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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Postgp w dziedzinie transplantologii umozliwil znalezienie alternatywnego do szpiku i krwi pe-
powinowej Zrédta komdrek macierzystych [62]. Udato si¢ to, m.in. dzigki zastosowaniu czynni-
ka stymulujacego tworzenie kolonii granulocytéw (G-CSF), ktéry po podaniu dawcy dziata jako
czynnik mobilizujacy komérki macierzyste ze szpiku do krwi obwodowej. Umozliwia to pozy-
skanie komoérek progenitorowych z krwi obwodowej (PBPC). Proces mobilizacji komérek krwio-
tworczych podlega regulacji wielu czynnikéw oddziatywajacych w organizmie dawcy po podaniu
G-CSF oraz podczas pobierania materiatu przeszczepowego w procesie leukaferezy. Jednym z nich
jest czynnik pochodzenia stromalnego 1 (SDF-1). SDF-1 jest chemoking z grupy CXC (CXCL12)
o szerokim zakresie dzialania, ktéra wptywa na prawidtowy rozwdj embrionu oraz na wiele pro-
ceséw w dorostym organizmie, w tym hematopoezy, ktéra prowadzi do prawidtowego rozwoju
komorek krwiotwérczych. Oddziatywania pomigdzy SDF-1 a jego receptorem CXCR4 wptywa-
ja na komorki macierzyste stanowiace material przeszczepowy. Podstawowym celem pracy jest
przedstawienie wptywu SDF-1 na procesy krwiotwdrcze oraz mobilizacje. Oddziatywania migdzy
komoérkami macierzystymi a ich otoczeniem sg szczegdlnie wazne w calej procedurze przeszcze-
powej od chwili mobilizacji komérek krwiotwérczych w organizmie dawcy, poprzez leukafereze,
transplantacje, zasiedlanie réznych organéw po przeszczepieniu oraz podczas odnowy populacji
komérek krwiotwdrezych. Dlatego tez, czgs¢ pracy poswigcono roli, wystepujacych na komor-
kach progenitorowych oraz komérkach podscieliska szpiku, molekut adhezyjnych i ich wspétdzia-
faniu z SDF-1. Artykut dotyczy tylko niewielkiego wycinka z calej problematyki transplantologii
klinicznej. Jednakze mamy nadzieje, iz poznanie zaleznosci miedzy osia SDF-1-CXCR4 pozwo-
li na uwzglednienie tych relacji w protokole klinicznym w celu ulepszania procedury transplan-
tacyjnej (np. poprzez stosowanie antagonisty CXCR4 jako czynnika mobilizujacego).

SDF-1 » CXCR4 ° hematopoeza * mobilizacja - PBPC

Summary

The treatment of donors with a granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) induces the mo-
bilization of hematopoietic stem cells (HSCs) from the bone marrow to the blood circulation and

* Badania polimorfizmu genu SDF-1 finansowane byly z grantu Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (2PO5B 085 28).
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guarantees a sufficient number of peripheral blood progenitor cells (PBPCs). This mobilization
and leukopheresis are very complicated and unclear processes because of the relationships be-
tween many factors from outside and inside of the body in the course of GCS-F’s action. One of
these factors is stromal cell derived factor-1 (SDF-1, CXCL12), a member of the CXC chemokine
family, which influences normal development of the embryo and directs many processes in ma-
ture organisms. This chemokine plays an important role in hematopoiesis leading to the normal
development of hematopoietic cells. Interaction between SDF-1 and its receptor CXCR4 influen-
ces HSCs, which constitute a part of the transplantation material. This review describes SDF-1
and its effects on hematopoiesis and mobilization. Interactions between HSCs and their microen-
vironment are very important in all clinical transplantation procedures, starting from the mobi-
lization of hematopoietic stem cells in donors to the process of leukopheresis and transplanta-
tion, and ending with the last step when the organism regenerates all HSC populations. For this
reason, part of this article is dedicated to the role of adhesion molecules (present on the surfa-
ce of stem cells, hematopoietic stem cells, and bone marrow cells) and SDF-1. This article de-
als with a small component of clinical transplantation. We hope that a deeper understanding of
the SDF-1-CXCR4 axis will allow considering this relation in clinical practice to improve trans-
plantation protocols (i.e. through the use of SDF-1-antagonist as a mobilization factor).

Keywords:  SDF-1 « CXCR4 * hematopoiesis ¢ mobilization « PBPC
Full-text PDF: http://www.phmd.pl/pub/phmd,/vol_61/10477.pdf
Word count: 5582
Tables: 3
Figures: 5

References: 111

Adres autorki:

mgr Anna Gieryng, Laboratorium i Zaktad Immunologii Klinicznej, Instytut Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej

PAN, im. Ludwika Hirszfelda, ul. R. Weigla 12, 53-114 Wroctaw; e-mail: gieryng@iitd.pan.wroc.pl

Hematopoeza jest procesem odpowiedzialnym za wytwo-
rzenie dojrzatych krwinek oraz innych sktadowych budu-
jacych uktad krwiono$ny i odpornosciowy. Nieprawidtowy
rozwdj komérek krwiotwérczych prowadzi do wielu cho-
réb nowotworowych np. ostrej biataczki limfoblastyczne;j
(acute lymphocytic leukemia — ALL), ostrej biataczki szpi-
kowej (acute myeloid leukemia — AML), przewlekiej bia-
taczki szpikowej (chronic myeloid leukemia — CML) oraz
do choréb nienowotworowych, takich jak zaburzenia od-
pornosci, genetycznie uwarunkowane zaburzenia meta-
bolizmu czy niedokrwistosci aplastyczne. Jedng z metod
leczenia tych choréb jest alotransplantacja komoérek krwio-
tworczych (allogeneic hematopoietic stem cell transplan-
tation — alloHSCT). Przeszczepianie komérek krwiotwor-
czych od dawcy jest ztozonym procesem, a poszczegdlne
jego elementy zaleza od rozpoznania i zaawansowania cho-
roby. Materialem przeszczepowym jest zawiesina komdrek
zawierajaca nieukierunkowane progenitory hematopoezy
pobrane ze szpiku kostnego, krwi pgpowinowej lub z krwi
obwodowej po podaniu czynnika stymulujacego powstawa-
nie kolonii granulocytéw (granulocyte colony stimulating
factor — G-CSF). Po wprowadzeniu do organizmu komor-
ki sa zdolne do migracji do jam szpikowych i kontynuacji
krwiotworzenia. Zastanawiajace jest, w jaki spos6b komor-
ki ulegaja migracji do krwi obwodowej ze szpiku po po-
daniu swoistych czynnikéw mobilizujacych oraz od czego
zalezy liczba komoérek mobilizowanych do krwi. Réwniez
proces odwrotny do mobilizacji, tzw. homing, czyli zasie-
dlanie przeszczepionych komérek w jamach szpikowych,
ktéry odbywa si¢ po transplantacji komoérek krwiotwor-
czych, nie zostal do korica poznany i traktowany jest bar-

