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Kliniczne znaczenie receptora chemokinowego CXCR4

Clinical relevance of chemokine receptor CXCR4
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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Czynnik pochodzenia stromalnego 1 (stromal cell-derived factor-1 — SDF-1/CXCL12) urucha-
mia szlaki przekazywania sygnatu kluczowe dla mobilizacji, migracji, proliferacji oraz przezycia
wielu typow komorek, ekspresjonujacych na swojej powierzchni CXCR4 — receptor chemokino-
wy o motywie CXC, nalezacy do rodziny receptoréw sprzgzonych z biatkiem G. Cho¢ CXCR4
wraz ze swoim ligandem petni podstawowe funkcje w tak waznych procesach jak embriogeneza,
réznicowanie komoérek czy regeneracja zniszczonych narzadéw, aktywowane za jego posrednic-
twem szlaki przekazywania sygnaléw nie zostaty do korica zbadane. Ich poznanie utrudnia do-
datkowo to, iz niektére z aktywowanych poprzez CXCR4 szlakéw zdaja si¢ niezalezne od biatek
G. CXCR4 ulega ekspresji na wielu typach komédrek, w tym limfocytach, hematopoetycznych
komoérkach macierzystych (hematopoietic stem cells — HSC), komdrkach srédbtonkowych i na-
btonkowych, a takze komdrkach rakowych. Nadekspresje tego receptora zaobserwowano w no-
wotworach réznego typu. Wykazano, iz szlak SDF-1/CXCR4 wptywa zaréwno na postgp cho-
roby, jak i angiogenezg, metastaze czy przezycie komorek rakowych. Z tego tez powodu rosnaca
liczba lekéw przeciwnowotworowych bazuje na zakléceniu interakcji migdzy SDF-1 a CXCR4,
badz tez hamowaniu ich biatek efektorowych. Na zakt6ceniu oddziatywan SDF-1/CXCR4 opar-
ta jest réwniez kliniczna mobilizacja hematopoetycznych komoérek macierzystych (HSC), beda-
ca coraz popularniejsza metoda pozyskiwania materiatu przeszczepowego do przeprowadzenia
transplantacji hematopoetycznych komdrek progenitorowych. Podanie dawcy czynnika stymu-
lujacego wzrost kolonii granulocytéw (granulocyte colony-stimulating factor — G-CSF) skutku-
je zaktoceniem interakcji miedzy CXCR4 a jego ligandem, co z kolei objawia si¢ uwolnieniem
komoérek HSC do krwi obwodowe;j.

W pracy przedstawiono kliniczne znaczenie biatka CXCR4 i polimorfizmu jego genu w réznych
schorzeniach.

CXCR4 « SDF-1/CXCL12 - HSC - mobilizacja * odnowa hematologiczna * nowotwory

Summary

Stromal cell-derived factor-1 (SDF-1/CXCL12) induces intracellular signaling pathways crucial
for mobilization, migration, proliferation and survival of many cell types via CXCR4, a chemoki-
ne CXC-motif receptor, member of the G protein-coupled receptor family. Despite playing a key
role in such major processes as embryogenesis, cell differentiation and organ regeneration, mole-
cular mechanisms underlying CXCR4 signaling remain elusive, even more so, as CXCR4 seems
to activate both G-protein-dependent and G-protein-independent pathways. CXCR4 is expressed
on multiple cell types including lymphocytes, hematopoietic stem cells, endothelial and epithe-
lial cells, and cancer cells. In fact, overexpression of this receptor has been detected in many dif-
ferent types of cancer. The SDF-1/CXCR4 axis is also involved in tumor progression, angioge-
nesis, metastasis, and survival. This pathway is therefore a target for therapeutics that can block
the SDF-1/CXCR4 interaction or inhibit downstream intracellular signaling. Clinical mobiliza-
tion of hematopoietic stem cells (HSC), a nowadays popular method of collecting material for
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hematopoietic progenitor stem cell transplantation, is also dependent on the SDF-1/CXCR4 axis.
Granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF), administered to a transplant donor during clini-
cal treatment, violates interactions between CXCR4 and its ligand, which results in degradation
of HSC anchorage in bone marrow and the release of these cells into peripheral blood.

In this paper we describe the clinical significance of CXCR4 and its ligand, as well as the role of
CXCR4 and its gene polymorphisms in disease susceptibility.
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CHARAKTERYSTYKA BIAtkA CXCR4

Wzajemne oddziatywanie SDF-1/CXCR4 (stromal cell de-
rived factor-1 — SDF-1; chemokine CXC motif ligand 12 —
CXCL12; chemokine CXC motif receptor 4 — CXCR4) ma
istotne znaczenie w procesie prawidtowej embriogenezy,
zwlaszcza w kardiogenezie i rozwoju naczyn krwionosnych.
Biatka te uczestnicza takze w migracji i adhezji komérek ma-
cierzystych w niszach szpikowych [37]. Zaburzenia w prze-
kazywaniu sygnatu za posrednictwem SDF-1/CXCR4 powo-
duja uwalnianie hematopoetycznych komérek macierzystych
do krwi obwodowej [61], co wykorzystywane jest podczas
pozyskiwania materiatu do przeszczepu tych komoérek me-
toda ich mobilizacji do krwiobiegu (peripheral blood pro-
genitor cell transplantation — PBPCT), indukowanej poda-
niem czynnika stymulujacego wzrost kolonii granulocytéw
(granulocyte-colony stimulating factor — G-CSF). Wzajemne
oddziatywania SDF-1/CXCR4 odpowiadaja ponadto za kon-
trolg réznicowania komérek (promuja przejscie z fazy G, do
G)), ich przezycie i odbudowg uktadu hematologicznego oraz
regeneracj¢ zniszczonych tkanek i narzadéw. Biatka te maja
takze wptyw na hematopoez¢ zaréwno u zdrowych myszy,
jak i u osobnikéw poddanych przeszczepowi [61]. Wykazano
réwniez ich udziat w angiogenezie in vitro [73] i neoangio-
genezie [60], a takze antyapoptotyczna rolg w limfopoezie
[61]. Ponadto chemokina SDF-1 ekspresjonowana jest przez
krazace we krwi komérki CD34*CD38* i nadekspresjonowa-
na w odpowiedzi na uszkodzenia tych komérek. Wskazuje to
na rolg¢ powyzszego biatka oraz jego receptora w procesach,
w ktérych udziat biora przebywajace w krwiobiegu hema-
topoetyczne komorki macierzyste. Ponadto SDF-1 wyczula
komérki na dziatanie cytokin. Szlak SDF-1/CXCR4 petni
wazna rolg réwniez w rozwoju pierwotnego i przerzutowe-
go raka piersi oraz innych nowotworéw ztosliwych, takich
jak rak pluc, mézgu czy prostaty [69].

Dogtebne zrozumienie roli, jaka w organizmie ludzkim
odgrywa SDF-1 oraz jego receptor, a takze mechanizméw
regulujacych przekazywanie sygnaléw przez powyzsze
biatka, ma jednak podstawowe znaczenie nie tylko dla roz-
woju transplantologii, ale takze w leczeniu schorzen, kt6-
rych rozwoj powigzany jest z ekspresja receptora CXCR4.

Biatko CXCR4 (chemokine CXC motif receptor 4, nazy-
wane réwniez antygenem CD184 lub LESTR, leucocyte-
-derived seven transmembranedomain receptor) jest recep-
torem dla czynnika pochodzenia stromalnego 1 (stromal
cell derived factor-1 — SDF-1; chemokine CXC motif li-
gand 12 — CXCL12). Szlaki przekazywania sygnatu, bazu-
jace na oddziatywaniach SDF-1/CXCR4, petnig istotna role
w procesie migracji komoérek ekspresjonujacych na swo-
jej powierzchni receptor CXCR4. Naleza do nich gléwnie
nieukierunkowane tkankowo komoérki macierzyste oraz ko-
morki hematopetyczne. Te ostatnie stuza coraz czgsciej za
material transplantacyjny podczas przeszczepu komérek he-
matopoetycznych, mobilizowanych ze szpiku do krwi ob-
wodowej. CXCR4 petni wraz ze swoim ligandem giéwne
funkcje zaréwno przy mobilizacji komoérek macierzystych
do krwiobiegu, jak i podczas homingu, a wigc zasiedlania
przez powyzsze komorki nisz szpikowych po przeszczepie.

