www.phmd.pl

Postepy Hig Med Dosw (outline), 2004; 58: 37-46

Received: 2003.09.03
Accepted: 2003.11.17
Published: 2004.03.02

Chemokiny - perspektywy zastosowania zwiazkow
blokujacych ich dziatanie w terapii*

Chemokines - future therapeutic targets
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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Chemokiny, wytwarzane przez leukocyty i komérki tkanek, stanowia duza rodzine chemotakty-
cznych cytokin, majacych zdolnos¢ stymulowania i regulacji wedréwki leukocytéw w procesach
zapalnych. Wszystkie opisane (~50) ludzkie chemokiny przekazuja sygnal do wnetrza komorki
poprzez oddzialywanie ze swoistymi receptorami zwigzanymi z biatkami G obecnymi na
powierzchni komérki. Chemokiny mogq brac udzial w wielu chorobach prozapalnych i autoim-
munizacyjnych organizmu i to czyni je i ich receptory atrakcyjnym celem badan wykorzysty-
wanych do rozwoju nowych metod terapii. Wykazano, ze antagonisci kilku receptoréw
chemokin wykazuja silng aktywnos¢ antyzapalng i antywirusowa i moga stanowi¢ leki nowej
generacji.

chemokiny * receptory chemokin * antagonisci

Summary

The chemokines are a large family of chemotactic cytokines, produced by tissue cells and leuko-
cytes, which regulate leukocytes migration in inflammation and immunity. All the described
human chemokines (ca. 50) transmit intracellular signals by binding and activating specific G
protein-coupled receptors on the cell surfaces of their target cells. Chemokines appear to be
involved in a variety of proinflammatory and autoimmune diseases, and this makes them and
their receptors very attractive therapeutic targets. Antagonists of several chemokine receptors
have demonstrated potent antiviral or anti-inflammatory activity and may represent therapeu-
tic agents for the treatment of inflammation, as well as autoimmune and viral diseases.
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Chemokiny stanowig duza rodzing cytokin, ktore kon-
troluja wiele procesow biologicznych i patologicznych.
Termin chemokina pochodzacy od nazwy chemotakty-
czna cytokina (chemotactic cytokine), zostat wprowa-
dzony 10 lat temu [29]. Chemokiny sa to nisko-
czasteczkowe bialka wydzielnicze, wytwarzane przez
leukocyty i komorki tkanek, konstytutywnie lub po
indukcji. Oddzialuja chemotaktycznie i aktywujaco na
r6zne populacje leukocytéw poprzez siedmiohelikalne
receptory zwigzane z biatlkami G. Podstawowa rola
chemokin jest rekrutacja leukocytéw w celu utrzymania
prawidlowego funkcjonowania systemu immunologicz-
nego i w walce z patogenami. Aktywnosci chemokin
nie mozna ograniczy¢ tylko do roli chemoatraktantow.
Obecnie wiadomo, ze pelnig funkcje w angiogenezie,
embriogenezie i organogenezie. Uczestnicza rowniez w
wielu procesach patologicznych (choroby autoimmu-
nizacyjne, zapalne, promocja wzrostu komérek nowotwo-
rowych), a receptory chemokin - wspdlnie z receptorem
CD4 -utatwiaja zakazenie wirusem HIV. Wyniki wielu
badan sugeruja, ze zahamowanie aktywnosci chemokin
lub zablokowanie ich receptoréw moze wplywac anty-
zapalnie, antywirusowo lub immunomodulacyjnie.

BUDOWA CHEMOKIN

Lancuchy polipeptydowe chemokin sa zbudowane z
70-130 reszt aminokwasowych, wsrdd ktorych znajdu-
ja sie cztery konserwatywne reszty cysteiny, tworzace
dwa wewnatrzczasteczkowe mostki dwusiarczkowe.
Wiekszo$¢ chemokin zalicza si¢ do dwdch gtownych
grup w zaleznos$ci od potozenia dwdch pierwszych z
czterech konserwatywnych reszt cysteiny. Do pierwszej
grupy CXC zaliczamy chemokiny, w ktorych dwie
pierwsze reszty cysteiny przedzielone sg pojedynczym
aminokwasem. Chemokiny nalezace do tej grupy
mozna dodatkowo podzieli¢ na dwie podgrupy zawiera-
jace lub niezawierajace sekwencji Glu-Leu-Arg
(ELR) poprzedzajacej pierwsza cysteing. Obecnosé
motywu ELR jest cecha charakterystyczna wszystkich
chemokin reagujacych z receptorami CXCRI i
CXCR2. Druga grupe stanowia chemokiny CC, w
ktérych dwie pierwsze cysteiny sasiaduja ze soba.
Opisano dwa dodatkowe warianty struktury
chemokin, ktére rozszerzyly liczbe grup do czterech.
Do trzeciej grupy C zaliczono limfotaktyne, ktdra ma
tylko jedna z dwoch pierwszych konserwatywnych
reszt cysteiny. Przedstawicielem czwartej grupy CX,C,
w ktorej dwie pierwsze cysteiny przedzielone sg trze-
ma aminokwasami, jest fraktalkina. W przeciwienstwie
do pozostatych chemokin jest ona integralnym biatkiem
blonowym, w ktérym domen¢ chemokinowa stanowi
N-koncowy fragment czasteczki. Szybki postep w tej
dziedzinie sprawil, ze czesto wiele grup badawczych
opisywalo te sama czasteczke pod réznymi nazwami.