dzo ogélnie. Odpowiedzi na poszczegdlne pytania moze
dostarczy¢ przeanalizowanie hematopoezy u ssakéw ze
szczegblnym uwzglednieniem roli czynnika pochodzenia
stromalnego 1 (stromal cell derived factor 1 — SDF-1), re-
akcji tej chemokiny z jej receptorem, analiza immunofeno-
typu komorki krwiotwdrczej oraz interakcji powierzchnio-
wych molekut adhezyjnych z wnetrzem szpiku kostnego.
Badania dowodza, ze oddziatywania miedzy SDF-1 i jego
receptorem CXCR4 stanowia podstawe prawidtowego roz-
woju podczas embriogenezy oraz odpowiadaja za hemato-
poezg u zdrowych osobnikéw i po przeszczepie u dorostych
myszy. Dane stanowia dowdd na to, iz SDF-1 kieruje mi-
gracja i zasiedlaniem mysich komérek pierwotnych, a tak-
ze kontroluje zakotwiczenie si¢ odnawiajacych komoérek
pierwotnych w szpiku kostnym oraz wptywa na uwolnie-
nie dojrzewajacych komérek do krwi obwodowej. Ostanie
doniesienia Wrighta i wsp. przestawiaja jednoznacznie, iz
komoérki pierwotne u dorostych myszy wykazuja ekspre-
sj¢ CXCR4, a migracja odbywa si¢ zgodnie z gradientem
SDF-1 in vitro [109]. Procesy, w ktérych SDF-1 odgrywa
gtéwna role sa dodatkowo wspomagane i kontrolowane
przez wiele réznych czynnikéw, w tym molekuty adhezyj-
ne. Poznanie ich znaczenia jest szczegdlnie wazne w pro-
cesach mobilizacji, zasiedlania, odnowy populacji w celu
ulepszania terapii poprzeszczepowej u pacjentow.

UbzIAL CHEMOKIN W HEMATOPOEZIE

Badajac proces rozwoju komoérek krwiotworczych stwier-
dzono, ze jest on zalezny od wielu réznych chemokin i cy-
tokin. Biatka te maja wptyw nie tylko na komorki macierzy-
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Ryc. 1. Struktura genu ludzkiego SDF-1. Diagram alternatywnego
splicingu dla SDF-1ati B

ste krwi i komorki progenitorowe, ale réwniez na komérki
pomocnicze, np. podscieliska. Chemokiny maja szeroki za-
kres dziatania, sa odpowiedzialne m.in. za sekrecjg, proli-
feracje czy réznicowanie si¢ komoérek, stymuluja reakcje
przezyciowe a czes¢ z nich hamuje apoptoze [71,110].

Nazwa chemokiny pochodzi z jezyka angielskiego chemo-
attractant cytokines (chemowabiace cytokiny) i nawiazuje
do ich pierwotnie przypisanej funkcji chemoatraktantow.
Chemokiny stanowia duza rodzing maloczasteczkowych
biatek wydzielniczych, ktérych aktywnos¢ jest zwigzana
z pobudzeniem swoistych dla nich receptoréw blonowych
[78,110]. Profil ekspresji tych receptoréw decyduje o wraz-
liwosci komoérek na bodziec chemotaktyczny.

Na podstawie lokalizacji chromosomalnej genéw kodu-
jacych chemokiny wyrézniono cztery podrodziny che-
mokin:

1. Chemokiny o sa kodowane u cztowieka w locus 4q12-21
chromosomu 4, stad sa réwniez zwane rodzing chemo-
kin 4q. Dwie pierwsze z czterech konserwatywnych
reszt cysteinowych chemokin o sa przedzielone poje-
dynczym aminokwasem. Dlatego powszechnie sg opi-
sywane jako CXC chemokiny.

2. Chemokiny 3 sa kodowane na ludzkim chromosomie 17
w locus 17q11-32. Dwie pierwsze konserwatywne resz-
ty cysteinowe nastgpuja bezposrednio po sobie, dzigki
czemu rodzing t¢ objgto nazwa chemokin typu CC.

3. Chemokiny Y obejmuja locus 1q23 chromosomu 1.
Roznia sig od pozostatych tym, ze maja tylko dwie z czte-
rech konserwatywnych cystein i sg opisywane jako C
chemokiny.

4. Chemokiny & kodowane na 16 chromosomie maja trzy
niekonserwatywne aminokwasy mi¢dzy dwiema pierw-
szymi resztami cysteinowymi i sa nazywane chemoki-
nami CX3C lub CXXXC. Biatka te sa transbtonowy-
mi glikoproteinami z domena chemokinowa znajdujaca
si¢ na szczycie wydtuzonego taricucha mucynopodob-
nego. W wyniku wewnatrzcytoplazmatycznej obrébki
czgs¢ chemokinowa jest odtaczona i uwalniana w po-
staci rozpuszczalnej. Ta grupa chemokin jest wyjatkowo
mata i obejmuje tylko jedna chemoking CX3CL/frak-
talkina.

SDF-1 (CXCL12)

SDF-1 (CXCL12) jest jednym z wielu czynnikéw konsty-
tutywnie [7] lub indukcyjnie wydzielanym przez komorki
stromy szpiku (tabela 1). Podczas badari prowadzonych nad