CXCR4 jest jednym z nielicznych receptoréw chemokino-
wych, ktéry oddziatuje z jednym charakterystycznym dla
siebie ligandem: SDF-1. Pozostate receptory tej rodziny
wchodza zwykle w interakcje z wieloma biatkami. CXCR4
nie jest jednak jedynym naturalnym receptorem oddziatu-
jacym z SDF-1; drugim jest receptor CXCR?7. Zjawisko to
jest powszechne w §wiecie chemokin — wigkszos¢ z nich
oddzialuje z wieloma receptorami, tworzac swoista sie¢
potaczen i zaleznosci. Zarowno CXCR4 jak i CXCR7 wy-
kazuja wysokie powinowactwo do SDF-1, jednak recep-
tor CXCR7 moze wiazaé takze inne biatka tej rodziny, co
odréznia go od CXCR4. Na uwagg zastuguje to, iz (mimo
wiazania biatka SDF-1 przez dwa receptory) transgenicz-
ne myszy o genotypie SDF-17- lub CXCR4™ charaktery-
zowaly si¢ bardzo podobnymi defektami r6znych organéw,
np. serca, naczyn krwionosnych, centralnego uktadu nerwo-
wego, uktadu pokarmowego, a takze zaburzeniami hemato-
poezy [69,77,106]. Gryzonie te cierpiaty ponadto na niedo-
bér limfocytéw i monocytéw. Powyzsze zmiany okazaty sig
letalne. Niedawne badania wykazujace, iz biatko CXCR7
nie bierze udziatlu w procesie hematopoezy, potwierdzaja
istotne znaczenie CXCR4 jako receptora dla SDF-1 [41].
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Ryc. 1. Schemat budowy i ekspresji genu CXCR4 (na
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Ryc. 2. Schemat budowy rodziny receptoréw
GPCR. Skfadaja sie one z siedmiu helis
transmembranowych, potaczonych
petlami cytoplazmatycznymi (PC) oraz
zewnatrzkomérkowymi (PZ). N — koniec
biatka zawieszony jest w przestrzeni
zewnatrzkomérkowej, natomiast C — koniec
w cytoplazmie

CXCR4 ulega ekspresji przede wszystkim na komorkach
hematopetycznych i nieukierunkowanych tkankowo komor-
kach macierzystych. Jest ponadto obecny na powierzchni
dojrzatych komérek krwi: limfocytéw, monocytéw, ptytek
krwi [61], réwniez na komdrkach srédbtonka, podscieliska
oraz komorkach pigmentowych siatkéwki, migsniowych ko-
morkach satelitarnych, watrobowych komérkach owalnych,
macierzystych komérkach nerwowych, komérkach grasi-
cy, moézgu, Sledziony, zotadka czy jelita cienkiego [42,69].

Oba receptory wigzace SDF-1, CXCR4 oraz CXCR7, nale-
73 do tej samej rodziny receptoréw sprzgzonych z biatkiem
G (G protein-coupled receptor — GPCR). Jest to zarazem
najliczniejsza i najbardziej zréznicowana rodzina recep-
toréw, liczaca okoto 1 000 biatek. U cztowieka receptory
te kodowane sa przez 1% genéw i biora udziat w przeka-
zywaniu réznych typéw sygnatéw, miedzy innymi hormo-
nalnych, wzrokowych czy zapachowych.

Gen kodujacy biatko CXCR4 znajduje si¢ na chromosomie
2 w pozycji 2q21 (http://www.genome.jp/kegg). Sktada sie
z dwéch eksondw, z ktdrych pierwszy jest znacznie krétszy
(103 pary zasad, z ktérych pierwsze 88 nie ulega translacji,
za$ 15 jest kodujacych), a drugi dluzszy (1563 pary zasad,
z ktérych translacji ulega 1044, poczawszy od kodonu sz6-
stego), rozdzielonych pojedyncza sekwencja intronowa li-
czaca 2132 pary zasad (nukleotydy 104-2235) [17]. Miejsce
startu transkrypcji znajduje si¢ na 32 parze zasad za ka-
seta TATA, za$ jej koniec stanowi 3798 nukleotyd [104].
Kodony sygnatu poliadenylacji (AATAAA) rozpoczynaja
si¢ od 3777 nukleotydu. Ekson pierwszy koduje 5 amino-
kwasow, zas$ ekson drugi — 348 aminokwaséw. Szes¢ par
zasad za ostatnim kodonem pierwszego eksonu zidenty-
fikowano miejsce alternatywnego sktadania (splicing),

przypominajace opisane wczesniej podobne miejsce w ge-
nie mysiego CXCR4, umozliwiajace powstawanie dwoch
potencjalnych transkryptéw [17].

Sam tancuch biatkowy liczy 352 aminokwasy [14].
Wszystkie receptory GPCR zbudowane sa podobnie. Na
jedna czasteczke receptora sktada si¢ zawsze pojedynczy,
dtugi taricuch polipeptydowy. Uformowany jest on w sie-
dem helis transmembranowych, stad wzigta si¢ inna na-
zwa tych bialek: receptory 7TM (7 transmembranedoma-
in receptors). Odcinki transbtonowe, ponumerowane od
H1 do H7, sa silnie konserwatywne ewolucyjnie. O rézno-
rodnosci i swoistosci receptoréw decyduja ich petle cyto-
plazmatyczne oraz zewnatrzkomérkowe. N-koniec biatka
CXCR4, podobnie jak w przypadku pozostatych recep-
toréw tej rodziny, znajduje si¢ w przestrzeni migdzyko-
morkowej. Zawiera on potencjalne miejsca glikozylacji:
Asnll oraz Asnl76 [14]. Zamiana asparaginy w pozycji
11 na glutaming badZ leucyng zakléca wigzanie SDF-1
z receptorem, a wigc i przekazywanie sygnatu. Natomiast
na C-konicu biatka, zawieszonym w cytoplazmie komorki,
znajduja si¢ potencjalne miejsca fosforylacji.

Aby zapoczatkowac kaskade przekazywania sygnatu, ligand
musi sig¢ zwigzac z receptorem w jego czesci hydrofobowej,
tworzacej tak zwang ,kieszefi”. Biatko G przytaczane jest
w rejonie trzeciej petli cytoplazmatycznej. Gdy chemokina
SDF-1 wchodzi w interakcje z receptorem CXCR4, inicjo-
wana jest wymiana GDP na GTP w podjednostce o biat-
ka G. Prowadzi to do rozpadu powyzszego biatka na pod-
jednostke o oraz kompleks By. Aktywowane w ten sposéb
podjednostki zapoczatkowuja réznorakie kaskady reakcji.
W przypadku receptora CXCR4 i jego liganda SDF-1, sa
to przede wszystkim szlaki fosfolipazy C/PKC oraz kinazy
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Ryc. 3. Schemat przekazywania sygnatu przez pare
biatek SDF-1/CXCR4 (na podstawie [14,37,61])

fosfatydyloinozytolowej-3 (PI3K)/AKT. Ich aktywacji przy-
pisuje si¢ propagacje przezycia komorki, a wige dziatanie
antyapoptotyczne oraz proliferacje [56], migracje komo-
rek pod wpltywem gradientu SDF-1 [22,82] i ich adhezje
[14]. Ponadto aktywowany jest szlak kinaz MEK/MAP (mi-
togen-activated protein kinase), zwigkszajacych ekspresje
gendéw promujacych proliferacje i przezycie komoérek [61],
rowniez rakowych [19]. Aktywacji ulegaja takze biatka
z rodziny kinaz tyrozynowych Src, promujacych adhezje
[14,45]. Uwaza sig ponadto, iz kompleks SDF-1/CXCR4
moze aktywowac szlak kinaz biatkowych Jak/STAT (Janus
kinase/signal transducer and activator of transcription), bez
posrednictwa biatek G [14].