Postanowiono wigc robocze symbole i nazwy zastapic
przez oficjalne nazwy ustalone wg nastepujacych
regul: zaproponowano aby chemokiny nalezace do
danej grupy mialy w nazwie rodzin¢ do ktorej naleza,
liter¢ L (ligand) i kolejny numer, np. IL-8 (interleuki-
na 8) ma oficjalng nazwe CXCLS. Przyktady ludzkich
chemokin z uwzglednieniem nowego nazewnictwa,
przedstawiono w tabeli 1 [40, 53, 61, 66].

Badania struktury trzeciorzgdowej chemokin za
pomoca analizy rentgenograficznej i spektroskopii
magnetycznego rezonansu jadrowego wykazaly, ze
mimo niskiego poziomu identycznosci sekwencji
aminokwasowej ~20% ich struktura przestrzenna
wykazuje znaczng homologi¢. W monomerach wszyst-
kich chemokin rdzen zawierajacy trzy struktury 3 jest
stabilizowany przez wigzania dwusiarczkowe i oddzia-
fywania hydrofobowe pomiedzy C-koficowa a helisg i
struktura p (ryc. 1). Wprawdzie struktura trojwymia-
rowa monomeréw chemokin jest identyczna, ich
struktura czwartorzedowa jest rézna. Chemokiny
CXC i CX3C tworza globularne dimery, struktury
dimeréw chemokin CC s3 bardziej wydluzone.
Chemokiny ulegaja dimeryzacji i oligomeryzacji w
wyzszych stezeniach i w obecnosci glikozaminoglikanéw.
Funkcja oligomerdw nie jest doktadnie poznana, uwaza
si¢, ze agregacja chemokin w warunkach fizjolo-
gicznych chroni te matle biatka przed proteoliza i
pozwala na immobilizacj¢ chemokin i utworzenie gra-
dientu chemotaktycznego. Homooligomery moga
spetnia¢ odmienne funkcje niz wigzanie receptora

petlaN

/______ wigzania
disiarczkowe

domena N-koncowa
N

Ryc. 1. Schemat budowy chemokiny z zaznaczonymi elementami
struktury: B- struktura g, C, N - C i N-koniec fancucha
polipeptydowego [13, 18]
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Tabela 1. Rodzina chemokin
*i - chemokina indukowana (prozapalna), k — chemokina konstytutywna (limfoidalna)

Ludzka chemokina Synonimy Mysi homolog Receptor
CXC ()

CXcL1 i* GROoL, MGSA N51/KC, MIP-2 CXCR2>>R1
CXcL2 i GROp, MIP-2ax Gro/KC CXCR2
CXCL3 i GROJ, MIP-2p3 Gro/KC CXCR2
CXCL4 i PF-4 nieznany CXCR2?
CXCL5 i ENA-78 LIX CXCR2
CXCL6 i GCP-2 LIX CXCR1, CXCR2
CXCL7 i NAP2 nieznany CXCR2
CXCL8 i IL-8 nieznany CXCR1, CXCR2
CXcL9 i Mig Mig CXCR3
CXCL10 i IP-10 CRG-2 CXCR3
CXCL11 i I-TAC nieznany CXCR3
CXCL12 k SDF-1a, SDF-1B SDF-1a, SDF-1p3 CXCR4
CXCL13 k BCA-1, BLC BLC CXCR5
CXcL14 i/k BRAK, BMAC BRAK, BMAC nieznany
CXCL15 k - lungkina nieznany
CXCL16 k CXCL16 CXCL16 CXCR6
CC(B)

ccLl i 1-309 TCA-3 CCR8

ccL2 i MCP-1 JE CCR2

CCL3 i MIP-1c1, LD78 MIP-1c., LD78 CCR1, CCR5
ccL4 i MIP-1B MIP-1B CCR5, CCR8
CCL5 i RANTES RANTES CCR1, CCR3, CCR5
CCL6 i - C-10, MRP-1 nieznany
CCL7 i MCP-3 MARC/FIC CCR1, CCR2, CCR3
CCL8 i MCP-2 nieznany CCR2, CCRY
CCL9 i - MRP-2,MIP-1g nieznany
CCL10 - nieznany nieznany
CCL11 i eotaksyna eotaksyna CCR1, CCR3
CCL12 i - MCP-5 CCR2