wplywem czynnika wzrostu (G-CSF) na komoérki krwio-
tworcze oraz progenitorowe zauwazono, iz jego obecnosé
nie jest wystarczajaca do prawidlowego rozwoju tych ko-
morek. Badania te wykazaty gtéwna role czynnika pocho-
dzenia stromalnego 1 (SDF-1) w procesach przezyciowych.
SDF-1 jest chemokina z grupy CXC (CXCL12) wytwarza-
na przez wieloskladnikowe komorki zrgbu szpiku kostnego
oraz komérki nablonka réznych organéw [33]. Jego eks-
presje obserwowano w: trzustce, Sledzionie, jajnikach, je-
licie cienkim, niewielka ilo$¢ obserwowano w mézgu, lecz
nie stwierdzono, aby SDF byt wytwarzany przez obwodo-
we leukocyty [101]. SDF-1 jako pierwszy byt identyfiko-
wany w mysich komérkach stromalnych szpiku kostnego
(ST-2). Ludzki SDF-1 wyizolowany zostal z komoérek zrg-
bu szpiku kostnego w 1993 r. [104], a rok péZniej opisany
przez Nagasawe jako czynnik odpowiedzialny za prolife-
racje progenitorowych szpikowych komérek B w obecno-
Sci interleukiny 7 (IL-7) przez Nagasawg [79,80]. SDF-1
odgrywa wazng role w neoangiogenezie poprzez zwigk-
szanie wydzielania srédblonowego naczyniowego czynni-
ka wzrostu (vascular endothelial growth factor — VEGF)
[72]. Ponadto Kryczek i wsp. wykazali, ze pacjentki z ra-
kiem jajnika charakteryzuja si¢ wzmozonym wydziela-
niem SDF-1, a duze st¢zenie tej chemokiny indukuje an-
giogenezg in vivo nawet przy niewielkich ilo§ciach VEGF
[61]. SDF-1 wptywa réwniez na enterotrombozg, jako po-
tencjalny chemoatraktant monocytéw i leukocytow, i wy-
kazuje rézne sposoby aktywacji plytek krwi [1]. Jest on
bardzo efektywnym limfocytarnym i monocytarnym che-
moatraktantem, konstytutywnie ekspresjonowanym o sze-
rokim zakresie dziatania [9,80,101,104].

Badania nad organizacja ludzkiego genomu wykazaty,
ze dwie postaci SDF-1 powstaja podczas alternatywne-
go splicingu z tego samego pojedynczego genu (ryc. 1).
SDF-1o wykorzystuje pierwsze trzy eksony cDNA, pod-
czas gdy SDF-1f pierwszy i trzeci [7]. mRNA SDF-1f3
zawiera 87 zasady trzeciego eksonu, ktére facza si¢ z ek-
sonem czwartym (ryc. 1). W komérkach ilosciowo prze-
waza mRNA SDF-1a nad mRNA SDF-10.

Ludzki gen SDF-1 zlokalizowano na chromosomie 10q11.1,
podczas gdy geny kodujace inne chemokiny sa umiejsco-
wione na chromosomie 4q, co sugeruje wielokrotne tan-
demowe duplikacje pierwotnego genu CXC. Miejsce to
znajduje si¢ blisko protoonkogenu RET, ktéry jest uwa-
zany za gen sprawczy gruczolakowatosci hormonalnej
typu A i B (multiple endocrine neoplasia types A, B),
rdzeniowy rak tarczycy (medullary thyroid carcinoma)
i choroby Hirschsprunga [32,38,52,68,76,93]. Genéw in-
nych choréb dziedzicznych nie zlokalizowano w poblizu
locus SDF-1.

Analiza sekwencji aminokwasowej SDF-1 migdzy réznymi
organizmami wykazata wysoka homologie i konserwatyzm
ewolucyjny, co jest kolejnym dowodem petienia waznych
funkcji w organizmie przez t¢ chemoking. Homologia sek-
wencji aminokwasowej migdzy modelem mysim a cztowie-
kiem wynosi dla SDF-10t 93% i dla SDF-1 92% (ryc. 2).
Sekwencja aminokwasowa mysiego czynnika pochodzenia
stromalnego 1 avi B jest identyczna w 89 resztach N-kori-
ca, ale r6zni si¢ czterema dodatkowymi zasadami obecny-
mi na C-koricu postaci . Shirozu [101] w celu wizualizacji
konserwatyzmu ewolucyjnego SDF-1 postuzyt si¢ metoda
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mouse 51 B e SIS Y B W /]

SDF1a/p

human 305  CTA AAG TGG ATT CAG GAG TAC CTG GAG ARA GCT AAC AAG TAA 349
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89

mouse U S N o

SDFla

human 305  CTA AAG TGG ATT CAG GAG TAC CTG GAG AAA GCT AAC AAG AGG TTC AAG ATG TGA 361

SDF1p 76 L K W I o E Y L E K A N K R F K M stop 93

L
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Ryc. 2. Ludzka i mysia sekwencja nukleotydowa SDF-1ox i B <DNA oraz przewidziana sekwencja aminokwaséw odpowiednich biatek

hybrydyzacji, analizujac sekwencje DNA krolika, myszy,
kurczaka i Xenopus. Analiza wykazata silny konserwatyzm
nie tylko migdzy cztowiekiem a myszowatymi, ale réwniez
migdzy nizszymi organizmami. Sekwencja regionu kodu-
jacego SDF-1a.i B, a takze dojrzaty produkt jego ekspresji
miedzy czlowiekiem a mysza sg w przyblizeniu 90-97%
identyczne (ryc. 2). Przez to mozemy zaliczy¢ SDF-1 do
wciaz rosnacej grupy czynnikéw o konserwatyzmie wigk-
szym niz 90% migdzy cztowiekiem a mysza, do ktérej na-
leza: czynnik stymulujacy proliferacje B (transforming gro-
wth factor-f3 — TGF-f) — 96% homologii [55], neurotrofina
3 (neurotrophin-3 — NT3) — 95% [94] oraz czynnik stymu-
lujacy wzrost kodowany przez gen fic (growth factor-indu-
cible gene — fic) — 99% homologii [46].

Dzigki spektroskopii MR ustalono tréjwymiarowa struk-
turg SDF-1. Jest to monomer z nieuporzadkowanym rego-
nem N-kornca (1-8 zasad), ktéry r6zni si¢ od pozostatych
chemokin sposobem ulozenia reszt hydrofobowych rdze-
nia i rozktadem tadunkéw powierzchniowych. Badania
z analogami wykazaly, iz jedynie osiem zasad N-kornca
tworza miejsce wigzania receptora. Bezposrednio z re-
ceptorem wigzg si¢ Lys-1 i Pro-1, a ich modyfikacje pro-
wadza do utraty aktywnosci. Pozostate 12—17 reszt petli
wiazacej okreslone sa jako motyw RFFESH, ktéry praw-
dopodobnie odpowiada za poczatkowe potaczenie SDF-1
z receptorem [23]. Ten swoisty rozktad nukleotydéw jest
charakterystyczny dla genéw gospodarza (tzw. housekee-
ping genes), ktére sa zaliczane do najwazniejszych genéw

odpowiedzialnych za prawidlowy rozwdj catego organi-
zmu [100]. Gen SDF-1 podobny jest do genéw kodujacych
IL-8 [75], indukowane przez interferon biatko 10 (interfe-
ron inducible protein 10 — IP-10) [67] i GROAMMGSA [6]
w liczbie eksonéw (cztery eksony) i w dlugosciach regio-
néw kodujacych. Analiza regionu 5° genu SDF-1 wykaza-
1a, iz jest on bogaty w dupleksy CpG a ubogi w sekwencje
TATA. Region bogaty w sekwencje CpG znajduje si¢ w re-
jonie 5’-nieulegajacym translacji (5’UTR). Trzy sekwen-
cje GC-box (-451 do -446; -87 do -82; -63 do -58) i jedna
CAAT-box (-423 do -419) sa odpowiedzialne za taczenie
gtéwnych czynnikéw transkrypcyjnych SP1 i CTF [73].
Sekwencja miejsca taczenia czynnikéw transkrypcyjnych
jest utozona w odwrotnej orientacji.

