, jvertinus plauciy arterijos slégj ir plau¢iy morfologija [8]. Viena A2BR terapinio pritaikymo
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galimybiy yra blokuojant A2BR sumazinti uzdegiminius procesus. Atlikty tyrimy duomenimis

pastebéta, kad A2BR agonistai pasizymi apsauginiu poveikiu iS§eminés reperfuzijos atveju [52].

3.2.4. A3 receptorius

A3R yra 36 kDa masés baltymas. Tik 74% ziurkés A3R geny sekos atitinka zmogaus A3R
geny seka. Zmogaus ir avies receptoriy seka atitinka 85%. Receptoriaus skirtumai tarp risiy
apsunkina AR agonisty ir antagonisty kiirimg. A3R yra sudarytas i§ 318 aminortigsc¢iy [53]. A3R yra
susijes su Gi baltymais, kurie slopina adenilatciklazg ir mazina cAMP kiekj lastelés viduje. Kitas
signalo perdavimo budas - fosfolipazés C aktyvavimas. Vidulastelinis C-galo receptoriaus regionas
turi keletg serino ir treonino liekany, kurios yra potencialios fosforilinimo vietos. Aktyvavus receptoriy
Sios vietos fosforilinamos ir receptorius jtraukiamas ] lastelés vidy. Sumazéjus receptoriaus Kiekiui
virSulagstelinéje dalyje, sumazéja signalo perdavimas, taciau veikiant agonistu ilgesnj laika,
virSulastelinis receptoriaus Kiekis atsistato.

Didelé receptoriaus raiska yra ziurkés kiauSidése ir mastocituose[46, 54]. Vidutiné
receptoriaus raiSka: Zzmogaus smegenélése, hipokampe, avies plauciuose bei bluznyje. Maza raiska:
skydliaukéje, smegenyse, antinks¢iuose, bluznyje, kepenyse, inkstuose, zmogaus kiauSidése. Yra
keletas nesutapimy atsizvelgiant ] A3R raiska smegenyse. Naudojant in situ hibridizacijos modelj,
nepavyko aptikti A3R, taciau veikiant receptoriy selektyviais agonistais bei taikant receptoriaus
nokauto peles, jrodyta receptoriaus reik§mé smegenims [55]. Apsauginé funkcija, smegeny iSemijos
atveju, yra sudétinga. Skirtingi agonistai, jy koncentracija, taip pat jy vartojimo laikas, tai faktoriai,
kurie gali nulemti skirtinga efekta. Vartojant agonistus, prie§ sukeliant smegeny iSemija, pazaida yra
didesné, taciau aktyvuojant A3R po iSemijos agonistai pasizymi apsauginiu veikimu [56]. Fokalinés
smegeny iSemijos atveju didesné smegeny pazaida yra A3R nokauty peléms [57]. A3R atlieka svarby
vaidmen] uzdegiminiuose procesuose ir iSemijos atvejais. Keletas tyrimy rodo A3R apsauge funkcija,
esant Sirdies iSeminei reperfuzijai. A3R dalyvauja keiCiant kraujagysliy pralaiduma, sumazina
kardiomiocity pazeidimus po miokardo infarkto [58-60]. Nepaisant mazos A3R geny raiskos Sirdyje,
rezultatai pagrjsti A3R nokauty peliy modeliu [60].

A3 receptoriaus raiska limfocituose reguliuoja citokiny iSskyrimg, tokiu bidu daro jtakg
uzdegiminiams procesams organizme. Nustatyta, kad A3R aktyvavimas peliy mastocituose, sukelia jy
degranuliacija, taCiau reikia atlikti daugiau tyrimy norint jrodyti receptoriaus reik§me¢ zmonéms.
Pastebéta, kad dvigubo nokauto pelés - A3R ir ADA pasizymi daug mazesne eozinofily infiltracija
plauciuose [61]. Tikslus mechanizmas sglygojantis eozinofily infiltracijg plau¢iuose néra zinomas.

Taip pat pastebéta, kad A3R aktyvavimas mazina monocity iSskiriamg TNF-a. TNF-o iSskyrimo
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slopinimas yra perspektyvus budas gydyti reumatoidinj artritg [62]. Inksty iSemijos atveju A3R
nokautuotos pelés jgyja daugiau pazeidimy [63]. A3R yra daznai iSreikStas vézinése lgstelése. Atlikta
daug studijy, kai veikiant A3R, sustabdomas véziniy lgsteliy augimas arba padidinamas jautrumas
chemoterapijai [64-66].

|
Sy 3.3. ADENOZINO RECEPTORIU AGONISTAI

1 pav. Adenozinas

3.3.1. Adenozinas

Adenozino terapiniam pritaikymui atliekami tyrimai daugelyje sri¢iy: Sirdies iSemijos,
Parkinsono ligos, miego sutrikimy ir kt. Adenozinas ir dipiridamolis yra vieni i$ pagrindiniy Sirdies
vainikiniy kraujagysliy vazodilatatoriy, kurie vartojami du deSimtmecius, po registracijos maisto ir
vaisty agentiiroje JAV 1990 metais. Adenozinas, firminiu pavadinimu ,,Adenocard®, vartojamas norint
sustabdyti paroksizming supraventrikuling tachikardija (PSVT). Kitas adenozino preparatas
»Adenoscan“ yra farmakologinio streso agentas, kuris padidina vainikiniy kraujagysliy pralaiduma,
atliekant Sirdies scintiagrafija su taliu-201 [67]. Daugelio Kity adenozino analogy klinikiniy tyrimy
rezultatai yra daug Zadantys, taciau uzregistruota tik keletas naujy vaisty[68].

Adenozinas - tai natiraliai susidarantis AR agonistas, turintis trumpg gyvavimo pusperiodj 3—
6 s. Jis pasizymi skirtingu giminingumu adenozino receptoriams. DidZiausias giminingumas A1R
(zmogaus) Ki: 100nM, tris kartus mazesnis A2AR (zmogaus) Ki:310nM, panaSus A3R (zmogaus)
Ki:290nM ir maziausias giminingumas ] A2BR (Zmogaus) Ki:15000nM [69]. Metabolinis stabilumas
riboja ilgesnj adenozino poveikj, tac¢iau greitas skilimas yra parankus gydant PSVT. Nepaisant greito
metabolizmo, Salutinis poveikis nei§vengiamas, nes adenozinas jungiasi neselektyviai prie keleto
receptoriy. Salutinis poveikis pasireiskia dusuliu, galvos, kritinés skausmu ir kt [70].

Uzdegiminiy citokiny ir kraujagysliy endotelio augimo faktoriaus i$siskyrimas pacientams
vartojantiems adenozing, yra viena i$ sri¢iy, kurioje Klinikinius tyrimus vykdo Vanderbilto
universitetas [71]. Tyrimai laikinai sustabdyti. Kardioprotekcinis poveikis tiriamas Ottawos Sirdies

institute. Nustatoma ar profilaktiSkai vartojant adenozing galima iSvengti miokardo nekrozés, po
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kuriuose adenozinas taikomas neuropatinio skausmo gydimui, jo veiksmingumas lyginamas su
klonidinu [73].

3.3.2. Al receptoriaus agonistai
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Norint padidinti selektyvumag A1R, pirmosios adenozino modifikacijos atliktos prie N6 amino
grupés, jvedant cikloalkanus ar aromatines fenilo liekanas. Sios modifikacijos suteikia junginiam
atsparumg adenozino deaminazei (ADA) bei prailgina junginio gyvavimo pusperiodj [74]. Kuriant
selektyvesnius ir veiksmingesnius agonistus, jvesti pakaitai 2-oje padétyje ir atliktos modifikacijos
ribozés liekanoje. Vienas i$ pirmyjy selektyviy A1R agonisty R-PIA, kuris turi pakaitus N6-oje
padétyje jvesta izopropilfenil liekang, placiai naudotas in vitro ir in vivo eksperimentuose [75].
Ciklopentilo jtraukimas N6-oje padétyje suteiké selektyvumo ALR, 0 preparatas pavadintas CPA.
Tolimesni pakeitimai vyko pakei¢iant vandenilj chloru 2-0je padétyje, sudarytas junginys CCPA, kuris
pasizyméjo 4 kartus padidéjusiu selektyvumu ALR ir 2 kartus geresniu giminingumu lyginant su CPA
ir R-P1A [76]. Pastebéta, kad pasiekus 35UM koncentracija CPA veikia kaip antagonistas zmogaus
A3AR [77]. Pirmasis ALR agonistas ne adenozino pagrindu buvo sukurtas Bayer kompanijos, tai 2-
amino-3,5-dicianopiridino darinys Capadenoson.

Atlikus fizinio krivio testa, pastebéti teigiami pokyciai, gydant su Capadenoson [78]. Kiti agonistali
Seladenoson, Tecadenoson dalyvauja priesirdziy virpéjimo ir PSVT klinikiniy tyrimy pirmoje ir

antroje stadijose. Rezultatai rodo, kad jy efektyvumas prilygsta adenozinui. Taip pat jie pasizymi
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mazesniu Salutiniu 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 ilgy struktiiros aktyvumo ry$io studijy buvo sukurti A2AR agonistai. Prie§ surandant
naujus ligandus, NECA buvo selektyviausias A2AR agonistas. Susintetinti adenozino analogai su
antriniy aminy, tioeteriy pakaitais 2-oje padétyje, parodé padidéjusj selektyvumg A2AR. CGS21680
vienas i§ pla¢iai naudojamy junginiy, SU 2-0je padétyje esanéiu paraetilkarboksifeniletilamino pakaitu
ir alkiluronamido modifikacija esancia ribozés 5-oje padétyje. Deja, CGS21680 stipriau veikia ziurkés
A2AR nei zmogaus receptoriy. Kuriant selektyvius ligandus adenozino receptoriams, verta atsizvelgti |
receptoriy skirtumus tarp rasiy[81]. Toliau tobulinant agonistus sukurtas Apadenoson (ATL-146e),
kuris penkis kartus efektyvesnis negu CGS21680. Pagrindiniai pakeitimai jvykdyti 2-0je padétyje,
jtraukiant 2-propin-1-il-cikloheksiankarboksilinés riigSties metilo esterj, 0 modifikacijos ribozés
liekanoje paliktos [82].