CCL13 i MCP-4 nieznany CCR1-CCR3, CCR5
CCL14 k HCC-1 nieznany CCR1

CCL15 k HCC-2, LKn-1, MIP-1b nieznany CCR1, CCR3
CCL16 i/k HCC-4, LEC nieznany CCR1

CCL17 i TARC nieznany CCR4

CCL18 k PARC, DC-CK1 nieznany nieznany
CCL19 k ELC, MIP-3b, exodus3 nieznany CCR7

CCL20 k LARC, MIP-3a, exodus1 nieznany CCR6

cCL21 k SLC, 6Ckine, exodus2 nieznany CCR7

CCL22 i/k MDC abcd1 CCR4

CCL23 k MPIF-1, ckb8 nieznany CCR1

CCL24 i MPIF-2, ckb6 nieznany CCR3

CCL25 k TECK TECK CCR9

CCL26 i eotaksyna 3, MIP-4a. nieznany CCR3

CCL27 k eskina ALP CCR10
CCL28 i/k MEC CCL28/MEC CCR3, CCR10
Cly)

XCL1 i limfotaktyna, SCM-1c. limfotaktyna XCR1

XCL2 i limfotaktyna, SCM-1(3 XCR2

CX3C ()

CX3CL1 i/k fraktalkina neurotaktyna CX3CR1

39



Postepy Hig Med Dosw (outline), 2004; 58: 37-46

poniewaz monomer chemokiny jest jednostka
funkcjonalna [3, 13, 18].

Chemokiny mobilizuja i aktywuja leukocyty przez
oddzialywanie ze swoistymi receptorami na powierz-
chni komorek. Receptory te naleza do rodziny biatek
charakteryzujacych si¢ obecnoScig siedmiu §rod-
btonowych domen (7 TMD) i przekazujacych sygnat
przez biatka G. Dotychczas zidentyfikowano i sklono-
wano 19 receptoréw chemokin roznigcych si¢ sek-
wencja aminokwasowa i swoisto$ciag wobec ligandow.
Wigkszo$¢ receptoréw rozpoznaje wigcej niz jedna
chemoking i kilka chemokin wiaze si¢ do wigcej niz
jednego receptora (tabela 1). Receptory chemokin
omdéwiono w licznych artykutach przegladowych [4,
25,32, 40, 54, 61, 65].

MECHANIZM WIAZANIA CHEMOKIN

Mechanizm wigzania chemokin do receptora zapro-
ponowano na podstawie strukturalnej analizy
chemokin i receptoréw oraz ich mutantéw. Wykaza-
no, ze chemokiny maja dwa gléwne miejsca interakc;ji
zich receptorami. Sa to: N-terminalny gietki fragment
i konformacyjnie usztywniona pe¢tla N wystepujaca po
drugiej cysteinie. Obydwa miejsca znajduja si¢ blisko
siebie dzieki mostkom dwusiarczkowym (ryc. 1).
Receptor rozpoznaje reszty aminokwasowe znajdu-
jace si¢ w fafncuchu polipeptydowym tworzacym petle
N i ta interakcja ogranicza ruchliwo$¢ chemokiny i
ulatwia wlaSciwa orientacje i oddzialywanie N-
koncowego fragmentu chemokiny z receptorem [13, 18].
Wynikiem oddzialywania chemokiny z receptorem
jest jego aktywacja, ktéra zaczyna si¢ od zamiany GDP
na GTP w podjednostce a bialek G. Biatka G oddyso-
cjowuja od receptora i aktywuja szereg czasteczek
efektorowych, ktore uruchamiaja kaskade sygnatow w
cytoplazmie komorki [35].

Chemokiny wigza si¢ réwniez do czasteczek, ktore nie
przekazuja sygnatu. W tkankach chemokiny wiaza si¢
do glikozaminoglikanéw, obecnych na powierzchni
komorki lub zewnatrzkomorkowej macierzy, przez
oddziatywanie aminokwas6w zasadowych czesci C-
koficowej tancucha polipeptydowego. Chemokiny
zwigzane do glikozaminoglikan6w pozostajg w miejs-
cu, gdzie sa wytwarzane i uwalniane w petni zachowu-
jac aktywnos¢ chemotaktyczna. To wiazanie jest wazne
w immobilizacji chemokin i tworzeniu lokalnego gra-
dientu chemokin, ktory przyciaga leukocyty [36]. Do
biatek, ktére po zwigzaniu chemokin nie przekazuja
sygnatlu naleza Duffy i D6. Funkcja tych biatek nie
zostala jeszcze wyjasniona [62].