Receptory wiazace SDF-1: CXCR4 | CXCR7

Receptory chemokin, podobnie jak same chemokiny, mimo
duzej réznorodnosci, maja bardzo podobny schemat budo-
wy i aktywacji. Tworza siedem charakterystycznych petli
przenikajacych btong komérkowa, a wewnatrzcytoplazma-
tyczna czg$¢ drugiej i trzeciej petli jest zwigzana z biat-
kiem G. Zwiazki migdzy poszczegdlnymi receptorami sa
tworzone przez konserwatywne cysteiny, jedna w N-kornco-
wej domenie, druga w trzeciej zewnatrzkomoérkowej petli.
Cysteiny sa potaczone mostkiem siarczkowym. Wiazanie
to jest niezbedne w konformacji kieszeni wiazacej ligand.
Dla receptoréw chemokin CC przyjeto symbole CCR o od-
powiednich kolejnych numerach, dla receptoréw chemo-
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kin CXC-CXCR, a dla chemokin CX3C i limfoaktyny od-
powiednio CX3CR1 oraz XCR1.

Do niedawna uwazano, ze CXCR4 jest jedynym recepto-
rem oddzialywajacym z SDF-1 [58]. Tymczasem badania
prowadzone nad czynnikiem pochodzenia stromalnego
wykazaty, Ze obie jego postaci, SDF-1c i SDF-1p, tacza
si¢ z dwoma typami receptoréw wiazacych chemokiny:
CXCR4 i CXCR7 [7]. Oba receptory wykazuja duze powi-
nowactwo do SDF-1, receptor CXCR7 dodatkowo wiaze sig
z interferonem (I-TAC lub CXCL11), ktéry jest oi-chemo-
atraktantem komoérek T [16]. Miejsce kodujace receptora
CXCR7, nazywanego réwniez RDC1, zostato zlokalizowa-
ne na chromosomie 1 u myszy i na ludzkim chromosomie
2, tak samo jak locus CXCR4. Receptor wystgpuje na po-
wierzchni limfocytéw T, na aktywnych komoérkach $réd-
btonka oraz na komdérkach watroby ptodu [7,16]. Receptor
CXCR?7 ekspresjonowany jest na powierzchni wielu ko-
moérek nowotworowych, prawdopodobnie bierze udziat
w procesach nowotworzenia, wzrostu i adhezji. Receptor
CXCR4 reguluje prawidtowym rozwojem neuronéw, roz-
poczyna rozwdj serca, kontroluje angiogenezg, neoangio-
geneze, apoptoze 1 migracje komoérek macierzystych [16].
Obecne badania wskazuja, iz receptor CXCR?7 nie bierze
udziatu w procesie hematopoezy, w ktérych gtéwna role
odgrywa CXCR4 i SDF-1.

Badajac myszy z delecja genu SDF-I lub genu kodujace-
g0 jego receptor wykazano, iz myszy pozbawione zar6wno
genu SDF-1, jak 1 genu jego swoistego receptora CXCR4
wykazuja znaczne obnizenie liczby komoérek macierzy-
stych krwi w szpiku kostnym, co prowadzi do ich §mier-
ci in utero [111].

CXCR4 poczatkowo nazywano w skrécie LESER lub ,.fu-
sin”. Zidentyfikowany zostat na powierzchni wigkszosci
populacji leukocytéw, w tym limfocytéw T, monocytéw
i komoérek péZniejszych [77]. W pbdZniejszych latach roz-
poznany zostal, jako jeden z gtéwnych czynnikéw wspo-
magajacych zakazenie T-troficznymi ludzkimi wirusami
niedoboru odpornosci (human immunodeficiency virus-
1, -2 — HIV-1, HIV-2) i fuzje otoczki tych wiruséw z blo-
na komérkowa limfocytéw CD4* [25,34]. Po odkryciu
jego powinowactwa do SDF-1 zostat sklasyfikowany jako
CXCR4. Analiza metoda Northern-blot oraz poznanie
sekwencji wykazaty, iz receptor ten ma duzo transkryp-
téw réznigcych si¢ migdzy soba pierwszymi dziewigcio-
ma aminokwasami na N-koncu, np. izoforma ludzkiego
CXCR4-CXCR-Lo. Wydaje sig, ze CXCR-Lo ulega eks-
presji na nizszym poziome w tkankach niz CXCR4, wyjat-
kiem sa ptucai Sledziona, gdzie jego mRNA osiaga wyso-
ki poziom [43]. Niedawne badania wykazaty, ze receptor
CXCR4 ulega ekspresji i jest funkcjonalny na: komérkach
macierzystych krwi [50,85,95], wczesnych ukierunkowa-
nych tkankowo komérkach macierzystych [90,91], komér-
kach zarodkowych [2], komoérkach pigmentowych siat-
kéwki [22], migsniowych komdrkach satelitarnych [91],
watrobowych komérkach owalnych [44], macierzystych
komérkach nerwowych [9].

HematopoEza

Przy omawianiu procesu hematopoezy trzeba rozréznic¢
proces budowy uktadu krazenia i tworzenia linii komérko-

wych krwi podczas embriogenezy od procesu hematopoezy
i zasiedlania organéw krwiotwdrczych u dorostego organi-
zmu. Szczegdlnym przypadkiem dotyczacym procesu za-
siedlania i odnowy linii komédrek krwiotwdrczych jest ich
alo- i autotransplantacja. W wymienionych przypadkach
komorki progenitorowe wykorzystuja do zasiedlania szlak
poprzez szpik kostny lub przez Sledziong [83,106].