Wyniki badari wskazuja, iz przekazywanie sygnatu przez
parg biatek SDF-1/CXCR4 jest procesem niezwykle ztozo-
nym i delikatnym, zaleznym od typu komoérek i Srodowiska.

Zahamowanie przekazywania sygnalu przez receptor
CXCR4 odbywa si¢ za posrednictwem odwracalnej endo-
cytozy tego biatka do wnetrza komérki po wezesniejszym
odfaczeniu sig jego liganda [61]. Proces ten ma podstawo-
we znaczenie w migracji hematopoetycznych komérek ma-
cierzystych migdzy szpikiem kostnym a krwia. Podobnie
regulacja przekazywania sygnatu zachodzi¢ moze poprzez
hamowanie bialek efektorowych receptora CXCR4 [69].

Zwiazek CXCR4 z PODATNOSCIA NA CHOROBY NOWOTWOROWE

Uwaza sig, iz zaréwno czynnik pochodzenia stromalne-
go 1 (SDF-1), jak i jego receptor CXCR4, petnia wazne
funkcje w procesie nowotworowym. W wielu nowotwo-
rach r6znego pochodzenia wykryto wzmozona ekspresje
biatka CXCR4, np. w raku trzustki [59], nerek [95], jaj-
nikéw [96] czy w glejaku wielopostaciowym (glioblasto-
ma multiforme) [85]. Co ciekawe, jest to receptor chemo-
kinowy najcze¢sciej wystepujacy na komorkach rakowych
[102]. Na przyktad w komérkach raka watrobowokomorko-
wego (pierwotny rak watroby, hepatocellular carcinoma —
HCC) wykryto nadekspresje obu biatek (SDF-1 1 CXCR4)
oraz opisano ich zwiazek z rozwojem choroby [62,66,98].
Biatka te wptywaja zaréwno na proliferacjg komérek rako-
wych, jak i ich angiogenez¢ oraz metastazg.

Wykazano wzmozong ekspresje biatka CXCR4 w ko-
morkach raka piersi, a takze jego udzial w powstawaniu

przerzutéw nowotworu do ptuc [69]. Podobnie SDF-1 jest
wydzielany w duzych ilosciach przez tkanki zwykle ob-
jete przerzutami. Biatko CXCR4 jest nieobecne lub wy-
stgpuje w niewielkich ilosciach w zdrowych komérkach
piersi, lecz jego ekspresja wzrasta w miar¢ rozwoju no-
wotworu. Badania wykazaty takze zwigkszona ekspresje
SDF-1 oraz CXCR4 w przerzutach nowotworu do kosci
w poréwnaniu do pierwotnych komdrek raka nerek [105]
oraz raka jamy ustnej [69]. Ponadto prace poswigcone za-
leznosci rozwoju nowotworu od wystgpowania CXCR4 su-
geruja, iz bialko to moze by¢ zwiastunem cigzkiego prze-
biegu choroby [55,63].

Podobnie zaburzenia w oddziatywaniu SDF-1/CXCR4
maja znaczenie w rozwoju ostrej biataczki szpikowej (acu-
te myeloid leukemia - AML) oraz ostrej biataczki limfo-
blastycznej linii komérek B (B-lineage acute lymphobla-
stic leukemia — ALL) [61,76], a takze w innych zmianach
patologicznych komoérek B [36]. Wsrdd pacjentéw cier-
piacych na AML zdecydowanie mniejsza przezywalno-
Scig 1 czgstszymi nawrotami choroby charakteryzuja sig
osoby, u ktérych obserwowana jest nadekspresja CXCR4
na komérkach CD34* [86]. Wykazano, iz oddziatywa-
nia tego receptora z jego ligandem kieruja zasiedlaniem
i przezyciem komorek rakowych, przyczyniajac si¢ do ich
opornosci na apoptoze¢ indukowana przez chemioterapig.
Z tego tez powodu zaproponowano antagonistow oddzia-
tywant SDF-1/CXCR4 jako potencjalne leki m.in. w tera-
pii ostrej biataczki limfocytowej. Substancje te miatyby
zmniejszy¢ czulos¢ komdrek rakowych na obecnos¢ SDF-
1, co z kolei obnizyloby efekt proliferacyjny i antyapopto-
tyczny tej chemokiny [52].

Czynnikami potencjalnie wplywajacymi na rozwdj nowo-
tworu (np. przez wywotanie nadmiernej ekspresji CXCR4
czy SDF-1) moga by¢ polimorfizmy genéw kodujacych po-
wyzsze biatka. Jedna z przebadanych mutacji byta zamia-
na pojedynczego nukleotydu w genie SDF-1 (rs1801157).
Polimorfizm ten, znajdujacy si¢ na koricu 3’UTR genu, po-
lega na substytucji guaniny na adening w taiicuchu DNA.
W populacji europejskiej powyzsza zamiang w genotypie
charakteryzuje si¢ okoto 20% oséb. Stwierdzono, iz cze-
stos$¢ wystgpowania allelu zmutowanego (A) byta znacznie
wigksza u pacjentéw cierpiacych na pierwotnego raka wa-
troby (hepatocellular carcinoma — HCC), niz u oséb zdro-
wych [18]. Wykazano réwniez, iz sposréd pozostatych,
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wzigtych pod uwage potencjalnych czynnikéw rozwoju cho-
roby, takich jak ple¢ czy grupa etniczna, jedynie wiek miat
istotne znaczenie. Nasza grupa badawcza wykryta ponad-
to zwiazek migdzy wystgpowaniem powyzszego polimor-
fizmu a podatnoscia na chloniaki nieziarnicze (non-Hodg-
kin’s lymphoma — NHL) [40]. Zaobserwowano znacznie
czgstsze wystgpowanie zmutowanego allelu A u pacjen-
téw chorych na NHL niz u oséb zdrowych.

Polimorfizm receptora CXCR4, bedacy cicha mutacja
w jego genie (rs2228014, Ile>Ile), takze stat si¢ przed-
miotem badan. Chang i wsp. [18] przestudiowali czgstos¢
wystepowania tej mutacji u oséb cierpiacych na raka wa-
trobowokomodrkowego. Nie stwierdzili zwiazku badanego
polimorfizm genu CXCR4 z podatnoscia i przebiegiem cho-
roby. Teng i wsp. [102], badajac role tej mutacji w rozwo-
juraka jamy ustnej, takze nie odnalezli znaczacych réznic
migdzy czestoscia wystgpowania alleli CXCR4-T u cho-
rych i zdrowych os6b. Zaobserwowali jednak, iz pacjenci
posiadajacy przynajmniej jeden zmutowany allel T znacz-
nie czesciej charakteryzowali si¢ przerzutami do weziéw
chtonnych i IIT lub IV stadium choroby.

Z kolei nasze badania nad mutacja rs2228014 w genie
CXCR4 dotyczyty pacjentéw poddanych auto- lub alo-
transplantacji komérek mobilizowanych do krwi oraz ich
zdrowych dawcéw [9]. Wsréd 150 zdrowych dawcow prze-
szczepow alogenicznych zmutowany allel CXCR4-T wy-
kryto u 47,5% os6b. Stanowi to znacznie wigkszy odsetek
wystgpowania mutacji rs2228014 genu CXCR4, niz w po-
pulacji tajwarnskiej, przebadanej przez Tenga [102] oraz
Changa i wsp. [18].

Recertor CXCR4 A INFEKCIJE WIRUSOWE ORAZ NIEDOBORY
ODPORNOSCI

Nie mniej wazny jest udziat receptora dla SDF-1 w procesie
zarazenia limfocytéw ludzkim wirusem niedoboru odporno-
$ci (human immunodeficiency virus — HIV). Dowiedziono,
iz CXCR4 pefni role koreceptora i niezbgdny jest podczas
wnikania wiruséw HIV typu T-limfotropowegpo (X4) do
komorki [4,27]. Natomiast w przypadku wiruséw HIV typu
M oraz R5 funkcje koreceptora spetnia biatko CCRS5 [94].
Nie dziwi wigc, iz z tego powodu leki przeciw AIDS sa
przewaznie inhibitorami ktéregos$ z tych biatek.