ROLA CHEMOKIN

Rola chemokin nie ogranicza si¢ tylko do chemotaksji,
wiele przyktadéw wskazuje, ze jest znacznie szersza.
Blizsza charakterystyka chemokin i ich receptoréw
pozwolita podzieli¢ je na dwie grupy, limfoidalne
(konstytutywne) i prozapalne (indukowane), w zalezno-
Sci od funkgcji jaka pelnia w odpornosci i reakcjach
zapalnych. Chemokiny prozapalne sa wytwarzane
przez rozne tkanki i wedrujace leukocyty w odpo-
wiedzi na toksyny bakteryjne i cytokiny prozapalne,
takie jak IL-1, TNF i interferony. Ich gtéwym zada-
niem jest rekrutacja leukocytéw do miejsc objetych
procesem zapalnym lub infekcja w celu obrony gospo-
darza [3, 48]. Wigkszo$§¢ chemokin mozna zaliczy¢ do
chemokin prozapalnych (tabela 1). Konstytutywne
chemokiny sa wydzielane przez organizm w zdefinio-
wanych przestrzeniach tkanek limfoidalnych i biora
udzial w podstawowych procesach wedrdwki i rozwoju
komorek w obrebie systemu immunologicznego.

Informacje na temat roli chemokin limfoidalnych w
dojrzewaniu, réznicowaniu i zasiedlaniu limfocytow,
uzyskano na podstawie badafn na myszach z inak-
tywacja badanego genu. Wykazano, ze myszy pozba-
wione genu kodujacego CXCL12 lub CXCR4 maja
powaznie uszkodzony system immunologiczny, ukiad
krazenia i o§rodkowy uktad nerwowy, co prowadzi do
$mierci organizmu [41, 59, 67]. Wyniki innych do$wiad-
czefi wskazuja, ze chemokiny CXCL13, CCL19 i
CCL21 kontroluja przemieszczanie i migracj¢ limfo-
cytow w czasie dojrzewania, réznicowania i prawidio-
wego umieszczania w obwodowych narzadach
limfatycznych [3, 19, 23, 60]. Chemokiny pelnig wazna
role w obronie organizmu i w rozwoju odpowiedzi
immunologicznej. Funkcja ich wykracza znacznie poza
role chemoatraktantéw i chemokiny wlaczone sa w
wiele procesow biologicznych, takich jak hematopoeza,
embriogeneza i angiogeneza, a takze w wiele proceséw
patologicznych od zapalenia do infekcji wirusowej
i nowotworu.

ROLA CHEMOKIN W CHOROBACH

Cocchi i wspotpr. w 1995 roku wykazali, ze chemokiny
CCL3 (MIP-1a, CCL4 (MIP-1pB) i CCL5 (RANTES)
hamuja infekcje HIV in vitro [12]. W nastepnym roku
udowodniono, ze receptory CCRS i CXCR4 wraz z
czasteczkg CD4 s3 koreceptorami ulatwiajacymi
wnikniecie wirusa HIV do komorki [14, 15, 17].
Udzial receptora CCR5 w zakazeniu wirusem HIV
zostala potwierdzona genetycznie, poprzez wykazanie,
ze osobnicy narazeni na infekcje wirusem HIV, ale
nieulegajacy zakazeniu s homozygotami zawierajacymi
nieaktywny wariant receptora CCRS5 [55]. Nieaktywny
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wariant receptora powstal w wyniku delecji 32 par
zasad w czesci kodujacej genu dla CCRS. Produktem
tego genu jest skrocone biatko CCR5A32, ktore nie
ulega ekspresji na powierzchni komorki, zmniejsza to
znacznie ryzyko infekcji wirusem HIV. W ciagu ostat-
nich kilku lat wykazano, ze okolo 1% populacji
kaukaskiej posiada taka mutacje. Odkrycia te stwarza-
ja nowe terapeutyczne mozliwosci walki z infekcja
wirusem HIV i choroba AIDS [52].