Apadenoson pasieké klinikiniy tyrimy trecig stadija, tiriant miokardo diagnostikos preparatus.
Pries vykdant tyrimus buvo tikimasi, kad vaistas bus gerai toleruojamas, saugus, neblokuos
atrioventikulinio mazgo bei nesukels bronchy spazmo [83]. Apadenoson pateisino tyréjy viltis. Taciau
kol preparatas yra klinikiniy tyrimy trecioje stadijoje, pirmasis selektyvus A2AR agonistas jau

uzregistruotas maisto ir vaisty agentiroje JAV (angl. FDA). 2008 metais uzregistruotas pirmasis
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adenozino analogas Regadenoson (Lexiscan) skirtas vartoti kaip pagalbinis vazodilatacinis agentas
atlickant miokardo diagnostikg. Regadenoson 2-oje padétyje turi 4-(metilamino)karbonil-1H-pirazol-
1-il pakaita, kuris padidina selektyvuma A2A receptoriui. Sis preparatas pasizymi 10 karty maZesniu
jungimusi su A1R, taip pat mazu jungimusi su A2BR ir A3R [84]. Regadenoson pasizymi $iais
farmakokinetiniais parametrais:  greita vaisto veikimo pradzia (pasiekiama maksimali vaisto
koncentracija po 1-4 minugiy) ir trumpas vaisto poveikis. Salutiniai poveikiai lyginant su adenozinu,
pasireiskia re¢iau, pacientams sergantiems kvépavimo taky ligomis. Salutiniai poveikiai panaikinami,
sonedenoson, binodenson, tiraimos jy prieSuzdegiminés savybés. Pastebéta, kad preparatai sukelia
Salutinius poveikius: vazodilatacija, hipotenzija. Ateityje sukurtos selektyvios vaisty nuneSimo

technologijos galéty iSspresti Sig problema [87].

3.3.4. A2B receptoriaus agonistai
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A2BR yra receptorius, kuris turi maza gimininguma adenozinui. Ilga laika buvo sunku sukurti
selektyvy A2BR agonista. NECA buvo pats efektyviausias A2BR agonistas, ECsy siecké 140 nM.
Nesenai susintetinti du nauji A2BR agonistai, kurie pasizymi dideliu giminingumu receptoriui. Vienas
i§ jy yra adenozino struktiirg turintis deoksi-1-[6-[N'-(furan-2-karbonil)-hidrazino]-9H-purin-9-il]-N-
etil-B-D-ribofuranuronamidas, kuris priklauso 6-(heteroaril-karbonil)-hydrazino-NECA  grupei,
turin¢iai 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 i§ 2-aminopuridin -3,5- dikarbonitril
junginiy grupés, kuris tiriant su rekombinantiniais zmogaus AR isreikstais Kiny ziurkéno kiausidziy
lastelése (CHO) pasizyméjo selektyvumu A2BR. (ECsp >10000nM A1R, A2AR, A3R, isskyrus ECsp -
3nM) [89]. Atliekant iki Kklinikinius tyrimus aterosklerozei gydyti, BAY 60-6583 pasizyméjo kepeny
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transkripcijos faktoriaus SREBP-1 pokyc¢iais, kurie siejami su sumazéjusiu bendru lipidy kiekiu

! cl
gj/ HO OH
PN

N
N OH OH ¢ N OH
o o}
OH OH o
—— O§
o— —
NH 0
NH < HaC HsC—nNH
4 cH HEMADO MRS3558
CH,4 3
IB-MECA Cl-IB-MECA 5 pav. A3R agonistai

A3R yra mazo giminingumO receptorius. Selektyviy ligandy dizainas Siam receptoriui
pagrijstas hidrofobiniy pakaity jvedimu N6-0je ir 2-o0je adenozino padétyse. Taip pat atliekamos ir
ribozés liekanos modifikacijos. Sudarius amidus, eterius 5-oje ribozés padétyje, padidéja
selektyvumas. Ilginant alkilo granding N6 padétyje selektyvumas sumazéja, 0 jvedant ciklopentil,
ciklobutil liekanas padidéja selektyvumas j A1R [91]. Jterpus mazas metil, oksimetil grupes N6
padétyje, selektyvumas padidéjo 10 karty j Zzmogaus A3R [92]. Iterpus 2-oje padétyje ciano grupe
giminingumas ir efektyvumas sumazéjo, kai N6-oje padétyje buvo jvesti 3-iodobenzil ir trans-2-fenil-
ciklopropil pakaitai. Taciau 2-padétyje jvedus ciano ir N6-oje padétyje metilo grupes junginys veikia
kaip A3R agonistas [93]. Modifikavus adenozing jterpiant 3-iodobenzoil pakaitag N6-oje padétyje, Cl
2-0je padétyje ir 5’metilkarboksiamido grupe ribozés liekanoje gautas - CI-IB-MECA. CI-IB-MECA-
A3R agonistas, kuris yra selektyvesnis ziurkés, o ne zmogaus A3R [94]. CI-IB-MECA yra vienas i$
pirmyjy selektyviy A3R agonisty, jis naudojamas daugelyje in vitro ir in vivo studijy. Sukurta ir
naujesniy agonisty pvz.. HEMADO, CF502 jie taip pat naudojami tyrimuose [95, 96].

Keletas agonisty IB-MECA (CF101), CI-IB-MECA (CF102) dalyvauja Klinikiniuose
tyrimuose kepeny véZzio, reumatoidinio artrito, psoriaziy, sausy akiy sindromo, giaukomos gydyme

[97, 98, 99 , 100]. Naujas junginys MRS3558 (CF502) yra vienas i§ efektyviausiy A3R agonisty,
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efektyvesnis uz IB- MECA. MRS3558 preparato efektyvumas reumatoidinio artrito iki klinikiniuose
tyrimuose vertinamas teigiamai [62].

3.4. Adenozino receptoriy antagonistai
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Geriausiai zinomi ne selektyviis AR antagonistai yra Kkofeinas ir teofilinas. Kofeinas
vartojamas jau keletg tukstan¢iy mety. Daugelis Siandien vartojamy gérimy turi kofeino. Teofilinas yra
kofeino metabolitas. Jis pradétas vartoti kaip diuretikas nuo 1902 mety. Po 20 mety teofilinas pradétas
vartoti astmos gydyme. Nors kofeinas ir teofilinas yra AR antagonistai, ta¢iau jy giminingumas
receptoriams yra mazas [101]. Sukurti antagonistai pasizymintys didesniu giminingumu. Dazniausiai

atliekamos modifikacijos 1-3-7 padétyse. Taip pat surasti ne purino pagrindg turintys AR antagonistai.

3.4.1. Al receptoriaus antagonistai
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Vienas pirmyjy A1R antagonisty — DPCPX, turi propilo pakaitus ksantino 1,3-0je padétyse ir
ciklofenilo 8-oje padétyje [102]. DPCPX pasizymi dideliu selektyvumu AIlR, bet nedideliu
antagonistiniu aktyvumu zmogaus A1R. Atlikus nedidelius pokycius DPCPX, 8-0je padétyje jvedant
noradamanilo lickang vietoj ciklopentilo, gautas Rolofylline (KW-3902). Sis antagonistas
Klinikiniuose tyrimuose skirtas pacientams, sergantiems Sirdies nepakankamumu. Pirmi rezultatai buvo
daug zadantys. Rolofylline (1,3-dipropil-8-(3-noradamantil)ksantinas) vartojamas intraveniniu btdu,

pagerino ligos eiga. Taip pat pasizyméjo apsauginiu poveikiu inkstams. Apsauginis mechanizmas
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paaiSkinamas preparato vazodilatacinémis savybémis bei padidinta glomeruly filtracija [103, 104].
Taciau atlikus ,,PROTECT-2 klinikinius tyrimus, su didesne tiriamyjy grupe, pirminiai duomenys
nepatvirtinti.

SLV320 yra selektyvus A1R antagonistas, kurio pagrindas yra 7-deazapurinas su N6-oje
padétyje esan¢iu pakaitu. Sis preparatas klinikiniuose tyrimuose skirtas pacientams, sergantiems
Sirdies nepakankamumu. Antagonistas buvo vartojamas kaip papildoma priemoné skatinti natriureze ir
diureze. Pradiniai duomenys yra teigiami. Taciau norint jvertinti preparato efektyvuma reikety atlikti
tyrimus su didesnémis tiriamyjy grupémis [105]. AR mechanizmy nustatymui taikoma positrony
emisijos  tomografija,  kur  vartojamas AlR  antagonistas  8-ciklopentil-1propil-3-(3-
[18F]fluoropropil)ksantinas [106].

3.4.2. A2A receptoriy antagonistai
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Pirmieji A2AR antagonistai buvo kuriami keiciant ksantino pagrindg. Prijungti stirilo pakaitai
8-0je padétyje j ksantino pagrinda, pasizyméjo A2AR antagonistinémis savybémis. Sukurta visa grupé
junginiy, i$ kuriy geriausi: Istradefylline ( KW-6002) , CSC, MSX-2, buvo vartojami daugelyje in vivo
eksperimenty. Istradefylline pirmasis, kuris buvo isbandytas klinikiniuose tyrimuose Parkinsono ligai
gydyti, taciau jis neparodé didelio aktyvumo lyginant su klinikinéje praktikoje vartojamais
dopaminerginiais vaistais [107, 108].