Mutacje genu CXCR4 analizowano takze u osob cierpia-
cych na rzadki zesp6t niedoboru odpornosci, nazywany
WHIM (warts, hypogammaglobulinemia, recurrent bacte-
rial infection and myelokathexis) [3]. Trzy z nich to muta-
cje nonsensowne, jedna zas powoduje przesunigcie ramki
odczytu [14]. Kazdy z tych polimorfizméw skutkuje skré-
ceniem C-korica receptora CXCR4 przez usuniecie 10-19
aminokwaséw z taficucha biatkowego, co prowadzi¢ moze
do straty potencjalnych miejsc fosforylacji. Biatko pozba-
wione miejsc fosforylacji charakteryzuje si¢ zaburzenia-
mi zaréwno aktywacji jak i inaktywacji, a takze wzmozo-
na chemotaksja.

Zwiazek RecepToRA CXCR4 z PoDATNOSCIA NA INNE
SCHORZENIA

Oddziatywania SDF-1/CXCR4 petnig ponadto gtéwna
role w akumulacji limfocytéw T CD4* w btonie maziowe;j

chorych cierpiacych na reumatoidalne zapalenie stawéw
(rheumatoid arthritis — RZS, znane takze pod nazwa goséca
przewlekle postgpujacego) [78]. Choroba ta dotyka 1-2%
spoteczeinistwa i ma podtoze autoimmunologiczne. Jednym
z kryteriéw oceny tego schorzenia jest wystgpowanie czyn-
nika reumatoidalnego (RF). Coraz czgsciej oznaczane sa
ponadto przeciwciata przeciwko cyklicznemu cytrulino-
wemu peptydowi (anty-CCP), najbardziej swoistemu mar-
kerowi tej choroby. W ostatnich latach molekuty adhezyj-
ne zaangazowane w rozwdj RZS zostaly opisane, jednak
rola chemokin w powyzszym schorzeniu wciaz pozosta-
je niewyjasniona. Badania w tym kierunku podj¢li Nanki
i wsp., ktérzy przebadali ekspresje 11 réznych receptoréw
chemokinowych w chorobowo zmienionej tkance [78].
Stwierdzili, iz CXCR4 jest nadekspresjonowany w limfo-
cytach T pamigci (CD4*) zaatakowanej schorzeniem bto-
ny maziowej. Czynnik pochodzenia stromalnego 1 (SDF-
1), obecny w chorej btonie, kieruje migracja tych komérek
jednoczes$nie uodparniajac je na apoptozg.

Trwaja ponadto badania nad rolg szlaku SDF-1/CXCR4
W rozwoju astmy i zapalent indukowanych alergenem [68].
Wydaje sig, ze zastosowanie czasteczek o podobnym dzia-
faniu do SDF-1 czy CXCR4 zwigksza szans¢ wyleczenia
choréb, u podtoza ktérych lezy zakidcenie interakcji mig-
dzy tymi biatkami.

MoLEKuLY o0 DzIALANIU ANALOGICZNYM Do SDF-1

Trzeciorzgdowa struktura biatka SDF-1 zostata poznana za-
réwno za posrednictwem krystalografii jak i spektroskopii
NMR [16,21,30]. Obecnie wiadomo, iz chemokina ta ma
trzy gtéwne domeny: N-koricowa (zawierajaca reszty klu-
czowe dla wigzania i aktywacji CXCR4), centralng (ztozo-
na z trzech antyréwnolegtych struktur ) oraz C-koricowa
(amfifilowa o-helisg) [21,49]. Analogi tej chemokiny bada
si¢ w celu ich potencjalnego wykorzystania jako czynni-
kéw mielosupresyjnych. Mogtyby mie¢ zastosowanie np.
w chemioterapii. Badania dowodza, iz analogi zawierajace
reszty aminokwasowe 1-8, 1-9 (w tym przypadku analog
moze mie¢ posta¢ zaréwno monomeru jak i dimeru), 1-17
oraz 5—14 N-konca taficucha SDF-1, maja zdolnos¢ wiaza-
nia si¢ z CXCR4, cho¢ wydajnos¢ tej reakcji jest mniejsza
niz w przypadku biatka natywnego [50,67]. Inny analog,
w ktérym reszty 5—14 biatka potaczone zostaty z resztami
55-67 C-korica za pomoca czterech reszt glicyny, ma pod-
wyzszong aktywnos¢ biologiczna w poréwnaniu do analo-
gu zawierajacego jedynie reszty korca N [70]. Wyniki te
zostaty potwierdzone przez Tudana i wsp. [103]. Przebadali
oni analogi, w ktdrych reszty 1-14 N-korica potaczone zo-
staly taficuchem czterech glicyn z C-koricowymi resztami
55-67. Byty to dwa analogi laktamowe: cyclo(Lys*-Glu*')-
sdf-(1-31)-NH, i cyclo(Glu*-Lys*)-sdf-(1-31)-NH, oraz
analog liniowy: sdf-(1-31)-NH,. Analog liniowy, podob-
nie jak to wykazali Luo i wsp. [70], zdolny byt do wiaza-
nia receptora, jednak w znacznie mniejszym stopniu niz
natywny SDF-1. Laktamowy charakter pozostatych ana-
logéw (zapewniajacy stabilizacje C-koricowej ai-helisy)
pozwolil natomiast podwyzszy¢ te aktywno$¢ stukrot-
nie, niemal do poziomu natywnego SDF-1. Oznacza to,
iz cho¢ reszty N-korica konieczne sa do wigzania CXCR4
— o-helikalna konformacja C-korica dodatkowo podwyz-
sza powinowactwo analogu do receptora. Natomiast sSwo-
iste reszty na C-koncu taicucha SDF-1 zdaja si¢ nie mie¢
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wplywu na oddziatywanie SDF-1/CXCR4. Przyjmuje si¢
jednak, iz odgrywaja one wazna rol¢ w procesie wiazania
tej chemokiny do komérek docelowych, cho¢ zjawisko to
wciaz pozostaje niewyjasnione [72]. Stwierdzono ponad-
to, iz C-koniec biatka SDF-1 podnosi CXCR4-zalezna
aktywnos¢ tej chemokiny, jednak prawdopodobnie nie za
posrednictwem silniejszego oddzialywania z receptorem,
a poprzez wiazanie heparyny [70].

MoLExuty zake6caJACE opDZIALYWANIE SDF-1 z JEGO
RECEPTOREM

Jak wspomniano wczesniej, CXCR4 jest jednym z podsta-
wowych biatek zaangazowanych w proces wnikania wi-
rusa HIV do komérki. Dlatego tez badania nad antagoni-
stami SDF-1/CXCR4, a wigc zwiazkami zakiécajacymi
interakcje mig¢dzy tymi biatkami, maja na celu przede
wszystkim znalezienie nowych, aktywniejszych i bezpiecz-
niejszych lekéw w terapii anty-HIV. Niektére ze zwiaz-
kéw o powyzszym dziataniu wykazuja ponadto inne ak-
tywnosci, ktére moga znaleZ¢ potencjalnie zastosowanie
w praktyce klinicznej.

Do najpopularniejszych antagonistéw receptora CXCR4 na-
leza wielotlenowe nieorganiczne zwiazki, takie jak HPA-
23 [(NH)18(NaW, Sb O, 17], IM1493 [H,SiW 0O, 1,
IM1590 {K,, [CC(SIW O »)2.26H,0} czy JM2820
{[MeBNH]S[Si;W Nb6077]} [25.88]. Pod wzgledem struk-
tury, czasteczki te przypominaja polianionowe sfery lub
kule. Atomy tlenu, noszace tadunek ujemny, rozmiesz-
czone sa na obrzezach molekutly [26]. Pierwotnie zwiaz-
kéw tych uzywano jako inhibitoréw replikacji DNA wi-
rusa HIV w kulturach komérkowych, nigdy jednak nie
zastosowano ich w klinicznym leczeniu AIDS, gdyz po-
tencjalnie mogtyby ulega¢ akumulacji w narzadach (np.
watrobie) i przyczynia¢ si¢ do rozwoju nowotworéw. Aby
wyeliminowa¢ cytotoksyczno$¢ podjeto badania nad ana-
logicznymi kompleksami metaloorganicznymi, jednak nie

wykazywaly one wigkszej selektywnosci ani aktywnosci
niz nieorganiczne pierwowzory [97].