Charakterystyczna cecha wszystkich choréb zapalnych
jest nadmierna rekrutacja leukocytow w miejscu
zapalenia. Zwigkszony poziom indukowanych
chemokin mozna wykry¢ we krwi obwodowej, ptynach
ustrojowych i tkankach ludzi w stanach patologicz-
nych. Wydaje si¢, ze chemokiny uczestnicza w
wiekszosci chordb, w ktérych dochodzi do aktywacii i
akumulacji leukocytéw w tkankach. Wykazano, ze
chemokiny odgrywaja wazna role¢ w patogenezie
zapalenia i chordb autoimmunizacyjnych. Zmiany w
ekspresji chemokin i ich receptoréw zaobserwowano
w reumatoidalnym zapaleniu stawdw, stwardnieniu
rozsianym, miazdzycy, astmie oraz w odrzucaniu
przeszczepu. Wykazano, ze w formowaniu si¢
naciek6w zapalnych w reumatoidalnym zapaleniu
stawOw uczestniczg CXCLS8, CXCL10, CCL2, CCL4
[58]. W stwardnieniu rozsianym obserwujemy w
probkach moézgu pacjentéw wzrost poziomu
chemokin CCL3, CCL4, CCL5, CXCL10 i CXCL11,
ktore przyciagaja komoérki Thl i monocyty do mozgu.
Nagromadzenie si¢ autoagresywnych komorek T i
monocytdw w mozgu prowadzi do demielinacji i
zniszczenia aksonu [57]. Niektére chemokiny (CCL2,
CCL3, CCLS5, CCL11) uczestnicza w patogenezie
chordb alergicznych przyciagajac chemotaktycznie
eozynofile do zmian zapalnych toczacych sie w
oskrzelach i ptucach. Znacznie zwigkszone stgzenie
CCLS5 zaobserwowano w odrzuconych przeszczepach
nerek [3, 48].

Obecnoé¢ CCL2 stwierdzono w S$cianach tetnic
zwierzat w modelowej miazdzycy oraz w blaszkach
miazdzycowych u ludzi [20, 27]. Sugeruje si¢ rOwniez,
ze polimorfizm V641 tancucha polipeptydowego
CCR?2 jest zwigzany z zapadalno$cia na choroby serca
i $miertelnoScig [45]. Badania kliniczne pacjentéw z
chorobami serca wykazaly korelacje pomiedzy
ryzykiem zapadalno$ci na choroby serca a polimor-
fizmem w pozycji M280T i 1249V tancucha polipepty-
dowego CX3CRI1. Wykazano, ze obecno$¢ izoleucyny
w pozycji 249 i metioniny w pozycji 280 fancucha
polipeptydowego CX3CR1 jest zwigzana z mniejszym
ryzykiem zachorowania na choroby serca [34, 37].

Chemokiny i receptory zaklasyfikowane jako konsty-
tutywne nie odgrywaja duzej roli w chorobach zapal-
nych. Wyjatkiem jest receptor CXCR4, ktory jest
koreceptorem HIV, a takze bierze udzial w przerzu-
towaniu nowotwordw [38].

Obszerna literatura dokumentuje ekspresje chemokin
ireceptoréw chemokin w plynach biologicznych, biop-
sjach i tkankach pobranych od pacjentow w czasie
operacji chirurgicznych, u ktorych wystepuje stan
zapalny. Wykazano, ze ligandy dla CCR1, CCR2,
CCRS5, i CXCR3 sa wszechobecne w chronicznych
stanach zapalnych, podczas gdy w ostrych stanach
zapalnych czgSciej stwierdza si¢ obecno$¢ chemokin
wigzacych sig z CXCR1 i CXCR2 [20].
Zaangazowanie chemokin w wiele chordb prozapal-
nych i autoimmunizacyjnych, a takze ich wtasciwosci
antywirusowe czyni je i ich receptory atrakcyjnym
celem leczniczym.

System chemokin jest czgsto opisywany jako redun-
dancyjny. Wystepuje kilka par receptor-ligand, tzn.
jeden ligand z kilkoma receptorami i jeden receptor z
wiece] niz jednym ligandem. Stad obawa, ze
zablokowanie dzialania jednej chemokiny moze nie
da¢ pozadanego efektu, poniewaz inna chemokina
moze zajac jej miejsce. Trzeba wigc wykazaé, ktory z
wielu receptoréw jest najwazniejszy w danej chorobie
i moze by¢ potencjalnym celem nowej terapii. Jedna z
powszechnie uzywanych metod okre§lenia waznoSci
pary receptor-ligand zwigzanej z dana chorobg jest
badanie wplywu delecji interesujacego nas genu in
vivo. Otrzymano myszy transgeniczne i myszy pozba-
wione genéw kodujacych poszczegélne chemokiny i
ich receptory [cyt wg 3, 47]. Delecja tylko jednego
genu (CXCR4/CXCL12) jest §miertelna [59], a efekty
delecji gendéw kodujacych pozostate chemokiny i ich
receptory ujawniajg si¢ dopiero w warunkach stresu
wywolanego choroba [7, 28]. W tabeli 2 przedstawiono
chemokiny i ich receptory, dla ktorych wykazano
wazno$¢ w poszczegblnych chorobach na podstawie
obserwacji klinicznych, badaf z przeciwciatami
monoklonalnymi oraz modyfikowanymi chemokinami
i myszami transgenicznymi [48, 56]. Ze wzgledu na
wazna role chemokin w patogenezie wielu chor6b od
kilku lat trwaja intensywne poszukiwania substancji
blokujacych dziatanie chemokin Iub swoistych
inhibitoréw ich receptoréw. Receptory chemokin w
modelach choréb u zwierzat moga by¢ neutralizowane
przez uzycie przeciwcial monoklonalnych, mody-
fikowanych chemokin, ktére dziataja jako antagonici
receptorow i syntetycznych niskoczasteczkowych
inhibitoréw.
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Tabela 2. Chemokiny w chorobach