Proces budowy catego uktadu krwionosnego i odpornoscio-
wego, a takze innych sktadowych réznych uktadéw np. ko-
morki dendrytyczne, rozpoczyna si¢ na wezesnych etapach
zarodkowych. Modelowe analizy procesu krwiotworzenia
prowadzono na réznych organizmach. Dane wykazaty, ze
hematopoeza u ssakdéw nie rézni si¢ znaczaco od siebie,
a najwazniejsze etapy i czynniki nimi kierujace pokrywa-
ja si¢ ze soba. Informacje te staly si¢ przyczyna szerokie-
go wykorzystania w badaniach nad tym procesem rodziny
myszowatych i odnoszenia wynikéw do czlowieka.

Uklad krwionosny jest jedna z pochodnych mezoder-
my, ktéra wchodzi w sktad trzech listkéw zarodkowych.
Komorki budujace uktad krwionosny pochodza z hemio-
angioblastu, ktéry wystepuje w pecherzyku zéttkowym,
w nim wyrézniamy wyspy krwiotworcze (blood island)
oraz w regionie aorty gonado-pranerczy (aorta-gonad-me-
sonephros — AGM) i przy aorcie trzewiowo-oplucnej (para-
aortic splanchnopleura) zarodka. Hemioangioblast dzieli
si¢ tworzac dwie linie komoérkowe: linie angioblastu oraz
linie komodrek hematopoetycznych krwi (HSC). Z komé-
rek angioblastu powstaje srédbtonek, ktérego dalszy roz-
woj prowadzi do wytworzenia naczyn krwionosnych (ryc.
3A). Powstawanie komérek krwi jest zwiagzane z rozwo-
jem drugiej linii komérkowej — HSC [74]. Komérki he-
matoangioblastu w okresie mezoblastycznym hematopo-
ezy przeksztalcaja si¢ w pierwotne komorki macierzyste
krwi. Powstajace z nich hemocytoblasty daja poczatek linii
erytroblastycznej, mezoblastycznej, megakarioblastyczne;j
i limfoblastycznej [10]. Komérki macierzyste krwi migdzy
6. a 12. tygodniem (okres watrobowy) migruja do watroby
i Sledziony. W narzadach tych powstaja wszystkie rodza-
je krwinek. W 16. tygodniu ciazy powstaje szpik kostny.
W szpiku komérki krwiotworcze odtwarzaja wysoki po-
ziom dojrzewajacych komoérek krwi, ktére powtdrnie zosta-
ja uwolnione do krwi, jednakze zawsze utrzymywana jest
mata pula komérek niezréznicowanych (ryc. 3B). W §le-
dzionie i watrobie procesy te zanikaja [82].

Po urodzeniu gléwne postacie komorek pierwotnych krwi sa
przechowywane w szpiku kostnym oraz w niewielkiej licz-
bie wystgpuja w krwi obwodowej [63]. Szpik buduje wiele
réznych linii zréznicowanych komérek progenitorowych,
wszystkie pochodza od niezréznicowanej komorki proge-
nitorowej (mezenchymalnej), ktéra ma nieskoriczona zdol-
nos¢ samoodnowy, jak i podziatéw. Wymienione komorki
wraz z komérkami hematopoetycznymi, adherentnymi ko-
morkami podscieliska o pochodzeniu niechematopoetycz-
nym oraz z macierza migdzykomorkowa tworza mikrosro-
dowisko szpiku kostnego (podscielisko). Mikrosrodowisko
krwiotwércze w szpiku kostnym u zdrowego pacjenta bu-
duja komérki hematopoetyczne i niehematopoetyczne ko-
morki zrebu szpiku, ktére biosyntetyzuja zewnatrzkomor-
kowe produkty i hematopoetyczne cytokiny [20]. W sktad
podscieliska wchodza: komarki Srédbtonka, makrofagi, ko-
morki thuszczowe, fibroblasty, komérki odpowiedzialne za
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osteogeneze oraz progenitorowe komodrki mezenchymal-
ne [11]. Wymieniony wyzej uktad ma na celu odnowg li-
nii komérkowych, tkanek, ré6znych organéw.

IDENTYFIKACIA KOMOREK PROGENITOROWYCH KRWI (EKSPRESJA
ANTYGENU CD34)

W celu identyfikacji komoérek progenitorowych krwi wy-
korzystuje si¢ swoisty sktad prezentowanych antygendéw
powierzchniowych, gdyz komdrki te nie maja charaktery-
stycznych cech morfologicznych i swoim wygladem przy-
pominaja Sredniej wielkosci krwinki biate. Ludzka komér-
ka macierzysta krwi wykazuje ekspresje receptora CXCR4
oraz antygenu CD34 — markera komorek progenitorowych/
macierzystych (ryc. 4). Ponadto komérka ta ma na swo-
jej powierzchni wiele molekut adhezyjnych, ktérych cha-
rakterystyke przedstawiono w dalszych rozdziatach pracy.
Dzigki markerom mozliwy jest rozdziat komoérek hemato-
petycznych (CD34%) od niehematopoetycznych (CD34") np.
wczesnych ukierunkowanych tkankowo komérek macierzy-
stych szpiku kostnego (ryc. 4) [88]. Oprécz prawidlowych
komérek krwiotwérczych antygen CD34 wystepuje na po-
wierzchni komérek nowotworowych, zwtaszcza wywodza-
cych si¢ z mato zréznicowanych komérek krwiotwdrczych
[88]. W badaniu cytofluorymetrycznym (poza badaniem

obecnosci antygenu CD34) komérke macierzysta mozna
identyfikowa¢ za pomoca obnizonej fluorescencji barwni-
ka Hoechst 33342 (Ho33342"") i rodaminy-123 (Rh123).
Intensywnos¢ fluorescencji obu barwnikéw informuje o ma-
tej aktywnosci metabolicznej komérek macierzystych.

Rova iNTERAKCII SDF-1 | CXCR4 w HEMATOPOEZIE

Znaczenie interakcji SDF-1 i jego receptora podczas hema-
topoezy nie zostaly jeszcze doktadnie poznane, choé wia-
domo, ze 0§ SDF-1-receptor CXCR4 ma ogromny wpltyw
na prawidlowy przebieg procesu hematopoezy [69,90,111].
Jednakze nie jest to jedyna relacja, ktéra bierze udziat
w procesach migdzy komdérkami CD34 a podscieliskiem
szpiku. Istotng rol¢ w tym procesie odgrywaja moleku-
larne czynniki adhezyjne [41]. Procesy zalezne od SDF-1
wystepuja podczas rozwoju embrionalnego i w dorostym
organizmie, sa zwigzane z prawidtowym rozwojem oraz
odnowa szpiku po przeszczepie komorek.