Interesujace wyniki daty badania nad analogami cyklamu
[28,29]. Wigkszos¢ jego pochodnych pozbawiona byta
aktywnosci anty-HIV, jednak udato si¢ wyodrebni¢ réw-
niez substancje o wyraznych wtasciwosciach inhibicyj-
nych w stosunku do wirusa HIV, np. bicyklam JM1657
1 JIM2763, a takze AMD3329 [12]. Dalsze badania, pro-
wadzone w celu potencjalnego doustnego podania bicy-
klamoéw jako zwiazkéw o dziataniu anty-HIV, doprowadzi-
ty do odkrycia kolejnych aktywnych analogéw: AMDO070
[91] oraz KRH-1636 [51].

Na szczegdlna uwage zastuguje tu bicyklam o nazwie
JM3100 [26,27], wykazujacy aktywnos¢ anty-HIV juz
przy stezeniu okoto 0,005 pug/ml. Zwiazek ten w sposéb
posredni oddziatuje z glikoproteing gp120, obecna na po-
wierzchni otoczki wirusowej, co przyczynia si¢ do zaha-
mowania infekcji wirusa zwiazanego juz z btong komor-
kowa. W poczatkowym stadium infekcji gp120 wchodzi
w interakcje z antygenem CD4, a nastgpnie CXCR4, pet-
niagcym rol¢ pomocniczego receptora przy wnikaniu wi-
ruséw HIV typu T-limfotropowegpo (X4) do komoérki. To
wlasnie CXCR4 jest wlasciwym celem ataku bicyklamu
JM3100 (nazywanego réwniez AMD3100), ktéry dzia-
fa analogicznie do wilasciwego liganda CXCR4: SDF-1.
AMD?3100 zaktéca przekazywanie sygnalu przez parg bia-
tek SDF-1/CXCR4 [33,93,94], stad hamuje on takze infek-
cj¢ malpiego wirusa niedoboru odpornosci (simian immu-
nodeficiency virus — SIV), o ile jest on CXCR4-zalezny
[92]. Z tego samego powodu AMD3100 nie wykazuje ak-
tywnosci wobec wiruséw HIV typu M oraz RS (w przy-
padku ktérych funkcje koreceptora spetnia biatko CCRS5)
[94]. Antagonista ten zapobiega ponadto apoptozie zdro-
wych komoérek w odpowiedzi na obecnos¢ bialek otocz-
ki wirusa [8]. Oddziatywanie AMD3100 z CXCR4 opar-
te jest na elektrostatycznych interakcjach migdzy dodatnio
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natadowanymi atomami inhibitora, a ujemnie natladowany-
mi resztami asparaginianu w pozycjach 171, 182, 1931262
taficucha receptora [39,47]. Co cieckawe AMD3100 wiaze
si¢ z CXCR4 niezaleznie od typu komérki [46]. Do nie-
dawna uwazano, iz nie wchodzi w interakcje z innymi re-
ceptorami tej rodziny, jednak ostatnie badania temu prze-
cza [54,58]. Mozliwe wigc, ze AMD3100 wptywa takze
na inne, CXCR4-niezalezne, szlaki przekazywania sygna-
tu. Wazne jest ponadto, iz inhibitor ten pozwala jednocze-
$nie na interakcje niektérych agonistéw CXCR4, np. RSVM
i ASLW, poprzez ich wiagzanie z receptorem w swoistych
miejscach, réznych od miejsca wiazania AMD3100 [89].
Przeprowadzone badania kliniczne potwierdzaja skutecz-
nos¢ tego inhibitora w leczeniu pacjentéw zarazonych wi-
rusem HIV [90].

Wykryto takze inne wilasciwosci AMD3100. Obiecujace
wyniki daty m.in. badania nad inhibicja SDF-1-zaleznej
migracji komérek chtoniakéw nieziarniczych, poprzez
zwigkszenie apoptozy i zatrzymanie proliferacji tych ko-
morek [80].

Na uwagg zastuguja réwniez wyniki badani nad liniami ko-
morek biataczkowych (U937, HL-60, MO7e, KGla oraz
K562) [58]. W tym wypadku liczba migrujacych komérek
takze znacznie spadta na skutek traktowania ich AMD3100
lub innym antagonista CXCR4 — T140. Badacze stwier-
dzili jednak, iz AMD3100 znacznie zwigksza proliferacje
badanych linii biataczkowych in vitro, wprowadza wigk-
szg liczbeg komorek w fazg S cyklu komérkowego, a takze
zmniejsza stopien ich apoptozy o okoto 1/3. Wykazano jed-
noczesnie, iz za stymulacje¢ proliferacji tych komoérek od-
powiedzialne sg najpewniej nie oddziatywania AMD3100
z CXCR4, a z CXCR7 — drugim z receptoréw dla SDF-1.

Inne grupy badawcze zaobserwowaty ponadto wzrost licz-
by hematopoetycznych komérek macierzystych CD34* we
krwi obwodowej w odpowiedzi na traktowanie AMD3100
[48], zaréwno u myszy [13], jak i u ludzi [64]. Okazato sie,
iz zwiazek ten oddziatuje w spos6b synergiczny z czynni-
kiem stymulujacym wzrost kolonii granulocytéw (G-CSF),
mobilizujac komérki macierzyste do krwiobiegu [24,65].

Optymalne rezultaty mobilizacji za posrednictwem G-CSF
otrzymano podajac jednorazowo AMD3100 w piatym dniu,
w ktérym przeprowadzono leukaferez¢. Odkrycie to otwie-
ra nowe mozliwosci wykorzystania tego inhibitora jako
czynnika mobilizujacego podczas pobierania materialu
przeszczepowego. Obecnie trwaja badania nad wprowa-
dzeniem go do praktyki klinicznej [6].

Kolejna grupa zwiazkéw stosowanych jako antagonisci
CXCR4 sa polihemuzyny (polyphemusins), krétkie po-
lipeptydy wyizolowane po raz pierwszy z hemocytow
skrzyptocza amerykanskiego (Limulus polyphemus) [74],
znane przede wszystkim ze swoich wlasciwosci przeciw-
bakteryjnych i przeciwgrzybicznych, a takze hamujacych
infekcje wirusa HIV. Najpopularniejszymi antagonistami
CXCR4 w tej grupie zwiazkow sa: T22 ([Tyr-5,12, Lys-7]-
polyphemusin-2) oraz aktywniejsze a za razem mniej tok-
syczne T134 (des-[Cys(8,13), Tyr(9,12)]-[D-Lys 10, Proll,
L-citrulline16]-T22) i T140 oraz ich pochodne ([[L-3-(2-
naphthyl)alanine3]-T134]) [1,99,100,101]. Niektore z tych
inhibitoréw catkowicie hamuja chemotaksje wywolywana
SDF-1, a takze ttumia migracje komérek pre-B ostrej bia-
taczki limfoblastycznej do stromy szpiku kostnego [53].

Octan amidu N-a-acetylo-nona-D-argininy, ALX-40-4C,
takze blokuje receptor CXCR4, przez co zapobiega infek-
cji wirusa HIV [35], jednak badania kliniczne nie potwier-
dzity jego skutecznosci jako leku na AIDS [34]. Réwniez
peptoid CGP-64222 blokuje CXCR4 [23], co jednak nie
dziwi ze wzgledu na jego podobieristwo do innych anta-
gonistéw tego receptora, takich jak T22, T134, T140 czy
ALX-40-4C.

Antagoni$ci CXCR4, charakteryzujacy si¢ wysoka selek-
tywnoscia oraz wydajnoscia, znajda potencjalne zastoso-
wanie nie tylko w leczeniu os6b zarazonych wirusem HIV.
Substancje te moga okazac si¢ efektywnymi lekami tak-
ze podczas terapii przeciwnowotworowej, jako ze recep-
tor dla SDF-1 ekspresjonowany jest na powierzchni wie-
lu rodzajéw komorek rakowych [102] i uwaza sig, iz ma
wplyw na powstawanie przerzutéw [75]. Odkryto rowniez,
ze wzajemne oddzialywania bialek SDF-1/CXCR4 moga
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Ryc. 6. Przyktadowe peptoidy wykazujace dziatanie antagonistyczne w stosunku do CXCR4

mie¢ wptyw na rozwdj innych schorzen, takich jak cho¢-
by kolagenozalezne zapalenie stawdw czy alergie. Terapia
z uzyciem inhibitoréw CXCR4 moze mie¢ wigc w przy-
szlosci znaczenie w leczeniu tych choréb.