Choroba Receptor Chemokiny
HIV CXCR4 CXCL12
CCR5 CCL3, CCL4, CCL5

odrzucenie przeszczepu, astma

Stwardnienie rozsiane, reumatoidalne zapalenie stawow,

CCR1, CCR2, CCR5
CXCR3

CCL2, CCL3, CCL4, CCL5,
CXCL10

Alergia CCR3, CCRS8 CCL11
Nowotior CXCR4, CXCL12,
y CCR7 CCL19, CCL21
Ostre zapalenie bakteryjna infekcja CXCR1, CXCR2 CXCL8
Miazdzyca CCR2, ceL2,
y CXCR3 CXCL10

ANTAGONISCI RECEPTOROW DLA CHEMOKIN

Obserwacja, ze chemokiny moga hamowac¢ infekcje
HIV in vitro, sktonita wiele grup badawczych i firm
farmaceutycznych do intensywnego poszukiwania
lekéw blokujacych rozwdj zapalenia lub infekcji HIV,
czyli czasteczek, ktére wiagzac sie do receptora
uniemozliwiaja zwigzanie liganda. Inhibitorami akty-
wnoSci chemokin s3 przeciwciala monoklonalne,
rekombinowane mutanty chemokin, naturalnie
wystepujace biatka kodowane przez wirusowe genomy
oraz mate chemiczne zwigzki. Otrzymano wiele prze-
ciwcial monoklonalnych antychemokiny i ich recepto-
1y, ktore stosowane sa gtéwnie w celach badawczych i
diagnostycznych. Tylko dwa przeciwciala monoklo-
nalne maja potencjalne zastosowanie w lecznictwie,
anty-CXCR3 przy przeszczepach organdw i anty-
CXCR4 w zapobieganiu przerzutowaniu nOwotwordw
[24, 38]. Przeszkoda w szerszym zastosowaniu przeci-
wcial monoklonalnych jako lekéw jest ich immuno-
genno$¢ i mala stabilno§¢ w surowicy. Dzialanie
chemokin hamuja dwa rodzaje wirusowych biafek.
Naleza do nich biatka wirusowe wiazace chemokiny i
wirusowe homologi chemokin. Stanowia one struktu-
ry modelowe z potencjalnym terapeutycznym zas-
tosowaniem [30]. Najwicksza nadzieje na znalezienie
nowych lekéw pomocnych w zwalczaniu chordb, ktore
sa obecnie nieuleczalne daja modyfikowane
chemokiny i zwiazki o malej masie czasteczkowej. Te
dwa rodzaje zwigzkdw sa szerzej omoéwione w
nastepnych rozdziatach.

REKOMBINOWANE WARIANTY CHEMOKIN - ANTAGONISTYCZNE
PEPTYDY

Modyfikowane chemokiny otrzymane w wyniku
skrdcenia, wydtuzenia lub modyfikacji chemicznej N-
koficowego fragmentu fafncucha polipeptydowego
nabywaja antagonistycznej lub czeSciowo agonisty-
cznej aktywnosci. Chemokiny wykazujace wtasciwosci
agonistyczne badz antagonistyczne moga oddziatywac
na receptor stabilizujac jego nieaktywna lub aktywna
postaé. Nie tylko agonistyczna, ale rowniez antago-
nistyczna aktywno$¢ chemokin jest zalezna od N-
koficowego fragmentu faficucha polipeptydowego [5].
Modyfikacja N-koficowego fragmentu tancucha
polipeptydowego chemokin prowadzi do otrzymania
pochodnych, ktére zachowuja zdolno$¢ wigzania
odpowiedniego receptora bez indukowania biolo-
gicznej odpowiedzi, zachowuja si¢ wiec jak kompety-
cyjni antagoniéci receptora. Pierwszym opisanym
takim antagonista byta skrocona posta¢ CXCLS (6-72
aa), ktora hamuje wigzanie CXCLS8 i innych ELR*
chemokin do CXCR1 i CXCR2 [5, 10]. Niestety, brak
odpowiednika CXCL8 u myszy oraz modelu
zwierzecego choroby zahamowal badania nad zas-
tosowaniem tej rekombinowanej chemokiny w terapii.
Analog CCL2 (9-76aa) otrzymany przez delecje pierw-
szych o$miu reszt aminokwasowych jest skuteczny w
leczeniu objawdéw miazdzycy na modelu mysim [21].
Aktywno$¢ antywirusowa wykazuja skrocone postaci
CCLS5 (9-68aa i 3-68aa). Dodanie konicowej metioniny
do CCL5 tworzy zmodyfikowane biatko Met-
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RANTES, ktére blokuje wigzanie CCL5 i CCL3 w
nanomolarnych stezeniach in vitro oraz znacznie
redukuje objawy choréb zapalnych na modelach
zwierzecych [1, 22, 46, 50, 56].