Tolesnés modifikacijos, kuriant A2AR antagonistus, atliktos prie ksantino pagrindo pridedant
trecig cikla ar jterpiant heterocikla. Sudaromos tokios junginiy grupés: tiazolchinazolinai,
triazoltriazinai, triazolpirimidinai, pirazolotriazolopirimidinai. Aktyviausi junginiai: CG15943,

ZM241385, Vipadenant, SCH442416. Siy junginiy efektyvumas Parkinsono ligos gydymui stebimas
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klinikiniuose tyrimuose. Modifikuojant dopaminerginio signalo perdavimo kelius vaistais, netiesiogiai
veikianéiais j dopamino receptorius, atveriami nauji keliai neurodegeneraciniy ligy gydymui, kuriy

patogenezé susijusi su sutrikusia domapino apykaita (Alzheimerio, depresijos ir priklausomybiy).

3.4.3. A2B receptoriy antagonistai
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Pastebéta, kad 8-fenilksantino dariniai turi A2BR antagonistiniy savybiy. Vienas i§ pirmyjy
A2BR antagonisty 8-fenilksantino junginys MRS-1754, su p-cianoanilido pakaitu 8-oje ksantino
padétyje [109]. Tolimesni patobulinimai, p-cianoanilidag pakeitus j 5-fenil-1,2,4-oksadiazolg, sukurtas
analogas CVT-5440. Taciau Sie pakeitimai sumazina junginio tirpumg [110]. Kiti ksantiny serijos
pakaitai CVT-6883 (GS-6021) su 8-0je padétyje esanciu pakaitu 3-(trifluorometil)benzil)-1H-pirazol-
4-il pasizyméjo geru giminingumu ir selektyvumu A2BR. Ivertinti CVT-6883 tinkamumg astmai

gydyti, atliekami Kklinikiniai tyrimai. Pirmoje klinikiniy tyrimy stadijoje preparatas yra gerai
toleruojamas. Taip pat atlickami ir kltq A2BR antagonistq (ATL-844 LAS38096, OSIP339391,
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3.4.4. A3 receptoriaus antagonistai
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Modifikuojant ksantiny farmakoforg kol kas nepavyko rasti selektyviy A3R antagonisty.
Tac¢iau modifikuojant 1,4-dihidropiridino, piridino, flavony, chinazolino molekuliy pagrindus
pastebéta, kad junginiai pasizymi antagonistinémis savybémiS. Vienas i§ pirmyjy A3R antagonisty
MRS1523 [112]. Daugelis kity junginiy grupiy taip pat pasizymi selektyviu poveikiu A3R, taiau ne
daug junginiy dalyvauja Klinikiniuos tyrimuose. Tikimasi, kad OT-7999 pasieks glaukomos
Klinikinius tyrimus. Taip pat daug tikimasi i$ tiazolo junginiy, kurie pasiZymi antialerginémis
savybémis [113].

3.5. Plaudiy arterijos ir plau¢iy smulkiy kraujagysliy endotelio 1astelés

Kraujagysliy endotelio lastelés dengia visus kraujo indus, taip tiesiogiai kontaktuodamos su
krauju. Net maziausi kapiliariai yra padengti endotelio lastelémis. Endotelis taip pat dengia ir
limfagysles. Suaugusio zmogaus kraujagysliy endotelis sudarytas mazdaug i§ 6 x 10*2 lIasteliy, sveria
apie 1 kg, ir dengia apytikriai 700 m? [114]. Plau¢iy endotelio lastelés atlicka keleta funkcijy: barjero,
signaly perdavimo, pralaidumo, uzdegiming, kraujo koaguliacijos, taip pat dalyvauja riebaly
metabolizme. Sias funkcijas endotelis reguliuoja per lastelés membranoje esandius receptorius,
baltymus (pvz.: augimo faktorius, koaguliacinius ir nekoaguliacinius baltymus), metabolitus (pvz.:
azoto oksidas ir seratoninas), hormonus (pvz. endotelinas-1). Taip pat svarbios specifinés lasteliy
jungtys, kurios nulemia lastelé — lgstelé ir 1gstelé — matrica sgveikas.

Plauc¢iy endotelis yra didziausias Zmogaus kiine. Taip pat pasizymi savo iSskirtinumu
lyginant su kity kraujagysliy endoteliu. Plauciy arterijos ir plauciy smulkiy kraujagysliy endotelis
skiriasi, todél batina atsizvelgti j §j faktg studijuojant su plauciy endoteliu susijusias ligas. Yra keletas
faktoriy, kurie skiria plauciy endotelio lasteles, tai be abejonés keicia jo funkcijas, fiziologinj atsaka.
Glikokaliksas yra svarbus plauciy endotelio lasteliy pralaidumui ir imuninés sistemos atsako
reguliavimui [115]. Jrodyta, kad jis skiriasi tarp PAE ir PSKE Igsteliy. Lektiny jungimosi eksperimente
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iSaiskinta, kad Griffonia simplicifolia lektinai jungiasi tik prie PSKE lasteliy, o lektinai i§ Helix
pomatia jungiasi tik prie PAE lgsteliy [116, 117]. Weibel-Palade ktiny, kurie kaupia Von Willebrando
faktoriy (susijes su trombo formavimu) ir P-selekting (susijes su neutrofily adhezija), néra PSKE
lastelése. Taciau Siuos faktorius PSKE lastelés sintetina ir iSskiria, todél manoma, kad jy reguliacija
vyksta, pasitelkiant kitag mechanizmg [118]. Kraujagysliy pralaidumas yra skirtingas plauciy arterijoje
ir smulkiosiose kraujagyslése, todél manoma, kad tai priklauso nuo skirtingy endotelio Igsteliy.
Stipresnis lasteliy jungéiy sudarymas yra vienas i§ faktoriy, sglygojanciy kraujagysliy pralaiduma.
PSKE lastelés suformuoja stipresnes jungtis, lyginant su PAE lastelémis, taciau tikslus jungciy
formavimo mechanizmas néra Zinomas [119]. Ca®* signaly perdavimas yra svarbus faktorius,
reguliuojant kraujo indy pralaidumg. Tapsigarginas yra seskviterpeninis lakotonas, kuris veikia
slopindamas sarkoplazminio retikulo Ca** ATFazes ir padidina citozolinj kalcio kiekj. Po tapsigargino
stimuliacijos, pastebéti Ca** poky¢iai PAE lastelése, o ne PSKE [119, 120]. Atlikus plauciy perfuzija
in situ pastebeéti skirtingi efektai, veikiant tapsigarginu ir 4aphorbol2,13 didekanoatu (4aPDD).
Paveikus tapsigarginu pastebétas perivaskulinis skys¢iy kaupimasis prie dideliy kraujo indy, tuo tarpu
veikiant 4aPDD, sukeltas skys¢iy kaupimasis alveolése. 4aPDD aktyvuoja baltyma, pereinamojo
receptoriy potencialo Katijony Seimo V narj 4 (TRPV4), kuris sukelia PSKE lgstelése pokycius,
salygojacius alveoliy prisipildyma skyséiu [121, 122]. Kitas svarbus faktorius, kuris diferencijuoja
plau¢iy endotelio lgsteliy tipus, yra N-katherino ir aktyvuotos leukocity adhezijos molekulés
(ALCAM) raiska. PSKE lgstelése Siy molekuliy raiska in vitro yra daug didesné, lyginant su PAE
lasteliy, tokie patys rezultatai pastebéti in situ. Sie baltymai siejami su stipresniy tarplasteliniy rysiy
skirtumais tarp endotelio lgsteliy [123]. Endotelio lasteliy proliferacija dar vienas svarbus faktorius
palaikant barjerg. PSKE pasizymi greitesne proliferacija lyginant su PAE lgstelémis. PAE lastelés
sustoja daugintis panaikinus serumg i$ augimo terpés, 0 PSKE lastelés kurj laikg vis dar dauginasi.
Padidéjes proliferacijos potencialas paaiskinamas hiperfosforilintu (neaktyviu) retinobalstomos
baltymu (Rb) PSKE lastelése. Rb yra vienas i$ auglio supresoriy, tuo tarpu PAE lastelése Sis baltymas
yra hipofosforilintas. Taip pat Ciklino D1 raiska didesné PSKE Igstelése. Ciklino D1 padidéjusi raiska

yra daznas reiskinys vézinése lastelése [124].

3.5.1. Hipoksijos poveikis plauciu endotelio lasteléms

Hipoksija — biisena, kai organizmas negauna reikiamo deguonies kiekio. Hipoksijos pavyzdys
yra aukstumy efektas zmogui, kuris sukelia aukStumy ligg - plau¢iy edemg, smegeny edema, PAH.
Zmonés, kurie turi sutrikimy kardiopulmonarinéje sistemoje, turi padidéjusj polinkj susirgti pirmine

plauciy arterijos hipertenzija. Hipoksija taip pat yra vienas i§ faktoriy, sukelian¢iy amy kvépavimo
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nepakankamumo sindromg ir iSeminius pazeidimus [125]. Terapiniu poziiiriu yra sunku nuspresti,
kuriuos signalo perdavimo kelius reikéty modifikuoti, norint atstatyti fiziologinius pakitimus ar juos
slopinti.