O$ SDF-1-CXCR4 odgrywa gtéwna role w prawidtowej mi-
gracji, zasiedlaniu, odnowie (tzw. repopulacji), réznicowaniu
oraz przezyciu wielu typéw komoérek pochodzacych z ko-
morki krwiotworezej lub komérek progenitorowych [10,86].
Badania prowadzone na modelach mysich potwierdzaja, ze
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mysie embriony z delecja genu SDF-1 lub CXCR4 wykazuja
wiele defektow rozwojowych, ktdre s letalne. Mutacje po-
woduja niedobor limfocytéw i monocytéw podczas hemato-
poezy w szpiku kostnym [79,111]. Dodatkowo obserwowano
chwilowe ostabienie procesu limfopoezy komérek B w watro-
bie ptodowej, co oznacza, ze SDF-1 jest czynnikiem wzrostu
komorek pre-B [21]. Widoczny jest réwniez brak stymulacji
rozwoju komérek T w grasicy oraz mielocytéw w watrobie
ptodowej [88,103]. Zaobserwowano, iz nadmierna ekspresja
ludzkich receptoréw CD4 i CXCR4 na komérkach T CD4*
transgenicznych myszy powoduje zatrzymanie migracji tych
komorek do szpiku kostnego [96]. Dane wskazuja, iz SDF-
1 1 jego receptor wptywaja na migracje komoérek z watroby
ptodowej do szpiku kostnego oraz hematopoetyczna reten-
cje¢ i zasiedlenie organéw podczas rozwoju embrionu [63].
Komérki wyizolowane z watroby ptodowej z embrionéw
mysich pozbawionych genu CXCR4 (CXCR4™") potrafia za-
siedli¢ szpik dorostych myszy o fenotypie dzikim wczesniej
poddawanych napromieniowaniu. Jednak odnowa pierwot-
nych komérek macierzystych krwi, a takze utrzymanie doj-
rzewajacych komérek hematopoetycznych wewnatrz szpiku
kostnego oraz prawidlowy wzdér migracji progenitorowych
komorek limfocytéw i mielocytéw jest zaburzony i uszko-
dzony [58,70]. Przedstawione dane podkreslaja znaczenie
SDF-1 i jego receptora takze w ostatecznym dtugotermino-
wej interakcjach komérek macierzystych, takich jak zasie-
dlenie i odnowa komorek po przeszczepieniu dorostym my-
szom. Dlatego komérki progenitorowe CXCR4™! pobrane
z watroby ptodowej nie kwalifikuja si¢ jako ostateczne ma-
cierzyste komorki zasiedlajace. Réwniez podanie tych ko-
morek w pierwszej transplantacji biorcy, jak réwniez po serii
kolejnych przeszczepdw liczba komorek jest niewystarczaja-
ca do osiagnigcia trwatego wzrostu poziomu wielu popula-
cji mielocytéw i limfocytéw. Ponadto okazalo sig, ze liczba
tych komorek jest niewystarczajaca do osiagnigcia trwatego
wzrostu poziomu wielu populacji mielocytéw i limfocytéw,
niezaleznie czy podawano je w pierwszej transplantacji bior-
cy czy tez po serii kolejnych przeszczepier. Podobne wyniki
uzyskiwane sa po przeszczepieniu komoérek macierzystych
ze szpiku kostnego myszy z delecja p21 [18].

Zauwazono, ze pobrane z embrionéw komérki watroby
CXCR4™!" nie reaguja na gradient SDF-1 in vitro. Dalsze
badania wykazaty, ze SDF-1 posredniczy w procesach ad-
hezji i migracji komoérek, dziatajac na komérki CXCR4™!
poprzez oddziatywania z tréjwymiarowym kompleksem
macierzy migdzykomoérkowej (extracellular matrix — ECM)
w hodowli, co czgsciowo, uzupetnia brak CXCR4 [60,63].
Wyniki tych badan wskazuja, iz gradient SDF-1 wystgpu-
jacy w organizmie u dorostych mysich osobnikéw dzikie-
g0 typu, do ktérych wszczepiono komérki CXCR4™! z wa-
troby plodowej moga przyspieszy¢ adhezje komorek do
srodbtonka szpiku kostnego, ich migracj¢ oraz spowodo-
wac odpowiedz wszczepionych ptodowych komoérek watro-
by CXCR4™!" na sygnat od SDF-1 [63]. Dlatego tez proce-
sy zasiedlania komorek szpikowych i ich repopulacji moga
by¢ bardziej wydajne dzigki promowaniu interakcji SDF-1-
CXCR4, np. przez krétka (24—48-godzinng) stymulacjg in
vitro niedojrzatych komérek CD34* z SCF (stem cell fac-
tor) i IL-6, ktéra wzmaga ekspresje receptora CXCR4, a co
z tym zwigzane migracje w kierunku SDF-1 w badaniach in
vitro oraz zasiedlanie i repopulacje in vivo [48,107].

Wysoka homologia sekwencji czasteczki ludzkiego i mysiego
SDF-1 (r6znig si¢ one jednym aminokwasem) umozliwia ba-
danie odpowiedzi ludzkiego receptora CXCR4 po zadziataniu
mysiego SDF-1 i vice versa. Mysie komoérki T, ktére na swojej
powierzchni nosza ludzki CXCR4 i CD4 sa umiejscowione
wewnatrz szpiku kostnego transgenicznych myszy. Jest to ko-
lejny dowdd potwierdzajacy, ogromne znaczenie SDF-1, ktéry
zatrzymuje komorki krwiotwércze wewnatrz szpiku kostne-
go w podscielisku. Zrekombinowane myszy ze zmienionymi
genetycznie progenitorowymi komérkami, w badaniach nad
zastosowaniem nowej metody przeciwko wirusowi T-tropicz-
nemu HIV-1, wytwarzaly wewnatrzkomérkowe chemokiny
(intrakiny) nie wykazywaty ekspresji CXCR4 i CCRS5 na po-
wierzchni [5,17], co przyczynilo si¢ do uszkodzenia hemato-
poezy komérek T i B [81]. P6Zniejszy przeszczep zmodyfiko-
wanych mysich komérek progenitorowych, ktére wykazywaty
ekspresje SDF-1 przyczynit si¢ do wzrostu mielocytarnej i B
limfocytarnej hematopoezy (rozwdj limfocytéw T byt osta-
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Tabela 1. Sktadniki macierzy zewnatrzkomérkowej

Sktadniki macierzy zewnatrzkomorkowej

sulfonowany heparan

Proteoglikany i sktadniki sulfonowane chondronityny

glikozoaminoglikanow

sulfonowany dermatan

kwas hialuronowy

typul, 11l IV, V, VI

Kolagen

Fibronektyny

Trombosporyny

Sialoadhezyny

Laminy

Tenascyna

biony). Reakcja byta prawdopodobnie spowodowana anty-
apoptotycznym charakterem chemokiny [63].