Ubpziat RecepTora CXCR4 w uwaLNIANIU KomOREK HSC
DO KRWIOBIEGU ORAZ W PROCESIE ICH ZASIEDLANIA W NISZACH
SZPIKOWYCH BIORCY

Kliniczna mobilizacja progenitorowych komérek macierzy-
stych ze szpiku do krwi obwodowej przypomina naturalny
proces uwalniania tych komoérek do krwi w odpowiedzi na
sygnaly zapalne lub uszkodzenie komérki [20]. Obecnie ta
metoda pozyskania materiatu przeszczepowego cieszy sig
najwigkszym zainteresowaniem ze wzgledu na bezpiecz-
niejsza dla dawcy procedurg jej przeprowadzenia w porow-
naniu z protokotem przeszczepienia szpiku. Osiagnigto to
zar6wno poprzez eliminacj¢ ryzyka zwiazanego z zabie-
giem operacyjnym jak i brak dziatan niepozadanych.

Proces mobilizacji zapoczatkowany jest przez indukowang
czynnikami stresowymi aktywacje neutrofilow i osteokla-
stow. Efekt ten uzyskuje si¢ dzigki podaniu cytokin: czyn-
nika stymulujacego wzrost kolonii granulocytéw (G-CSF)
oraz czynnika stymulujacego wzrost kolonii granulocytéw
i makrofagéw (granolocyte-monocyte colony stimulating

factor — GM-CSF). Jedynie te dwa bialka zostaty dopusz-
czone przez FDA (Food and Drug Administration) do uzy-
cia w procedurach pobrania materialu przeszczepowego,
mimo iz przebadano pod tym katem réwniez wiele innych
cytokin oraz ich kombinacji. Biatko G-CSF moze byc¢ sto-
sowane samodzielnie, natomiast mobilizacja za posrednic-
twem GM-CSF wymaga dodatkowego podania G-CSF, gdyz
wydajnos¢ procesu nie jest wystarczajaca. Podobnie efekt
mobilizacyjny uzyskaé mozna przez zastosowanie chemio-
terapii (zniszczenie DNA komorki indukuje jej reakcje na
stres) czy niektérych lekéw. Proces mobilizacji hematopo-
etycznych komérek macierzystych do krwi obwodowej zo-
stat szczegétowo przedstawiony na ryc. 7.

Ciag nastgpujacych po sobie wydarzen, powtarzany i in-
tensywniejszy z kazdym kolejnym cyklem klinicznej sty-
mulacji czynnikiem G-CSF, owocuje mobilizacja komé-
rek macierzystych ze szpiku kostnego do krwi obwodowe;j.
Po osiagnigciu odpowiedniego stgzenia we krwi, komor-
ki te sa nastgpnie separowane za posrednictwem leukafe-
rezy i podawane biorcy.

Niestety w praktyce klinicznej rzadko zdarza sig, aby juz
w pierwszym preparacie leukaferetycznym uzyskano wy-
starczajaca liczbg komérek CD34* do przeprowadze-
nia transplantacji. Zwykle calty proces mobilizacji trzeba
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to spadek aktywnosci SDF-1, bedacego chemoatraktantem komérek (D34, wobec czego promowane jest uwalnianie HSC do krwi obwodowe;j

(na podstawie [20,41,61,71])

powtérzyé, czasem nawet 5- czy 6-krotnie. Dlatego tez
sposoby poprawy wydajnosci mobilizacji ciesza si¢ obec-
nie duzym zainteresowaniem.

Jednym z istotnych czynnikdéw wptywajacych na wydajnosé
mobilizacji u os6b chorych jest postawiona diagnoza [40].
Nasze badania wykazaty, iz pacjenci ze szpiczakiem mno-
gim charakteryzuja si¢ znacznie lepsza wydajnoscia mobi-
lizacji niz ci z chloniakami czy ziarnica ztosliwa [40,42].

Basak i wsp. badali mobilizacj¢ u pacjentéw cierpiacych na
szpiczaka mnogiego [4], a takze ziarnicg ztosliwa i chto-
niaki nieziarnicze [5]. Badania miaty na celu poréwnanie
wydajnosci mobilizacji u os6b poddanych wczesniej au-
tologicznemu przeszczepowi komoérek mobilizowanych
ze szpiku do krwi obwodowej (pierwsza grupa) z pacjen-
tami poddawanymi procedurze mobilizacji po raz pierw-
szy (druga grupa). Do usprawnienia mobilizacji komérek
macierzystych uzyto Plerixaforu (AMD3100), nowego leku
bedacego inhibitorem CXCR4, opisanego pokrétce w po-
przednim rozdziale. Wykazano, iz podanie Plerixaforu
w potaczeniu z terapia G-CSF podnosi wydajnos¢ mobiliza-
cji przez zwigkszenie liczby uwolnionych komérek CD34+,
co umozliwia przeprowadzanie leukaferezy z uzyskaniem
wigkszej liczby komdrek w preparacie [31,32]. Inhibitor ten
wydaje si¢ obecnie najefektywniejszym czynnikiem mo-
bilizacyjnym, szczegblnie u oséb, u ktérych inne proce-
dury zawiodly [4,15]. Niestety, nawet mimo zastosowania
tak usprawnionej procedury, wydajnos¢ mobilizacji u pa-
cjentow cierpiacych na chtoniaki nieziarnicze lub podda-
nych wczesniej radioterapii okazala si¢ niewystarczajaca
do przeprowadzenia autotransplantacji [5].

Nasze badania wykazaly, iz takze czynniki immunogene-
tyczne moga mie¢ wpltyw na wydajnos¢ indukowanej kli-
nicznie mobilizacji komdrek macierzystych ze szpiku do
krwi obwodowej. Polimorfizm genu SDF-1 (rs1801157), be-
dacy zamiang guaniny na adening w pozycji 801 na koricu
3’-UTR genu, ma zwiazek z wigksza wydajnoscia mobi-
lizacji komérek CD34* uwalnianych do krwi obwodowe;j

[11]. Liczba komoérek progenitorowych, uzyskanych w wy-
niku leukaferezy, okazata si¢ znacznie wigksza u zdro-
wych dawcow przeszczepdéw alogenicznych, obdarzonych
allelem CXCL12-3’A, szczegdlnie w przypadku homo-
zygot (CXCL12-3’AA). Co wigcej, do przeprowadzenia
transplantacji z uzyciem materialu pobranego od dawcéw
bedacych homozygotami GG konieczne bylo wykonanie
wigkszej liczby leukaferez w poréwnaniu do dawcéw o ge-
notypie AA. Zwiazek powyzszego polimorfizmu z wydaj-
noscia mobilizacji u os6b zdrowych zostat opisany takze
przez innych badaczy [7,71].

Réwniez inny przebadany przez nasza grupeg polimorfizm
wplywal na efektywnos¢ mobilizacji u biorcéw autologicz-
nych przeszczepéw PBPC [10,40]. Byla to zamiana zasady
Cna T w intronie genu izoformy 3 receptora dla czynnika
stymulujacego wzrost kolonii granulocytéw (G-CSF3R):
1s3917924. ZaobserwowaliSmy zaleznos¢ migdzy obecno-
$cia mutacji (allelu T) i mniejsza wydajnoscia mobiliza-
cji komérek CD34*. Podobne wyniki uzyskata tez grupa
Martin-Antonio i wsp. badajac osoby zdrowe. Obserwowali
oni wyrazny spadek wydajnosci mobilizacji u oséb obda-
rzonych genotypem TT [71].