Plauciy endotelio lasteliy atsakas j hipoksijg yra neabejotinas. Hipoksija salygoja padidéjusj
kraujagysliy endotelio augimo faktoriaus (VEGF) kiekj, kuris vaidina svarby vaidmen] lasteliy
diferenciacijoje ir proliferacijoje [126]. Manoma, kad tai yra vienas i$ faktoriy, kuris galimai sglygoja
PAH [127]. Hipoksija skatina uzdegiminiy citokiny i$siskyrima: TNF-o ir IL-1p, kurie i§skiriami i$
plauciy arterijos audinio, taiau jy iSskyrimas gali buti uzslopintas uzblokavus baltymy kinaze C
[128]. Eritropoetinas glikobaltymas — hormonas, kuris reguliuoja eritrocity gamybg ir adaptacija prie
hipoksiniy salygy. Eritropoetino receptoriai, kuriuos veikia eritropoetinas, yra ne tik eritrocituose, bet
ir plaudiy endotelio lastelése. Zmogaus plaudiy endotelio lastelés, esant hipoksijai, padidina
eritropoetino receptoriau raiskg. Jungiantis eritropoetinui stimuliuojama azoto oksido (NO) gamyba.
Hipoksija sumazina endotelio NO sintaze (eNOS) [129]. Taip pat padidéjes su natriu susieto neutraliy
amino ragsciy nesiklio (SNAT1) kiekis plau¢iy endotelyje, esant hipoksijos salygoms, padidina L-
citrulino (NO sintezés produktas) pernesimg j plau¢iy endotelj, kas gali jtakoti NO sinteze [130]. Taip
pat pastebéta, kad hipoksija sumazina angiotenzing konvertuojanc¢io fermento (AKF) kiekj. PSKE
lastelése hipoksija daugiau sumazina AKF, nes jo yra daugiau normaliose sglygose lyginant su PAE
lastelémis. Taciau angiotenzino konvertuojan¢io fermento kiekis ir aktyvumas esant hiposkaijai
skiriasi tarp rasiy [131]. Pastebéta, kad PSKE Igstelés suformuoja stipresnj sluoksnj hipoksijos metu,
dél ras homologo geno Seimos kinazés A (RhoA) sumazéjimo in vitro [132]. In vivo padidéjes
pralaidumas esant hipoksijai buvo sumazintas, padidinus adenozino koncentracija 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 iSskyrimas

RNR i$skyrimui naudotas RNR gryninimo rinkinys - E.Z.N.A.® (Total RNA Kit I, Omega).
RNR i$ uzsaldyty audiniy ar i$ lgsteliy lizaty iSskirta naudojant kolonélinj iSskyrimo metoda (Omega)
paveikiant DNaze-1(Sigma Aldrich). Pries atliekant iSskyrima pipetés ir darbo aplinka buvo paruosta,
nuvalant RNaseZAP (Ambion) pasalinti RNazes ir DNazes dél galimo méginiy uzterSimo. Naudojami
pipeciy antgaliai tik su filtrais skirti RNR ir DNR darbui.

Ekstrakcijos procedira vykdyta, kaip nurodyta protokole.
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1. Lastelés ar uzsaldytas audinys (plauciai) paveikiami lizavimo buferiu.

2. Méginys homogenizuojamas iSmaisant pipete (lasteles) ar homogenizatorium (audinj).

3. Pridedama vienodas kiekis etanolio (96-100%) ir méginys sumai$omi vartant.

4. Méginys uzneSamas ant Koloné¢lés (HiBind® RNA), kuri jdedama | centrifugavimo mégintuvél;.
Centrifuguojama 10,000 x g, 60 sekundziy, kambario temperatiroje. Nucentrifuguotas lizatas
iSpilamas.

5. Méginys plaunamas su plovimo buferiu I vieng kartg. Centrifuguojama 10,000 x g 60 s.

6. UzneSama DNaz¢-| tiesiai ant kolon¢lés ir inkubuojama kambario temperatiiroje 15 min.

7. Plaunama kartg su plovimo buferiu I, kuris praskiestas su etanoliu. Centrifuguojama 10,000 x g 60 s.
8. Plaunama du kartus su plovimo buferiu Il, kuris paruostas praskiedziant etanoliu. Centrifuguojama
10,000 x g 60 s.

9. Issausinama kolonélé centrifuguojant 16,000 x g 120 s.

10. Isskiriant RNA kolonélé plaunama DEPC paveiktu vandeniu j §vary mégintuveélj

4.2. RNR kokybés kontrolé

RNR kokybé ir kiekybé nustatyta spektrofotometru Nano drop. 260/280 nm absorbcijos piky
santykis buvo nuo 1.8 iki 2, kas nurodo pirminiy priemai$y nebuvimg bei jvertina gautos RNR kiekj.
Tolimesné RNR analizé atlikta naudojant Agilent bioanalyzer 2100 — mikroskys¢iy technlogoijos
pagrindu veikiancig kapiliaring elektroforeze, kurios metu nustatoma RNR kokybe ir kiekybé.
Atvirkstinei transkripcijai naudota RNR buvo ne Zemesnés kaip 8-10 RIN (RNR integralumo skaicius)

reikSmés, tai nurodo gerg RNR kokybe.

4.3. In vitro DNR sintezé panaudojant RNR matrica

KDNR (komplementari DNR) pagaminta atlikus atvirkstine transkripcija i§ iSskirtos RNR.
Siam metodui atlikti buvo naudojamas atvirkstinés transkripcijos rinkinys i§ Applied Biosystems. 1ug
RNR buvo paimta atlikti reakcijg. Pries atliekant procediirg stalas ir pipetés buvo nuvalyti naudojant
RNaseZap (Ambion). Skiedimai atlikti naudojant vandenj be nukleaziy. Naudoti antgaliai ir
mégintuveliai skirti darbui su DNR ir RNR. 10X reakcijos buferio, 25X (100mM) dNTP misinys, 10X
atsitiktiniai  pradmenys, MultiScribe atvirkstiné transkriptazé (50 U/ul), RNazés slopikliai, RNR
méginys ir vanduo be nukleaziy sumaiSyti, kad reakcijos turis atitikty 100ul. Termocikleris nustatytas
keturiems parametrams: 1 - 25°C 10 min., 2 - 37°C 120 min., 3- 85°C 5 min., 4 - 4°C. Paruosta kDNA
laikyta



27

-20°C temperatiiroje.

4.4. Imunohistocheminis tyrimas

Audiniai fiksuoti formaline ir suformuoti parafino blokai. Audinys supjaustomas mikrotomu
5uM storiu ir uzne$amas ant stiklelio. Paliekamas per naktj esant 50°C temperatiirai, kad audinys
prisitvirtinty. Toliau vykdoma méginio deparafinizacija: naudojant tirpalus: Histo-clear (Thermo
scientific), 100%, 90%, 70% koncentracijy etanolinius tirpalus. Toliau stikleliai jdedami j 0,01M
citrato buferj, kaitinami mikrobangy krosneléje 600W pajégumu 5 min ir 400W pajégumu 5 min.
Palickama atvésti ir plaunama keturis kartus fosfatinio buferio drusky tirpalu (PBS). Stiklelis su
audiniu inkubuojamas per naktj esant 4°C, su antikiiniu MBL:LS-A689 (polikloninis triusio antikiinas,
prie§ — Zmogaus antigeng) praskiesto su PBS iki 5ug/ml koncentracijos. Po inkubavimo stiklelis
nuplaunamas su PBS, uzne$amas antrinis antikiinas i§ rinkinio “Universal VECTASTAIN ABC®”
(Vector Labs). Stikliukai iSryskinti naudojant rinkinj “DAB substrate (Dako)”. Parafino blokai su
Zmogaus méginiu atitinka nacionalinio sveikatos instituto JAV reikalavimus. Informacija pateikiama

tokiu biidu, kad paciento tapatybé nebity atskleista.

4.5. Kiekybiné tikro laiko polimerazés grandininé reakcija

Geny raiska adenozino receptoriams nustatyta taikant kiekybine tikro laiko polimerazés
grandining reakcija (KTL-PGR), naudojant “TagMan®* pradmenis ir zondus. Pasirinktas reakcijos
misinys ,,TagMan Universal PCR master mix (AB)®. Reakcijai atlikti naudotas termocikleris ,,ABI
prism 7300“. Vienai reakcijai naudota 5 ng kDNR, 20X pradmeny (galutiné 1X koncentracija 900
nM), 20X zondo (galutiné¢ 1X koncentracija 250nM), 2X reakcijos mi$inio, bendras reakcijos tiris
20ul. Termocikleris ,,ABI prism 7300“ nustatytas tokiems parametrams: islaikyti 2min 50°C, 10 min
95°C, tada pradéti 40 cikly: 15 s 95°C, 1 min. 60°C. Lazeriai nustatyti FAM ir ROX spalvoms. Cikly
sulaikymo slenkstj automatiskai nustato programiné jrangg (Applied Biosystems). Rezultatai jvertinti
naudojant AACT metoda, kaip referentinj geng pasirenkant betg akting.

CT- ciklo slenkstis.

ACTag(pavy=C Tag(pav)-C Tref (ag(pav.)

ACTag(eont)=CTag(cont)"CTref(ag cont)) ~ AACT= ACTag(pav.) - ACTag(cont)

Geny raiskos pokytis = 2/ ARCT
CTag(pav.) — analizuojamo geno, paveikto mégino ciklo slenkstis

CTag(cont) — analizuojamo geno, kontrolinés grupés ciklo slenkstis
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CTref (ag(pav.)) — referentinio geno, paveikto méginio ciklo slenkstis
CTref(ag.(cont)) — referentio geno, kontrolinés grupés ciklo slenkstis
ACT ag(pav,)- NOrmalizuotas analizuojamo geno, ciklo pokytis.
ACTag(cont) — kontrolinés grupés geno, ciklo pokytis

KTL-PGR taikant ,, TagMan®‘ pradmenis skiriasi nuo kity KTL- PGR metody pvz., taikant
SYBR 7zaligjj. Principas pagrjstas fluorescenciniu dazu Zyméto zondo komplementariu jungimusi prie
norimos sekos ir egzonukleaziy aktyvuma turin¢io polymerazés taikymu.