MIKROSRODOWISKO SZPIKU KOSTNEGO: INTERAKCIE POMIEDZY
MOLEKULAMI ADHEZYJNYMI, KOMORKAMI HEMATOPOETYCZNYMI
1 KOMORKAMI ZREBU SZPIKU. ICH WPLYW NA ODDZIALYWANIE
SDF-1/CXCR4

Mikrosrodowisko krwiotwdrcze w szpiku kostnym u zdro-
wego cztowieka buduja komérki hematopoetyczne i niehe-
matopoetyczne komorki zrebu szpiku, ktére biosyntetyzu-
ja zewnatrzkomoérkowe produkty i cytokiny biorace udziat
w procesie hematopoezy [20]. Komérki wehodzace w sktad
mikrosrodowiska to: miofibroblasy, rézne rodzaje komdrek
fibroblastéw, komérki srédbtonka, prekursory kosci, komér-
ki thuszczowe, makrofagi. Wyzej wymienione komorki wy-
twarzaja molekuly macierzy zewnatrzkomoérkowej (extra-
cellular matrix — ECM) skladajacej si¢ z proteoglikanéw,
sktadnikéw glikozoaminoglikanéw, pigciu rodzajéw kolage-
nu, fibronektyny, trombospondyny, laminy, sialoadhezyny,
hemonektyny, tenascyny [59,105] (tabela 1). Komoérki skia-
dajace si¢ na hematopoetyczne mikrosrodowisko sa zZréd-
fem wielu hematopetycznych cytokin, réwniez wiaza i wy-
dzielaja takie czynniki jak GM-CSF, G-CSF oraz czynniki
komérek macierzystych (kit ligand) (tabela 2).

Zasadnicza rolg w interakcji pomigdzy mikrosrodowiskiem
szpiku kostnego a komdrkami krwiotwoérczymi i macierzy-
stymi pnia (stem cell) odgrywa wzajemne rozpoznanie re-
ceptoréw adhezyjnych i ich ligandéw umiejscowionych na
powierzchni obu typéw komdrek oraz na otaczajacej je ma-
cierzy zewnatrzkomoérkowej (tabela 3, ryc. 5). Interakcje
te reguluja proces hematopoezy, wymiang wyzej wymie-
nionych progenitoréw mi¢dzy hemo-limfopoetycza tkanka
i krwia obwodowa. Jednakze rola molekut adhezyjnych nie
ogranicza si¢ do regulacji procesu hematopoezy. Wplywaja
one na migracje komérek rdzeniowych i progenitorowych
podczas rozwoju embrionalnego, a takze na proces zasied-
lania organéw i tkanek podczas catego zycia [42]. Rolg tych
czynnikow, pozytywnie lub negatywnie wptywajacych na
mobilizacje poznano badajac proces zasiedlania szpiku
przez wszczepione komorki krwiotwércze po wezesniej-

Tabela 2. Czynniki indukowane lub konstytutywnie wydzielane przez
komérki zrebowe szpiku

Czynniki indukowane lub konstytutywnie wydzielane przez
komorki zrebowe szpiku

G-CSF IL-1
GM-CSF IL-18
M-CSF IL-6
Flt-3 ligand IL-7
SCF IL-8
LIF IL-12
Trombopoetyna IL-14
TNF-o IL-15
TNF-B IL-16
TGF-B IL-17
HGF IL-18
NGF
BDNF
SDF-1

G-CSF — czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytow,
GM-CSF — czynnik stymulujacy kolonie granulocytw i makrofagéw,
M-CSF — czynnik pobudzajacy kolonie makrofagéw, Flt-3 ligand —
hematopoetyczny czynnik wzrostu pobudzajacy komérki macierzyste
i komérki dendrytyczne, SCF — czynnik wzrostowy komérki pnia,

LIF — czynnik hamujacy biataczki, TNF — czynnik martwicy
nowotworu, HGF — watrobowy czynnik wzrostu, TGF — czynnik
stymulujacy proliferacje, NGF — neuronalny czynnik wzrostu, BDNF

— mozgowy czynnik wzrostu nerwéw, SDF-1 — czynnik pochodzenia
stromalnego-1, IL — interleukiny.

szym naswietlaniu myszy promieniami rentgena. Ustalono,
ze na zasiedlanie szpiku przez komérki progenitorowe (r6z-
ne limfatyczno-hematopoetyczne komorki) wptywa wiele
czynnikéw. Jednak ze wzgledu na wielosktadnikowy charak-
ter tego procesu, utrudnione jest precyzyjne ustalenie miej-
sca dziatania, wystgpowania i roli poszczegélnych molekut
adhezyjnych poprzez uzycie przeciwciat swoistych do wy-
branych molekut adhezyjnych. Badania wykazaty, ze prze-
ciwciata prawdopodobnie moga utrudniac interakcje migdzy
komérkami progenitorowymi a Srédbtonkiem, transmigra-
cja oraz asocjacja tych komérek w zrebie [36,83,84,106].

Mimo trudnosci zwiazanych z doktadna analiza wynikéw

ustalono, ze komorki oddziatuja z hematopoetycznym mi-

krosrodowiskiem poprzez trzy ré6zne mechanizmy:

1. Interakcje komorek krwiotworczych z cytokinami he-
matopoetycznymi wyst¢pujacymi w macierzy zewna-
trzkomorkowej, np. glikoaminoglikany.

2. Interakcje komérek krwiotwdrczych z molekutami ad-
hezyjnymi wystgpujacymi na powierzchni komorek zre-
bowych szpiku kostnego.