Chemicznie modyfikowany analog CCLS, ktéry za-
wiera dodatkowa reszt¢ aminooksypentanowa, AOP-
RANTES, jest silnym inhibitorem HIV-1. Jest on
czesciowym agonista CCRS5 efektywnym dlatego, ze
indukuje internalizacje receptora CCRS, ale hamuje
jego ponowna ekspresj¢ na powierzchni komorki.
Inkubacja AOP-RANTES z komoérkami zawierajacy-
mi na swojej powierzchni CCRS5, powoduje wiazanie
AOP-RANTES i internalizacje¢ receptora, ktory nie
ulega ponownej ekspresji na powierzchni komorki i
dlatego nie moze by¢ uzyty jako koreceptor dla HIV.
Usunigcie z powierzchni komorki receptora CCRS
przez AOP-RANTES nie tylko zapobiega wniknigciu
wirusa do komorki, ale rowniez zmniejsza mozliwosé
mutacji wirusa w taki sposdb, aby mogl wniknaé w
obecnosci inhibitora [16, 49].

Innym sposobem prowadzacym do redukcji ekspres;ji
receptoréw chemokin na powierzchni komorki jest
modyfikacja C-koficowego fragmentu tancucha
polipeptydowego chemokin przez przytaczenie sek-
wencji KDEL. W ten sposob powstaja tzw. intrakiny
(chemokiny zatrzymane wewnatrz komorki), ktdre
zapobiegaja ekspresji nowo syntetyzowanych recep-
torbw chemokin na powierzchni komorki praw-
dopodobnie przez tworzenie wewnatrzkomorkowych
kompleksow, a to zapobiega recyklizacji receptoréw
[9, 39, 64].

Niektore z modyfikowanych chemokin (CCL2, CCL3,
CCL5) sa testowane przez firmy farmaceutyczne w
badaniach przedklinicznych. Wykazano, ze mody-
fikowana chemokina CCL3 (nazwana BB10010) dziafa
antynowotworowo i jest dobrze tolerowana przez
ochotnikéw podczas prob klinicznych [11, 33, 51].

Niedawno  opisano  naturalnie = wystepujace
chemokiny, ktére wykazuja aktywno$¢ agonistyczna
badz antagonistyczna w zalezno$ci od receptora, z
ktérym sie wiaza. Wykazano, ze CXCL9, CXCL10 i
CXCL11, ktoére sa swoistymi ligandami dla CXCR3
zachowuja si¢ jak antagonisci po zwigzaniu z CCR3
[31]. Wiasciwosci antagonistyczne wykazuja rowniez
CCL7 po zwigzaniu z CCRS5 oraz CCL11 po zwigzaniu
z CCR2 [6, 42, 43]. Powyzsze obserwacje sugeruja
nowy mechanizm regulujacy rekrutacje¢ leukocytow w
czasie reakcji immunologicznych i standéw zapalnych,
ktorych podstawa jest potaczenie efektéw agonisty-
cznych i antagonistycznych chemokin.

Modyfikowane chemokiny i przeciwciala sa bardzo
pomocne w zrozumieniu roli chemokin w chorobach.
Bialka te maja jednak pewne ograniczenia jako leki,
poniewaz nie moga by¢ podawane doustnie i sa szybko
usuwane z surowicy, a ponadto ich produkcja wigze si¢
z wysokimi kosztami. Idealnym lekiem jest zwiazek
chemiczny o matlej masie czasteczkowej podawany
doustnie i dlugo utrzymujacy odpowiednie stezenie w
krwiobiegu. Dlatego wickszo§¢ firm farmaceutycznych
prowadzi obecnie badania w celu poszukiwania
zwigzkdéw chemicznych, ktore beda blokowac recepto-
ry chemokin i hamowac rozwdj choroby w badaniach
na zwierzetach w podobnym stopniu jak mody-
fikowane chemokiny.