Pirmas reakcijos Zingsnis - DNR denatiiravimas prie 95°C. lsardomos dvigrandés DNR
struktiiros, homogenizuojamas reakcijos miSinys ir aktyvuojama polimerazé, taip pat inaktyvuojami
kiti fermentai, pvz., atvirkstiné transkriptazé likusi po KDNR sudarymo.

Po $io etapo pradedama reakcijos, kurios vyksta 40 cikly.

Pirmas ciklo zingsnis yra kaitinant 15 s 95°C, atkabinti polimeraze nuo DNR grandinés ir
atskirti DNR grandines bei homogenizuoti reakcijos misinj.

Antras etapas trunka 1 min. esant 60°C temperatiirai. Jo metu vyksta hibridizacijos ir
elongacijos fazés. Pasirinkti pradmenys jungiasi su vienagrande DNR. Taip pat jungiasi ir
fluorescenciniu dazu FAM Zymétas zondas. Jis jsiterpia tarp pradinio ir galinio pradmeny sekos. Prie
zondo yra taip pat prisijunges ne fluorescuojantis, fluorescencijos slopintojas ir MGB priedas, kuris
pagerina zondo jungimasi prie DNR sekos. Paveikus zondg atitinkamo 488 nm bangos ilgio lazerio
spinduliu, fluorescencija nevyksta, nes vyksta fluorescencijos suzadintos biisenos rezonansinés
energijos perdavimas j fluorecensijos slopintoja, kuris prisijunggs prie zondo 3¢ gale. Prisijungus
pradmenims ir zondui, jungiasi polimerazé, kuri vykdo grandinés elongacijg, sintetinant
komplementariag granding matricinei DNR. Kadangi ,,TagMan®* polimerazé turi egzonuklezinj
aktyvuma, ji suardo zondo ir, fluorescencinio dazo jungtj. Atitrukes fluorescencinis dazas,
neslopinamas ir paveikus atitinkamo bangos ilgio lazerio $viesa, fluorescuoja, o jo signalas aptinkamas
detektoriuje.

PrieSingai nei taikant SYBR Zaligj; daza, ,,TagMan®“ metodas parodo jvykusiy reakcijy
skai¢iy, o ne bendrg susidariusi DNR kiekj. Tai padidina reakcijos specifiSkumg, apsaugo nuo
nespecifiskai prisijungusiy pradmeny, nes $iuo atveju norint gauti fluorescencinj signalg, reikia, kad
pradmenys ir zondas biity prisijungg prie norimo geno sekos. ,,Applied Biosystems* kompanija
uztikrina pradmeny efektyvuma artimg 100%, todél galima taikyti AACT metoda. AiSku pradmeny
efektyvumui gali turéti jtakos uzSaldymo, atSildymo procediiros, reakcijos miSinio kokybé¢, taciau tai
néra kritinis veiksnys.

Pagrindinis metodo trikumas yra zondo gamyba, nes skirtingoms sekoms reikalingas

skirtingas zondas. Sis veiksnys daro neigiama jtaka metodo savikainai. [134, 135].
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4.6. Lasteliy kultura

PSKE ir PAE lgstelés gautos i§ Piety Alabamos universiteto, kur jos buvo isskirtos 1§ ziurkes
ir kultivuojamos iki SeSto persodinimo. Lasteliy kultira auga prisitvirtinusi prie indy pavirSiaus.
Naudojama terpé (paruosta i§ Dubecco‘s modifikuota Eagle‘s terpés (DMEM)) su gliukoze 4500 mg/l,
natrio piruvatu 110mg/l ir L-glutaminu, 10 % FVS, penicilinu (100 V/V per ml), streptomicinu (100
pg/ml). Lastelés auginamos iki kol pasiekiamas lgsteliy monosluoksnis. Atskirti lasteles nuo flakono
sienelés naudojamas 0,25% tripsino-0,02% EDTA tirpalas (Invitrogen). Lasteliy uzSaldymui naudotas
FVS su 10% DMSO tirpalas. Uzsaldymo procediira vykdyta pirma dieng perkeliant j -20°C $aldytuva,
kita dieng perkeliant j -70°C Saldytuva, po savaités perkeliant j skysta azota. UzSaldymui pasirinkta
koncentracija 1 milijonas Igsteliy viename mililitre.

Vykdant hipoksijos eksperimenta, lgstelés patalpintos j kamerg, kurioje deguonies kiekis 1%,
azoto 94%, CO, 5%.

4.7. Lasteliy skaiciaus ir gyvybingumo jvertinimas

Endotelio lasteliy gyvybingumas buvo nustatomas, remiantis negyvy lasteliy membranos
pralaidumu. Tam naudotas tripano mélio tirpalas (Gibco). Lasteliy monosluoksnis atskiriamas nuo
indo, naudojant 0,25% tripsino-0,02% EDTA tirpala (Invitrogen). Lastelés praskiedziamos, lgsteliy
suspensija sumaiSoma su dazu lygiomis dalimis. Nudazytos Iastelés uzneSamos ant hemocitrometro ir
suskai¢iuojamos, naudojant $viesinj mikroskopa. Negyvos lastelés nusidazo mélynai. Lasteliy skai¢ius
nustatomas pagal pateiktg formule. Lasteliy skai¢ius/Iml = 10000 * suskai¢iuoty lasteliy vidurkis
didziuosiuose kvadratuose. Santykinis gyvybingumas = gyvy lasteliy skaiCius/ bendro lasteliy

skaiCiaus.
4.8. Ziurkiy paveikimas hipoksija ir plau¢iu preparavimas

Sprague Dawley Ziurkés patalpintos j hipobaring kamera, kuri atitinka pasikélima j 18000 pédy
aukstj (5,486 km, 10,5 % deguonies). Gyviinai paimti analizei po 3, 7 ir 21 dieny. Nustatomas svorio
pokytis. Anestezavus izofluranu plauciy arterijos slégis buvo pamatuotas naudojant plauciy arterijos
kateterj. Eksperimento pabaigoje Ziurkéms suteikiama narkozé ketamino ir ksilazino miSiniu, plauciai
iSimami ir uzsaldomi skystame azote. Bandymai su gyviinais buvo atlikti pagal gyviiny priezitros ir
saugos komiteto JAV patvirtintus protokolus, 81810(08)1E, 81802007(08)1F.
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4.9. Statistiné analizé

Statistiné analizé atlikta taikant Student’s T testg. SKirtumai laikomi statistiSkai patikimais
esant P reikSmei <0.05 (n>3). Rezultatai pateikiami naudojant standarting vidurkio jvercio paklaidg *
S.E.M nepriklausomy eksperimenty. P reikSmeés pateiktos simboliais kurie atitinka : * P<0.05, **

P<0.01 ***< 0.001. T-testas atliktas naudojant Microsoft excel programa.
4.10. Lasteliy proliferacijos ivertinimas

I 48 sulinéliy lékstele perkelta 4000 PSKE lasteliy ir 400 ul terpés, o i 96 Sulinéliy 1ékstele
perkelta 2000 lasteliy ir 200 pl terpés. Po 24val. Igstelés prisitvirtino prie lékstelés, buvo kei¢iama
augimo terpé | terpe be FVS. Lastelés palickamos Sioje terpéje be serumo 72val. Lastelés naudotos iki
15 perkélimo. Nustatyti adenozino receptoriy agonisty poveikj lasteliy proliferacijai naudoti Sie
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 receptoriy agonistas. Palyginimui
naudotas adenozinas (Sigma aldrich). Po 72 val. inkubavimo Igstelés paveiktos iS§vardyty agonisty
sekan&iomis koncentracijomis: 10°M, 10°M, 10'M, 10°M ir 10° M. Tada jdedamas *H — timidinas ir
inkubuota 24val prie 37 ° C ir 5% CO,. Vykstant lasteliy proliferacijai ®H — timidinas jtraukiamas j
DNR struktiirg. Po inkubavimo : 1. Pasalinta terpé. 2. Keturis kartus plauta su 1X fosfatinio buferio
drusky tirpalu (PBS). 3. Pridéta 200ul 0.2 M perchloro rugsties. 4. Keturis kartus perplaunam su 1x
PBS. 5. Pridéta 1% SDS / 0.01 N NaOH tirpalas. 6. Turinys surenkamas j ,,Pony* mégintuvélius. 7.
Pridedama 1.5 ml ,,Ecoscint H* scintiliacinio kokteilio. Bandiniai nuskaitomi naudojant Beckman betg
daleliy skaitytuvg (programa #6; skai¢iavimy per minuté (SPM) 1 minuté kiekvienam mégintuvéliui).

Rezultatai pateikiami naudojant ,,GraphPad prism* programa.

5. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Adenozino receptoriai yra svarbtis zmogaus fiziologiniuose procesuose. Veikiant AR galima
sulaukti drastiSky pokyciy, tai jrodyta AR nokauty modeliais. Taip pat AR poveikj organizmui galima
nustatyti, vartojant registruotus vaistinius preparatus, kurie veikia j AR: adenozinas, regadenozonas,
teofilinas. Taciau norint sustiprinti poveik]j ir pasiekti norimg terapinj efekta, reikia veikti selektyviai j

adenozino receptorius.
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Paskelbta daug moksliniy duomeny apie adenozino receptoriy funkcijas. Pastebéta AR
receptoriy autokrininé reguliacija. Adenozinas greitai inaktyvuojamas fermenty ar perneSamas j
lastelés vidy, 0 aktyvuoti AR slopina tolesn¢ jy gamybg [136]. Todél neuztenka surasti selektyviai ir
efektyviai veikiancius ligandus, reikia atsizvelgti ir j receptoriaus raiska lastelése.