Martin-Antonio i wsp. opisali ponadto wptyw polimorfi-
zmu 152680880 genu CXCR4 (obejmujacego zamiang ade-
niny na tyming w intronie) na wydajnos¢ mobilizacji ko-
moérek macierzystych, traktowanych czynnikiem G-CSF,
do krwi obwodowej [71]. Czgsto$¢ wystgpowania tej mu-
tacji waha si¢ od 0 — w przypadku populacji azjatyckiej —
do prawie 60% wsréd Europejczykow. U dawcéw posiada-
jacych oba allele dzikie (AA), liczba uzyskanych podczas
pierwszej separacji komérek CD34+*/kg masy ciata byta
znacznie nizsza niz u os6b charakteryzujacych sig¢ genoty-
pem TT lub TA. Podobnie mniejsza byta catkowita liczba
komoérek CD34+ uzyskanych podczas pierwszej separacji.

Nasza grupa przeanalizowatla z kolei relacje wydajnosci
mobilizacji z innym, wspomnianym juz polimorfizmem
CXCR4: rs2228014. Polega on na zamianie reszty cytozyny
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Mobilizacja

Homing

Ryc. 8. Mobilizacja i zasiedlanie (homing) hematopoetycznych komdrek macierzystych (HSC) w niszach szpikowych. 1) Komérki HSC zakotwiczone sq

w niszach szpikowych przede wszystkim za posrednictwem oddziatywari pomiedzy SDF-1 (nieustannie wytwarzanym przez komorki zrebu,
SC) i jego receptorem, CXCR4, ekspresjonowanym na powierzchni komérek HSC. 2) Kliniczne podanie G-CSF skutkuje lokalng produkgja proteaz
(MMP, elastaz i katepsyny G) przez leukocyty lub komdrki zrebu (SC). Molekuty te zaktdcajq interakcje VLA-4/VCAM-1, ¢-Kit/SCF i CXCR4/SDF-1,
degradujac zaréwno SDF-1 jak i jego receptor. 3) Brak mocowania do komdrek zrebu w potaczeniu z utratg aktywnosci SDF-1 promuje uwalnianie
HSC do krwi obwodowej, skad moga zosta¢ pozyskane w wyniku leukaferezy i podane biorcy. 4) SDF-1, wytwarzany przez komorki srodbtonka
(endotelium, EC), Sciaga komdrki HSC do jego powierzchni. Wiazanie SDF-1 do CXCR4 indukuje aktywacje integryn VLA-4 i LFA-1 i ich wiazanie
zVCAM-11i1CAM-1 (obecnymi na komérkach EC), przyczyniajac sie do silnej adhezji. 5) Zatrzymanie HSC przy powierzchni nabtonka endotelium
i stymulacja polimeryzacji aktyny prowadzi do migracji HSC przez nabtonek. Posrednicza w niej integryny VLA-4iVLA-5 w obecnosci fibronektyny
(Fn). 6) HSC ulegaja nastepnie polaryzacji i migruja zgodnie z gradientem SDF-1 — ktdry jest stale wytwarzany przez komérki zrebu (SC) — az
0siagna nisze hematopoetyczna. Migracja indukowana SDF-1 powiazana jest z obecnoscia (D44 — receptora kwasu hialuronowego (HA). 7)
Kotwiczenie HSC w niszy szpikowej zalezy gtdwnie od interakcji z komdrkami zrebu i macierza zewnatrzkomérkowa (Fn, HA) (na podstawie

[20,41,61,79,81], zmodyfikowano)

na tyming w taiicuchu DNA, co jednak nie prowadzi do
zmiany w taiicuchu aminokwasowym (Ile138Ile). Nie
stwierdziliSmy jednak zwiazku tego polimorfizmu z wy-
dajnoscia mobilizacji, ani w grupie pacjentéw poddanych
autotransplantacji PBPC, ani u os6b zdrowych — dawcow
alogenicznych komérek mobilizowanych do krwi [9].

Progenitorowe komérki macierzyste, uzyskane od dawcy
w wyniku mobilizacji indukowanej G-CSF, sa nastgpnie
podawane biorcy w celu odbudowy jego uktadu krwiotwor-
czego. Proces zasiedlania szpiku kostnego przez komoérki
hematopoetyczne (homing) jest wieloetapowy i obejmuje
wigzanie tych komdrek do komoérek srodbtonka (endothelial
cells — EC), ich migracje przez srédbtonek i kotwiczenie
w niszach szpikowych [61]. Wzajemne oddziatywanie SDF-
1/CXCR4 lezy u podstaw homingu, jest wigc podstawowe
takze dla przyjecia sig przeszczepu [41,61]. Szczegétowo
proces ten przedstawiono na ryc. 8.

Zasiedlanie hematopoetycznych komorek macierzystych
w niszach szpikowych zalezne jest przede wszystkim od
ich interakcji z komérkami zrgbu szpiku kostnego oraz
z macierza zewnatrzkomoérkowa. Proces ten podtrzymy-
wany jest nieustannym wytwarzaniem czynnika SDF-
1 przez komérki zrgbu. Badania dowodza, iz przedtran-
splantacyjne traktowanie chemioterapia badz radioterapia,
a wigc czynnikami indukujacymi stan stresu, pobudza ko-
morki do wzmozonego wytwarzania przeciwzapalnej che-
mokiny SDF-1, przyspieszajac zasiedlanie przeszczepio-
nych komérek [83].

Odzwierciedleniem procesu zasiedlania nisz szpikowych
przez komérki CD34* po przeszczepieniu jest odnowa he-
matologiczna granulocytow i ptytek krwi. Z tego tez po-
wodu przedmiotem naszych badan byta réwniez analiza
zalezno$ci migdzy polimorfizmem genéw kodujacych ta-
kie biatka jak SDF-1, jego receptor CXCR4 i receptor dla
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G-CSF oraz tempem odnowy hematologicznej po prze-
szczepieniu PBPC.

Tempo odnowy granulocytéw (liczba komdrek >500/ul)
i ptytek krwi (>20x10%/ul) byto szybsze u biorcéw autolo-
gicznych przeszczepéw PBPC z allelem A genu kodujace-
go SDF-1 (rs1801157; 3’°UTR-801 G>A) [42] lub nosicie-
li niezmutowanego genu G-CSF (rs3917924) [10,40]. Nie
stwierdziliSmy jednak wplywu mutacji w genie CXCR4
(rs2228014) na tempo odnowy hematologicznej u pacjen-
téw poddanych autotransplantacji. ZaobserwowaliSmy na-
tomiast zwiazek tego polimorfizmu genu CXCR4 z tem-
pem odnowy ptytek krwi, ktére znacznie wzrasta u biorcéw
alogenicznego przeszczepu posiadajacych przynajmniej je-
den dziki allel T. Niezalezny wptyw CXCR4-T na odnowe
ptytek potwierdzono wykonujac wieloczynnikowa analize
statystyczna, uwzgledniajaca takie czynniki jak wiek i pte¢
pacjenta, polimorfizm CXCR4 i liczbg przeszczepionych
komoérek CD34* [9].

MEDYCYNA REGENERACYJNA | INZYNIERIA TKANKOWA

Stale poglebiajaca sig¢ wiedza z zakresu biologii komérki
i dziedzin pokrewnych stwarza nowe mozliwosci regene-
racji zniszczonych tkanek i narzadéw. Medycyna regene-
racyjna i inzynieria tkankowa, wykorzystujace w tym celu
komorki macierzyste, daja nadzieje na wyzdrowienie i nor-
malne zycie migdzy innymi pacjentom cierpiacym na cu-
krzyce, wrodzone choroby serca czy chorobe Parkinsona
[38]. Miatoby to nastapi¢ przez podanie biorcy niezrdz-
nicowanych badz tez czgsciowo zréznicowanych in vitro
komorek, ktére w organizmie ulegltyby proliferacji i osta-
tecznemu réznicowaniu do komdrek uszkodzonych tkanek
lub narzaddéw, przyspieszajac ich regeneracjg, zasklepia-
jac rany badZ tez przejmujac funkcje uposledzonych lub
zniszczonych komoérek.