NISKOCZASTECZKOWE ZWIAZKI CHEMICZNE O
WEASCIWOSCIACH ANTAGONISTOW CHEMOKIN

Efektywno§¢ modyfikowanych chemokin jako
inhibitoréw przewlektego zapalenia i infekcji HIV in
vitro, sklonita firmy farmaceutyczne do poszukiwania
niskoczasteczkowych zwigzkéw chemicznych o podob-
nych wlasciwoSciach. Zsyntetyzowano wiele zwiazkow
chemicznych, wykazujacych zdolno$¢ zablokowania
receptorow chemokin, przyktady takich struktur
przedstawiono na rycinach 2 i 3 [26, 27, 44].
Pierwszym syntetycznym antagonista receptoréw
chemokin byla czasteczka produkowana przez firme
GlaxoSmithKline SB225002 [63]. Czasteczka ta hamu-
je wigzanie chemokin do receptora CXCR2 i nie
dziata na CXCR1, blokuje chemotaksje i adhezje neu-
trofilow do komorek §rodbtonka. Czasteczka
SB225002 wykazuje wiasciwosci antyzapalne in vivo,
ale nie jest aktywna po podaniu doustnym. Wobec
tego za posrednictwem syntezy otrzymano zmody-
fikowang wersja SB225002 (zwiazek SB26510; ryc. 2),
ktory moze by¢ podawany doustnie [56]. Zachecajace
wyniki otrzymata firma Berlex podczas testowania w
klinice czasteczki BX471 (inhibitor CCR1; ryc. 2) na
pacjentach ze stwardnieniem rozsianym. Dlatego
czasteczka ta przechodzi dalsze fazy testow kli-
nicznych i jest nadzieja, ze bedzie skuteczna jako lek
przeciwko stwardnieniu rozsianemu [8, 26].

Wiekszo$¢ badaczy poszukuje inhibitorow CCRS,
wykazujacych znaczng aktywnoS$¢ antywirusowa,
poniewaz moga one by¢ nowymi lekami stosowanymi
w leczeniu AIDS. Pierwszym opisanym takim
zwigzkiem byl TAK779 (ryc. 3) z laboratorium Takeda
[2]. Skitadnik ten blokuje infekcjg¢ wirusowa w
nanomolarnych stezeniach. Niestety, nie moze by¢
podawany doustnie, co moze by¢ przeszkoda w sze-
rokim zastosowaniu klinicznym. Do zwigzkéw
chemicznych, ktére po podaniu doustnym nie traca
wtlasciwosci leczniczych i sg testowane w klinice jako
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Ryc. 2. Przykiady struktur chemicznych, ktére sg antagonistami recep-
torow CXCR2, CCR1-CCR3. W nawiasach podano nazwe firmy farma-
ceutycznej, ktora wyprodukowata dang czasteczke [8, 26, 27, 44]

leki przeciwko HIV naleza E913 wyprodukowany
przez firm¢ Ono i SCH prez Schenyl-Plough (ryc. 3)
[26, 27]. Mniej badan jest skierowanych na wykrycie
inhibitorow CXCR4, poniewaz jest on receptorem
HIV w p6znym stadium choroby. Ponadto, receptor
ten pelni wazna role w funkcjonowaniu systemu
immunologicznego i jego zablokowanie mogtoby mieé
niekorzystne dzialanie uboczne. Przyktadem silnego
antagonisty CXCR4, ktory hamuje replikacje wirusa
HIV jest ADM31000 (ryc. 3) testowany na ochot-
nikach przez firm¢ AnorMED. Niestety w czasie
testow klinicznych okazalo sig, ze dziata on roéwniez
niekorzystnie [51, 56].

PobsSuMOWANIE

Zaangazowanie chemokin i ich receptoréw w choroby
prozapalne, wirusowe i autoimmunizacyjne, stwarza

Ryc.3. Przyktady struktur chemicznych, ktore s antagonistami recep-
toréw, CCR5 i CXCR4. W nawiasach podano nazwe firmy farmaceuty-
cznej, ktéra wyprodukowata dang czasteczke [8, 26, 27, 44]

mozliwoSci terapeutycznej interwencji. Wydaje sie, ze
zablokowanie reakcji chemokina-receptor moze
zahamowa¢ lub op6zni¢ rozw6j choroby. W ciggu
ostatnich lat dokonat si¢ znaczny postep w projek-
towaniu bialek wariantowych (rekombinowane
chemokiny) i niskoczasteczkowych zwigzkéw chemicz-
nych hamujacych reakcje chemokina-receptor.
Opublikowano wiele prac i patentéw na temat anta-
gonistow chemokin badanych in vitro i na modelach
zwierzecych. Zachegcajace wyniki dotychczasowych
doswiadczen na zwierzgtach i prob klinicznych u ludzi
pozwalaja wnioskowa¢, ze badania dotyczace antago-
nistow receptoréw chemokin dostarcza klinicznie
uzytecznej terapii w ciagu najblizszych kilku lat.

Pani Profesor Elwirze Lisowskiej dzigkuje za krytyczng lekture
manuskryptu.
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