Siame darbe buvo tiriama adenoziny receptoriy geny raiska (iRNR transkriptai) bei jos
pokytis esant hipoksijai (1% deguonies). Pasirinkti du skirtingi plauc¢iy endotelio lgsteliy tipai:
smulkiyjy kraujagysliy endotelio ir plaucdiy arterijos endotelio. Taip pat jvertinta AR agonisty jtaka
PSKE lasteliy proliferacijai bei ziurkés plauciy AR poky¢iai, esant hipoksijai (10,5% deguonies).

5.1. Adenozino receptoriy geny raiSka plauciy endotelio Igstelése

AR geny raiska nustatyta taikant KTL-PGR. Prie§ pradedant hipoksijos eksperimentus,
jvertinta FVS poveikis adenozino receptoriy raiSkai. Nustatyta, kad PSKE lastelés augintos be serumo
ir su serumu neturi ALIR, A2AR. PAE lgstelése nebuvo aptiktas A3R.

Kadangi vienintelis receptorius, kurio geny raiSka vyksta abejose lgstelése yra A2BR,
palyginta jo geny raisSka skirtingose lastelése, esant skirtingoms augimo terpéms. A2BR receptoriaus
geny raiSka PSKE kontrolinés lgstelése buvo 18 karty mazesné, lyginant su PAE kontrolinémis
lastelémis auginant terpéje be FVS. Auginant lasteles terpéje su serumu, nustatyta A2BR geny raiska
buvo 4,9 karto didesné PSKE, nei PAE lastelése. (8 pav.)
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8 pav. A2BR raiska lyginta skirtingose lastelése PAE ir PSKE. Auginant skirtingomis terpémis su FVS
(10%) ir be FVS. Analizé atlikta taikant AACT metoda, o mazesné receptoriaus raiska prilyginama 1.

Lyginant A2BR geny raiska tik PSKE lastelése, pastebéta, kad FVS ja padidina net 59,7 karto.
A3R geny raiska sumazéja 3,5 karto auginant Igsteles terpéje, kurioje yra serumo (10% FVS) (9pav.).

Sie receptoriy geny raiskos pokyéiai lastelése gali biiti siejamai su augimo faktoriais, kuriy gausu FVS.



32

Taciau nustatyti faktoriy, kuris daro jtaka Siy receptoriy raisSkos pokycCiams, reikéty lagsteles veikti
1Sgrynintomis medziagomis. Taip pat gali biiti, kad Siam efektui pasiekti reikalingas ne vienas augimo

faktorius, bet jy miSinys, todél norint i$siaiskinti, kas sukelia Siuos pokycius, reikéty atlikti papildomus

tyrimus.
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taikant AACT metoda mazesné receptoriaus raiSka prilyginama 1.
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10 pav. AIR, A2AR A3R raiSka PAE lgstelése auginant jas terpéje su FVS (10%) ir be FVS. Analizé

atlikta taikant AACT metoda mazesné receptoriaus raisSka prilyginama 1.
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Vienintelis statistiSkai patikimas pokytis PAE lgstelése auginant skirtingose terpése buvo A1R
raiSkos padidéjimas 2,3 karto. A2AR ir A2BR geny raiskai skirtinga augimo terpé neturéjo jtakos.

PrieSingai nei PSKE lastelése, PAE lastelése skirtinga augimo terpé neturéjo didelés jtakos
AR receptoriy pokyciams. Atlikus AR geny raiSkos analize pastebéta, kad PSKE ir PAE receptoriy
raiSka skiriasi. Taip pat pastebéta, kad augimo terpés sudétis daro jtaka receptoriy raiskai.

Literatiroje AR geny raiSka ziurkés plauciy endotelio Igsteléms nebuvo aprasyta. Misy
nustatyta skirtinga AR geny raiska lastelése prisideda prie Siy plauciy endotelio lgsteliy diferenciacijos.
Yra duomeny, kad zmogaus plauciy arterijos endotelio lastelés turi A2AR ir A2BR, bet neturi AL1R ir
A3R [137]. Taip pat yra duomeny, kad Zzmogaus plau¢iy smulkiy kraujagysliy endotelio 1gstelése A3R
turi jtakos reguliuojant fiziologinius procesus. Tai pastebéta stimuliuojant Igsteles selektyviu A3R
agonistu [138].

5.2. Adenozino receptoriy geny raiskos poky¢iai plauciy endotelio Iastelése

esant hipoksijai

Deguonies kiekis yra svarbus faktorius daugeliui zinduoliy organizmo lgsteliy. Taciau
reikiamas deguonies tickimas gali sutrikti dél patologijos ar pasikeitus aplinkai. Organizmui reaguojant
] sumazéjusius deguonies kiekius, kei¢iasi biocheminiai procesai, naudojami kompensaciniai
mechanizmai.

Yra zinoma, kad biocheminiai procesai, susij¢ su adenozinu, hipoksijos metu pakinta. Jy
reguliacija vyksta per AR poky¢ius, taip pat kitus adenozino koncentracijg nulemianc¢ius veiksnius:
ADA, ektonukleotidazes, ekvilibracinius pernasos baltymus. Kai kurie adenozino receptoriy poky¢iai
esant hipoksijai yra gerai zinomi, taciau skirtingy lasteliy tipai, skirtingai reaguoja j deguonies
koncentracijos poky¢ius.

Siame darbe atlikta AR geny raiskos poky¢iy nustatymas esant vidutinés trukmeés hipoksijai
(24val.) ir ilgos trukmés hipoksijai (40val.). Taip pat buvo atlikti tyrimai norint i$siaiskinti trumpo
(6val.) hipoksijos poveikio jtaka, reguliuojant AR geny raiska, taciau skirtumy nepastebéta (duomenys
nejtraukti).

Veikiant PAE lasteles hipoksija (1% deguonies) po 24val. pastebéta AIR geny raiskos
padidéjimas 2,5 karto, po 40val. Sis pokytis iSliko ir jgavo statistin patikimuma. AIR geny raiska
PSKE lastelése nebuvo pastebéta. Veikiant hipoksijai $io geno indukcija taip pat nepastebéta. (11 pav.)
Literaturoje apraSoma AIR receptoriaus padid¢jimas DDT1-MF2 lygiyjy raumeny lastelése,
paveiktose hipoksijos. Receptoriaus padidé¢jimas siejamas su radioaktyviu izotopu (tri¢iu) Zyméto 3H-

DPCPX selektyvaus AL1R antagonisto padidéjusiu jungimusi prie lygiyjy raumeny lasteliy, esant
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hipoksijai [139]. Siuo atveju nurodomas padidéjes AIR baltymo kiekis. Misy atlikto eksperimento
atveju nurodoma tik padidéjes iRNR A1R koduojancio baltymo kiekis, taciau baltymo kiekis nebuvo
nustatytas. Literatiroje neaptikta duomeny apie AI1R receptoriaus padid¢jimg hipoksijos metu

endotelio lastelése.

AlR geny raiska PAE lastelése hipoksinémis salygomis
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11 pav. A1R geny raiska PAE lastelése esant hipoksijai (1% deguonies) po 24val. ir 40val. Kontrolé
veikiama Denverio aukStumos salygomis ( atmosferos dujy sudétis 1,6 km aukstyje, 17,2 %

deguonies), reliatyviai sulyginta su 1.

A2AR raiskos pokyciai pastebéti abejose lgsteliy tipuose. Jdomu tai, kad A2AR geny raiska
PSKE lgstelése nepastebéta, auginant lgsteles be FVS po 6val. ir po 40val. Taip pat receptoriaus geny
raiska nepastebéta auginant lIgsteles su 10% FVS. A2AR indukuotas PSKE lastelése po 24 val.
hipoksijos. PAE lasteles veikiant hipoksijai A2AR geny raiska statistiSkai patikimai padidéjo du kartus
po 24 val., §is pokytis isliko po 40 val. (12 pav.)

A2AR vaidina svarby vaidmenj endotelio lastelése. Veikiant | A2AR selektyviais
agonistais padidéja NO isskyrimas, lasteliy proliferacija. Taip pat pastebéta, kad atyvuojant A2AR
slopinamas antiangiogeninis matricos baltymas trombospondinas-1, tokiu biidu skatinama angiogenezé
[140]. NO issiskyrimas, lgsteliy proliferacija ir angiogenezé pastebéti hipoksijos metu. Taip pat
manoma, kad A2AR daro jtakg Siems pokyc¢iams. Naujausiais duomenimis jrodyta, kad plauciy
endotelio lastelése A2AR hipoksijos metu yra indukuojamas, dalyvaujant hipoksijos indukuojamam
tranksripcijos faktoriui HIF-20, o ne HIF-lo. Uzslopinus HIF-2a veikla ir esant hipoksijai,,
nepastebiama A2AR indukcija. Taip pat autoriai nurodo, kad plau¢iy endotelio Igstelés, stimuliuotos
per A2AR receptoriy, turi angiogenezinj potencialg, pasireiSkiantj: padidéjusia lasteliy proliferacija,

lasteliy migravimu ir vamzdelio formavimu [141]. Pastebéta, kad A2AR raiska padidéja
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feochromocitomos (neuroendokrinio tumoro (PC12)) lastelése, esant hipoksijai. Autoriai mano, kad
A2AR padidéjimas reguliuojamas grjztamu mechanizmu ir susijes su receptoriaus apsauginiu
aktyvumu, nes slopinamas kraujagysliy endotelio augimo faktoriaus i$skyrimas, o $is faktorius
glaudziai susijgs su angiogeneze [142]. Panasu, kad A2AR vaidmuo skirtinguose lasteliy tipuose

skiriasi.
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12 pav. A2AR geny raiSka PAE ir PSKE Igstelése esant hipoksijai (1% deguonies) po 24 val. ir po
40 val., esant 1% hipoksijai. Kontrolé veikiama Denverio auk§tumos sglygomis (atmosferos dujy
sudétis 1,6 km aukstyje, 17,2 % deguonies), reliatyviai sulyginta su 1.