Najwigkszym zainteresowaniem w tej dziedzinie ciesza sig¢
mezenchymalne komérki macierzyste (mesenchymal stem
cells — MSC). Sa to komérki multipotencjalne, zdolne do
réznicowania w wiele typéw komorek, na przyktad oste-
oblasty (kosci), chondrocyty (tkanka chrzgstna), czy adypo-
cyty (tkanka ttuszczowa). Izoluje si¢ je gtéwnie ze szpiku
kostnego, jednak ich Zrédel moze by¢ wiele. Co ciekawe,
zestaw ekspresjonowanych na ich powierzchni biatek moze
bardzo si¢ rézni¢ ze wzgledu na Zrédto tych komérek czy
tez typ prowadzonej hodowli komérkowej. Na przyktad an-
tygen CD34+* nie jest obecny w hodowlach komérek MSC
in vitro, jednak wystepuje na komorkach ptodowych pocho-
dzacych z pluc oraz w Swiezo pobranym szpiku kostnym
[2]. Nalezy w tym miejscu zwrdci¢ uwage, iz opisano kilka
linii komérek niehematopoetycznych, obecnych w materiale
pobranym ze szpiku kostnego, z ktérych kazda charaktery-
zuje si¢ odmiennym fenotypem. Mezenchymalne komorki
macierzyste oraz inna linia komorek, takze wyizolowana
ze szpiku kostnego (bardzo mate zarodkowopodobne ko-
morki macierzyste, very small embryonic like stem cells
— VSEL), wykazuja ekspresje CXCR4 [84]. Uwaza sig, iz
dzigki obecnosci tego receptora powyzsze komorki zdol-
ne s3 do migracji zgodnie z gradientem stgzenia SDF-1,
uwalnianego przez uszkodzone tkanki.

Idealne do celéw medycyny regeneracyjnej bytyby komérki
pluripotencjalne (pluripotent stem cells — PSC), zdolne do

réznicowania we wszystkie typy tkanek. Do takich komé-
rek zalicza si¢ komdrki embrionalne, jednak ich pozyski-
wanie z zarodkéw wiaze si¢ z wieloma problemami natury
etycznej. Z tego tez wzgledu trwaja badania nad ich pozy-
skaniem z tkanek 0s6b dorostych oraz nad odréznicowa-
niem zréznicowanych juz komorek. Uwaza sig, iz w petni
wyksztalconych tkankach mozna wciaz znaleZ¢ przedsta-
wicieli wielu linii komérkowych o mniejszym stopniu zréz-
nicowania, w tym i komérki pluripotencjalne [84]. Wobec
faktu, iz nie wykryto obecnosci PSC we wszystkich tkan-
kach, wigkszos¢ badaczy sklania sie ku teorii, zgodnie
z ktéra komorki te sa uwalniane do krwiobiegu w odpo-
wiedzi na zniszczenie tkanek lub stan zapalny. Dzigki temu
moga migrowa¢ do miejsc, gdzie ich obecnos¢ jest koniecz-
na do regeneracji uszkodzonych narzadéw. Stwierdzono
podwyzszona liczbe niehematopoetycznych pluripoten-
cjalnych komérek macierzystych w krwiobiegu po zawale
serca, udarze moézgu, czy podczas uszkodzenia takich na-
rzadéw jak watroba, nerki oraz migsnie [43,107]. Za po-
wyzszg migracje odpowiedzialne sa najprawdopodobnie;j
receptory chemokinowe ekspresjonowane na powierzchni
komoérek macierzystych, w tym takze CXCR4.

Innymi komérkami mogacymi znalez¢ zastosowanie w me-
dycynie regeneracyjnej sa komorki progenitorowe $réd-
btonka (endothelial progenitor cells — EPC). Stanowia one
heterogenna subpopulacj¢ komérek izolowana ze szpiku
kostnego badz krwi obwodowej. Zdolne sa do réznicowa-
nia w linie komoérek srédbtonka. W odpowiedzi na uraz
skutkujacy niedokrwieniem uwalniane sa ze szpiku kost-
nego za posrednictwem czynnikéw wzrostu i cytokin, by
nastgpnie zasiedli¢ uszkodzone miejsce i staé si¢ zaczat-
kiem nowych naczyn krwionosnych [57]. Z tego tez po-
wodu ta linia komérek moze by¢ potencjalnie uzyteczna
w leczeniu niedokrwienia czy transporcie lekow przeciw-
rakowych (w obrgbie nowotworowo zmienionej tkanki pro-
ces angiogenezy zachodzi szczegdlnie intensywnie) [87].
Przyktadem niech bgda badania Grapensparra i wsp. [44],
ktérzy zaproponowali uzycie komoérek progenitorowych
srodbtonka jako czgsci terapii leczenia cukrzycy typu 1.
Schorzenie to, nazywane takze cukrzyca insulinozalezna,
dotyka komorki B trzustki (wytwarzajace insuling), ktdre sa
sukcesywnie niszczone przez uktad immunologiczny cho-
rego. Na skutek tego procesu metabolizm glukozy w or-
ganizmie zastaje zaburzony. W zaproponowanej przez ba-
daczy terapii komérki EPC, podane z innymi komérkami
macierzystymi, miatyby zwigkszy¢ unaczynienie trzustki,
co z kolei wspomogtoby przezycie i proliferacje komérek f.

PobpsumowaNIE

Receptor chemokinowy CXCR4 wraz ze swoim ligandem
petni wazne funkcje zar6wno w procesach zachodzacych
w zdrowym organizmie, jak i w czasie choroby. Wykazano
powiazanie szlaku SDF-1/CXCR4 z rozwojem wielu scho-
rzen, zaréowno nowotworowych jak i nienowotworowych.
Przyktadem moze by¢ tu choéby zarazanie limfocytéw T
wirusem HIV, gdzie CXCR4 pelni funkcje koreceptora.
Badania dowiodly, iz — sposréd wszystkich receptoréw
ekspresjonowanych na komoérkach rakowych — CXCR4
wystepuje w najwigkszej liczbie. Przekazanie sygnatu za
posrednictwem tego receptora powoduje migracje komo-
rek nowotworowych zgodnie z gradientem SDF-1 (a wigc
powstawanie przerzutéw) oraz ich opornos¢ na apoptoze
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indukowana chemioterapia. Wazna funkcja, jaka szlak
SDF-1/CXCR4 petni w procesie rakotworzenia oraz w in-
nych schorzeniach, sktania naukowcéw do poszukiwania
nowych zwigzkéw hamujacych przekazywanie sygnatu za
posrednictwem CXCR4.

Nie mniej znaczacy jest udziat szlaku SDF-1/CXCR4
W przeszczepianiu hematopoetycznych komérek macierzy-
stych w przypadku os6b z defektami procesu hematopo-
ezy. Czegsciowa degradacja zaréwno liganda jak i jego re-
ceptora, inicjowana na skutek klinicznego podania G-CSF,
prowadzi do uwalniania hematopoetycznych komdrek pro-
genitorowych z nisz szpikowych i ich migracji do krwio-
biegu, skad komorki te moga zostaé pozyskane w wyniku
leukaferezy, a nastgpnie podane biorcy. Powyzsza metoda
transplantacji komoérek hematopoetycznych jest obecnie

PiSmiENNICTWO

najpopularniejsza, jednak przeprowadzenie mobilizacji
z wystarczajaca wydajnoscia wciaz pozostaje problemem.
Whikliwe badania nad szlakami przekazywania sygnatu po-
przez par¢ SDF-1/CXCR4, a takze analiza ekspresji genéw
obu tych biatek oraz genu receptora dla G-CSF (CSF3R),
moglyby rzuci¢ nowe S§wiatto na to zagadnienie i pomdc
w optymalizacji procedur transplantacyjnych. Mamy na-
dzieje, iz prowadzone przez nas badania nad polimorfi-
zmem gendw SDF-1, CXCR4, G-CSF oraz CSF3R, a takze
nad ekspresja powyzszych biatek u 0s6b poddanych trans-
plantacji hematopoetycznych komérek macierzystych oraz
u zdrowych dawcéw, przyczynia sig¢ zaréwno do lepszego
zrozumienia proceséw zachodzacych podczas mobilizacji
i homingu tych komdérek, jak réwniez pozwola na ulepsze-
nie procedur przeszczepowych. Zwigkszyloby to zaréwno
powodzenie przeszczepu, jak i komfort dawcow.
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