Kaip ir tikétasi, A2BR geny raiSka yra indukuojama hipoksijos. A2BR geny raiSka ir baltymo
kiekio padidéjimas yra pastebimas daugelyje lasteliy tipy. IS visos AR grupés, A2BR yra priskiriamas
hipoksijos indukuojamam. Mechanizmas pagrjstas hipoksijos indukuojamo faktoriaus HIF-1a
veikimu. Susidarius hipoksinéms sglygoms, aktyvuojamas HIF-1a [49]. HIF-1a jungiasi prie A2BR
geno promotoriaus regiono ir pradeda jo transkripcija. PAE ir PSKE lastelése po 24val. A2BR geny
raiSka padidéjo 2,7 karto ir 1,9 karto, o po 40 val. 2,7 ir 5,3 karto atitinkamai. (13 pav.)
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A2BR geny PSKE lgstelése rai$ka hipoksinémis sglygomis
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13 pav. A2BR geny raiska PAE ir PSKE lastelése esant hipoksijai (1% deguonies) po 24h ir 40h,
esant 1% hipoksijai. Kontrolé veikiama Denverio aukStumos sglygomis (atmosferos dujy sudétis 1,6

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

A3R geny raiSka nepastebéta PAE lgstelése esant skirtingoms sglygoms: Kontrolinése grupése su FVS
ir be, bei esant hipoksijai. Ta¢iau PSKE geny raiska veikiant hipoksijai, pasikeité po 24 val. krito 1,8
karto, o po 40 val. krito 6,2 karto. (14 pav.)

Nors néra daug duomeny apie A3R geny raiska PSKE Igstelése, taciau atlikti bandymai su
zmogaus PSKE lgstelémis parodo, kad aktyvuojant selektyviu A3R agonistu stabdomas F-aktino
traukliyjy pluosty (angl.stress fibers) susidarymas. Sis procesas siejamas su citoskeleto pokygiais,
kurie galimai turi jtakos endotelio pralaidumui [138]. Remiantis §iais duomenimis, galima iskelti
hipotezg, kad A3R sumazéjimas PSKE lgstelése padidina endotelio pralaiduma esant hipoksijai.

Taciau §i hipoteze turi biiti jrodyta eksperimentais.
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A3R geny raiska PSKE lgstelése hipoksinémis sglygomis
B 6,23

3,42

**

reliatyvus receptoriaus geny
raiSkos padidéjimas
normalizuotas su beta aktinu

O R, N WA OO N
L

0 val. 24val. 40val.
laikas

14 pav. A3R geny raiska PSKE lgstelése esant hipoksijai (1% deguonies) po 24 val. ir 40 val. esant
1% hipoksijai. Kontrolé veikiama Denverio auk§tumos salygomis (atmosferos dujy sudétis 1,6 km

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

5.3. Adenozino receptoriy agonisty jtaka plauciy endotelio lasteliy

proliferacijai

Vienas 1§ PAH patogeneze¢je dalyvaujanciy veiksniy yra plauciy kraujagysliy endotelio
hiperproliferacija. Manoma, kad dél endotelio proliferacijos sumazéja kraujagysliy spindis ir padidéja
slégis plauciy kraujagyslése. Taip pat pastebéta, kad pacienty, serganciy PAH, kraujagysliy pazaidos
vietose pastebima endotelio hiperproliferacija [10, 143]. Pasirinkta nustatyti PSKE proliferacijos
priklausomybe nuo AR, veikiant juos selektyviais agonistais. Lasteliy proliferacijos priklausomybés
jvertinimui, lgstelés jvestos ] ramybés buiseng. Tai pasiekta, pakeitus terpe, kurioje néra FVS ir
inkubuojant 72 val.

Lasteliy proliferacijos nustatymu, pasirinktas tri¢iu zyméto timidino metodas. Sis metodas
pasizymi jautrumu, nes nustatomas ne bendras 1gsteliy skaicius, bet susidariusiy naujy Iasteliy skaicius.
Visuose bandymuose jtraukta DMSO kontrolé.

PSKE lastelése nepastebéta ALR geny raiska, tac¢iau nuspresta tikrinti visy receptoriy atsaka i
jiems specifinius agonistus. Tokiu biidu atliekamas geny raiskos duomeny patikrinimas. A1R agonistu
pasirinktas daugelyje in vitro eksperimenty naudotas agonistas CPA — (N-ciklopentiladenosinas).
Zinoma, kad giminingumas ir efektyvumas receptoriui skiriasi tarp skirtingy riisiy, todél pasirinkta
keletas agonisto koncentracijy. Deja, dideliy koncentracijy negaléjome patikrinti, nes daugelis agonisty
ribotai tirpsta DMSO, o pasiekti 107 ir 10" koncentracijas reikia didelio DMSO kiekio.

A1R stimuliuotas su selektyviu agonistu CPA 24 val., bet statistiSkai patikimy proliferacijos

poZzymiy nepastebéta, isskyrus proliferacijos slopinima, esant 10°M koncentracijai. Si koncentracija
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yra palyginti didelé, o CPA selektyvumas yra ribotas. Manoma, kad esant tokiai koncentracijai, CPA
veikia ir kitus adenozino receptorius. Buvo pastebéta, kad esant didelei koncentracijai, CPA veikia
A3R kaip antagonistas [77]. Zinant, kad A3R agonistas HEMDO padidina lasteliy proliferacija, galima
suformuoti hipoteze, kad veikiant A3R antagonistais bus stabdoma PSKE lasteliy proliferacija. Si

hipotezé, gali biiti jrodoma veikiant selektyviu A3R antagonistu.
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14 pav. PSKE lasteliy proliferacija, esant skirtingoms A1R agonisto koncentracijoms

A2AR raiska taip pat nebuvo pastebéta PSKE lastelése. A2BR raiSka ne hipoksijos salygomis
buvo nedidelé. Siy receptoriy proliferacijos potencialui nustatyti buvo pasirinktas tik Siems
receptoriams selektyvus agonistas CV-1808 2-fenilaminoadenosinas. Nepastebéta, jokiy statistiSkai
patikimy poky¢iy, kurie patvirtina, kad esant normalioms sglygoms, lasteliy proliferacijai Sie
receptoriai neturi jtakos. Néra ai$ku, kaip agonistas paveikty lasteliy proliferacija esant hipoksijai, kai
A2AR ir A2BR kiekis padidéja keleta karty.
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15 pav. PSKE lasteliy proliferacija, esant skirtingoms A2AR ir A2BR agonisto koncentracijoms
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HEMADO neseniai surastas selektyvus A3R agonistas. PSKE lgstelése nustatya A3R geny

raiSka. Atlikus proliferacijos eksperimentg naudojant HEMADO pastebéta, kad esant koncentracijoms

10® M, 107 M, lasteliy proliferacija padidéja 1,5 karto. (16 pav.) Naudojant 48 sulinéliy leksteles

esant 107 M koncentracijai gautas statistinis patikimumas. Naudojant 96 Sulinéliy lekstelés, pastebétas

statistinis patikimumas, esant 10 M moliy koncentracijai.
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16 pav. PSKE lasteliy proliferacija kreivé esant skirtingoms A3R agonisto koncentracijoms

NECA - neselektyvus adenozino analogas. Jo giminingumas panasus j adenozino, taciau jis

atsparesnis ektonukleatidaziy poveikiui. Ilgg laikg NECA naudotas kaip selektyvus A3R agonistas.

Miisy atliktame lasteliy proliferacijos eksperimente, NECA, esant 10° M koncentracijai, padidina

lasteliy proliferacija 1,5 karto (17 pav.). Manoma, kad NECA jungiasi prie A3R, tokiu biidu skatina

lasteliy proliferacija.
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17 pav. PSKE lasteliy proliferacija, esant skirtingoms neselektyvaus agonisto koncentracijoms
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Taip pat atlikta proliferacijos eksperimentas su adenozinu. Taciau statistiSkai patikimy
poky¢iu negauta. Manoma, kad dél trumpo adenozino gyvavimo pusperiodzio neperduodamas signalas
receptoriams, todél nepastebimas efektas. Daugelyje in vitro bandymy tikintis ilgesnio efekto,
dazniausiai pasirenkamas neselektyvus adenozino receptoriy agonistas NECA, kuris yra metaboliskai

stabilesnis.
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18 pav. PSKE lasteliy proliferacija kreivé esant skirtingoms nattiralaus agonisto koncentracijoms

5.4.Adenozino receptoriy geny raiskos pokyciai Ziurkiy plauciuose, esant

hipoksinéms salygomis

Aukstumy liga sukeliantis veiksnys yra hipoksija. Taikant eksperimentinj model; ziurkes
patalpinamos j hipobaring kamera, kur hipoksijos lygis atitinka salygoms esant 5,486km vir§ jliros
lygio, o deguonies kiekis siekia apie 10,5%. Ziurkéms per tris savaites issivysto PAH. Esant $ioms
salygoms padidéja endotelio-1, angiotenzino-II gamyba, tai sglygoja kraujagysliy susitraukimg ir
padidéjusj plauciy arterijos slégj. Tuo tarpu vazodilatatoriy prostaciklino ir NO sintezé sumazéja.
Hipoksija taip pat veikia ir plauciy lygiuosius raumenis, sumazéja jtampos reguliuojamy K" kanaly,
kas salygoja membranos depoliarizacija ir pakitusius signalo perdavimo mechanizmus [144]. Esant
ilgesniam hipoksijos poveikiui ziurkiy plauciuose, jvyksta kraujagysliy pokyciai, pasizymintys
padidéjusiu lygiyjy raumeny kiekiu apie kraujagysles. Tai pastebima atlikus imunohistocheming
analiz¢, veikiant selektyviu antikiiniu prie§ lygiyjy raumeny akting. Padaugéja fibroblasty ir
miofibroblasty aplink kraujagysles, kuriuose gaminama kolagenas, elastinas ir fibronektinas. Sie

faktoriai padaro kraujo indus standzius, kraujagyslés praranda elastinguma.
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Misy taikytame PAH ziurkiy modelyje pastebétas lygiyjy raumeny aktino padidéjimas. Taip
pat po trijy savaiciy ziurkéms statistiSkai patikimai 25% Kkrito svoris. I$sivysté deSiniojo skilvelio
hipertrofija, o plauciy arterijos slégis padidéjo iki 32mmHg lyginant su kontroline grupe - 18mmHg.
Sie parametrai patvirtino, kad Ziurkéms sukelta PAH.I$skyrus i§ kontrolinés grupés ir paveiktos grupés

plaucius, nustatyta AR geny raiska.
Po 3 dieny pastebétas A1R geny raiskos padidéjimas, statistiskai patikimai 2,5 karto. Po 7 dieny

receptoriaus ekspresija iliko padidéjus hipoksijos paveiktose ziurkése, statistiSkai patikimai 3 kartus.

Po trijy savai¢iy A1R padidéjimas hipoksijos grupéje isliko, statistiSkai patikimai 2,1 karto.

AlR geny raiska Ziurkés plauciuose veikiant hipoksija
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19 pav. A1R geny raiskos poky¢iai Ziurkés plauciuose veikiant aukStumy hipoksija (10.5% deguonies).

Literatiiros duomenimis AIR pasizymi apsauginiu veikimu daugeliui organy, esant iSeminei
reperfuzijai. Padidéjusig geny raiska plauciuose po hipoksijos galima sieti su nattiraliu organizmo
adaptaciniu mechanizmus, esant deguonies stygiui. Literatiiroje aptikty tyrimy duomeninimis A1R
agonistai apsaugo nuo plauciy iSeminés repefuzijos sukeliamos edemos bei TNF-a kiekio padidéjimo
[145]. Taip pat neseniai paskelbti duomenys, kad ALR agonistas CPA, stabilus adenozino analogas
NECA ir adenozinas apsaugo nuo aukstumy sukeltos hipertenzijos. Sie adenozino receptoriy agonistai
statistiSkai patikimai sumazina plauciy arterijos slégj esant aukStumy hipoksijai. Tacfiau CPA
nejtakoja proliferuojanciy lasteliy branduolio antigeno (PCNA) kiekio padidéjimo ir kraujagysliy
sieneliy sluoksnio stambéjimo lyginant su adenozinu ir NECA, kurie statistiSkai patikimai sumazino

Siuos faktorius [146].
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A2AR geny raiska Ziurkés plauciuose veikiant hipoksija
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20 pav. A2AR geny raiskos poky¢iai ziurkés plauciuose, veikiant hipobarine hipoksija (10.5%
deguonies).

A2AR poky¢iu per visa hipoksijos laikg nepastebéta. Paskutiniais literattiros duomenimis,
A2AR nokauto peléms po dviejy savai¢iy hipoksijos (10,5% deguonies) iSsivysté PAH, kuris
pasireiské padidéjusiu plauciy arterijos slégiu [7]. Taciau reikia atkreipti démesj, kad A2AR nokautas
yra viso gyviino, o ne plauciy ar kito organo. Miisy rezultatai nerodo receptoriaus pokycCiy esant

hipoksijai, bet tai nereiskia, kad §is receptorius néra svarbus PAH patogenezéje.

AZ2BR geny raiska Ziurkés plauciuose veikiant hipoksija
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21 pav. A2AR geny raiSkos pokyciai ziurkés plauciuose, veikiant hipobarine hipoksija (10.5%
deguonies).
A2BR poky¢iy per visa hipoksijos laika nepastebéta. Sie duomenys nustebino, nes A2BR yra

indukuojamas hipoksijos. Siy poky¢iy nebuvima galima paaiskinti tuo, jog buvo imamas viso plaugio
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audinys, o ne i$skiriamos specifinés lgstelés. Todél A2BR raiska nebiitinai gali padidéti visose 1astelés,
o jeigu dalyje lasteliy ji nepadidéja, tai sumazina lasteliy, Kuriose receptorius padidéjo, pastebimus
poky¢ius. Literatiiros duomenimis, A2BR panaikinimas arba jo slopinimas sumazina Kraujagysliy
pokyCius PAH (sukelta Bleomicino) atveju. Apsauginis mechanizmas aiskinamas citokino IL-6 ir

endotelino-1 isskyrimo sumazéjimu, galimai turi jtakos plauciy kraujagysliy poky¢iams [8].

A3R geny raiSka Ziurkés plauciuose veikiant hipoksija
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22 pav. A3R geny raiskos poky¢iai ziurkés plauciuose, veikiant hipobarine hipoksija (10.5%
deguonies).

A3R poky¢iu, per visg hipoksijos laika nepastebéta. Literatiiroje duomeny, tiesiogiai susijusiy
su A3R ir PAH, neatrasta. Pastebéta, kad aktyvavus smegenyse esancius A3R, krenta kraujo

spaudimas, bet nepakinta Sirdies susitraukimy daznis [147].

5.5. A3R raiSka PAH pacienty plauciuose

Atlikus vieno i§ PAH pacienty imunohistocheming analizg¢, taikant A3R antiklinj, pastebéta,
kad antikiinas jungiasi specifiSkai prie kraujagysliy okliuzijos viety, kur susidaro taip vadinami ,,
plexiform lesions® [148]. Galima daryti iSvada, kad A3R dalyvauja ligos patogenezéje. Formuojama
nuomoné, kad kraujagysliy pakitimai esant PAH atveju siejami su plauc¢iy mazy kraujagysliy lasteliy
supiktyb¢jimu [149]. Mechanizmas aiskinamas nuolat aktyvuojamu  transkripcijos faktorium
(STAT3), o tai yra budinga vézinéms lgstelés. Misy atveju plaudiy pazaidos vietose rasta A3R
baltymy raiSka. A3R raiska dazniausiai siejama su vézinémis lgstelémis, kuriose ji biina padidéjusi

[150]. Taip pat pastebéta, kad veikiant j véziniy Igsteliy A3R, galima reguliuoti jy proliferacija.
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6. ISVADOS

1. Nustatyta adenozino receptoriy geny raiSka PAE ir PSKE lgstelése. PAE lastelése A3R
geno raiska neaptikta. PSKE Igstelés AIR ir A2AR geny raiska neaptikta.

2. PAE lastelése esant hipoksijai (1% deguonies) AIR po 40 val. statistiSkai patikimai
padidéjo 2,5 karto p<0,05; A2AR statistiSkai patikimai padidéjo po 24 val. 1,9 karto p<0,05, po 40
val. 2.2 karto ir jgijo didesn; statistinj patikimuma P<0.01, A2BR statistiskai patikimai padidéjo 2,7
karto po 24 val. ir isliko padidéjes po 40 val. P<0.01. PSKE Iastelése esant hipoksijai (1% deguonies)
indukuotas A2AR, kuris lyginant su kontrole po 24 val., statistiSkai patikimai padidéjo 4 kartus
p<0,05, A2BR po 24 val. statistiskai patikimai padidéjo 1,9 karto P<0.01, o po 40 val. — 5,3 karto
P<0.01, A3R po po 24 val. sumaz¢jo 1,8 karto, o po 40 val. statistiskai patikimai sumazéjo 6,2 karto
P<0.01.

3. Istyrus selektyviy agonisty jtakg PSKE lasteliy proliferacijai nustatyta, kad CPA(ALR),
adenozinas, CV1808 (A2AR,A2BR), neturi jtakos lasteliy proliferacijai, i§skyrus CPA(A1R), kuris
slopina lasteliy proliferacija esant 10° M koncentracijai. Selektyvus A3R agonistas HEMADO
statistikai patikimai padidino lasteliy proliferacija esant 107 M 1,5 karto. Neselektyvus adenozino
receptoriy agonistas NECA padidino lasteliy proliferacija esant 10® M koncentracijai.

4. Paveikus ziurkes hipobarine hipoksija (10,5% deguonies), pastebéta tik A1R geny raiSkos
padidé¢jimas. Po 3 dieny AIR geny raiska statistiSkai patikimai padidéjo 2,5 karto p<0,001, po 7 dieny
3,1 karto p<0,001, po 21 dienos 2,1 karto p<0,05. Kity adenozino receptoriy poky¢iy nepastebéta.

5. Atlikus imunohistocheminj tyrimag PAH paciento plau¢iy méginiui, nustatyta A3R raiska

kraujagysliy okliuzijos vietose.

/. REKOMENDACIJOS

Magistriniame darbe adenozino receptoriy geny raiska nustatyta iRNR lygmeniu.
Tolimesniuose tyrimuose reikéty nustatyti adenozino receptoriy baltymy pokycius. Imunoblotingas yra
vienas i§ budy baltymy poky¢iams nustatyti. Adenozino receptoriy jtaka lgsteliy proliferacijai jvertinta
juos veikiant AR agonistais. Tolimesiuose tyrimuose reikéty nustatyti AR antagonisty poveikj lasteliy

proliferacijai.
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