3. Interakcje migdzy molekutami adhezyjnymi na po-
wierzchni komoérek krwiotworczych z wiasciwymi li-
gandami macierzy zewnatrzkomdrkowej [41].
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Tabela 3. Molekuty adhezyjne

Molekuty adhezyjne Lokalizacja Ligand Lokalizacja
B o,B, (VLA-4)  progenitory hematopoetyczne  fibronektyna (domena CS1) macierz zewnatrzkomdrkowa
integryny
1 o, B, (VLA-5)  progenitory hematopoetyczne ~ fibronektyna (sekwencja RGD) macierz zewnatrzkomérkowa
: komérki zrebu szpiku, komorki
LFA-1 progenitory hematopoetyczne ICAM-1 &édblonka
., integryny . L
Mac-1 zr(;]znlcowane komérki ICAM-1 macierz zewnatrzkomdrkowa
ematopoetyczne
L-selektyny progenitory hematopoetyczne  ligandy glikoproteinowe macierz zewnatrzkomérkowa
: o antygen Lewis X, CD 44, komérki szpikowe, zwtaszcza serii
Selektyny E-selektyny komgrki srédblonka sialowane fragmenty cukrow biatokrwinkowej, komérki T
g o P selektywny glikoproteinowy  komérki szpikowe, zwhaszcza serii
P-selektyny komérki srodbonka ligand 1 (CD 162) biatokrwinkowej
(D44 progenitory hematopoetyczne kwas hialuronowy macierz zewnatrzkomérkowa

Poszczegdlne molekuty wehodzace w sktad najwigkszej ro-
dziny komérkowych molekut adhezyjnych (cell-adhesion
molecules — CAMs), wystgpuje zaréwno na powierzchni
komorki macierzystej krwi (CD34%), jak i w hematopo-
etycznym mikrosrodowisku, zostaty sklasyfikowane w sze$¢
nadrodzin: integryny, selektyny, sialomucyny, nadgodzina
immunoglobulin, CD44 proteoglikany, katheryny.

Integryny

Molekuty te sa zaangazowane w interakcje migdzy ko-
moérkami macierzystymi i komérkami zrgbu. Integryny to
heterodimeryczne biatka zbudowane z niekowalencyjnie
potaczonych a i  taricuchéw. Laricuchy taczac sig na réz-
ne sposoby tworza 20 typow receptoréw integrynowych.
Receptory sa strukturami transmembranowymi, ktore ta-
cza si¢ z biatkami cytoplazmatycznymi, przez co mody-
fikuja wewnatrzkomdérkowe szlaki metaboliczne, fosfory-
zuja cytoplazmatyczne biatka, wplywaja na proliferacje
komoérki i aktywuja biatko ras. Czgs$¢ fragmentu cytopla-
zmatycznego oddziatuje z cytoplazmatycznym szkieletem,
przez co wplywa na miejsca adhezyjne migdzy komorka-
mi a tréjwymiarowym kompleksem macierzy migdzyko-
moérkowej. Wyrézniono dwie gtéwne rodziny [ integryn,
ktdre sa zaangazowane w hematopoezg:

1 Integryny (CD29)

Integryny nalezace do tej rodziny sa zlozone z r6znych
kombinacji taiicuchéw budujacych rézne molekuty VLA
(very late antygen), ktére posrednicza w przyleganiu ko-
morek krwiotwérczych do komponentow ECM i liganda-
mi zrebu szpiku i komérkami srédbtonka.

Komoérki CD34* maja na swojej powierzchni integryno-
we receptory VLA-4 (a,f3)), dla ktérych ligandem jest
VCAM-1 (vascular adhesion molecule-1) wystepujacy na
komoérkach zrgbowych szpiku, sSrédbtonka, podlega on kon-
troli wielu cytokin, w tym IL-1 [106]. Interakcje migdzy
VLA-4/VCAM-1 sa jednymi z gtéwnych reakcji kieruja-
cymi proces zasiedlania przez komérki macierzyste [108].

Os SDF-1/CXCR4 réwniez kieruje procesem zasiedlania
szpiku kostnego przez komdérki hematopoetyczne (jak juz
wspomniano wczesniej). SDF-1 jest wydzielany przez ko-
morki zrebu szpiku i podlega silnej regulacji VLA-4, ktéry
wplywa na przyleganie komérek CD34* do podtoza i fibro-
nektyny w ECM [49]. Wczesne prekursory na swojej po-
wierzchni réwniez ekspresjonuja VLA-5 (a.,3)) (CD49e),
ktéry wiaze komorki do fibronektyny ECM.

Przeciwciata przeciwko VLA-4 (a,8,)/VCAM-1 zapo-
biegaja wiazaniu si¢ komdrek macierzystych do pokry-
wajacej naczynia fibronektyny i do zregbu siateczkowego
(stromal layers), co powoduje zatrzymanie wejscia komo-
rek macierzystych do szpiku kostnego napromieniowa-
nych myszy [83]. Dodatkowo wykazano, iz podane prze-
ciwciata mobilizuja komérki progenitorowe CFU-C do
krwi obwodowej u zdrowych myszy [83,84]. Vermeulen
i wsp. wykazali powigzanie migdzy molekutami VLA-4,
CD44 a zasiedlaniem szpiku i mobilizacja. Przeciwciata
anty-CD44 hamuja zasiedlanie szpiku komérkami CFU-S
jeszcze bardziej efektywnie niz przeciwciato anty-VLA-4
[106]. Podanie napromieniowanym myszom przeciwciat
anty-VLA-4 przed przeszczepem komorek progenitoro-
wych zatrzymywato komérki krwiotwdrcze na obwodzie,
co powodowato znaczne obnizenie wchodzenia tych ko-
morek do szpiku, a podwyzszato ich mobilizacje do krwi
obwodowej. Podobne rezultaty otrzymano, gdy wstrzyki-
wano przeciwciata przeciwko VCAM-1, ktéry wystepuje
na komérkach srédbtonkowych i siateczkowych w zato-
ce szpiku kostnego i jest ligandem VLA-4. Przeciwciata
anty-VCAM-1 obnizaty znaczaco proces zasiedlania szpi-
ku, co jednoczesnie zwigkszato mobilizacje [83]. Badania
wykazaty dodatkowo, ze wprowadzenie przeciwcial anty-
VLA-4 i anty-VCAM-1 do zdrowych myszy powodowato
mobilizacje komorek krwiotwérczych do krwi obwodowe;j
[83]. Dane te potwierdzaja to, ze komérki hematopoetycz-
ne przechowywane sa w szpiku kostnym, a proces wejscia
i wyj$cia tych komérek ze szpiku moze by¢ regulowany nie
tylko G-CSF, SDF-1, ale réwniez oddzialywaniami mig-
dzy VLA4/VCAM-1. Podanie dwoch przeciwciat jedno-
czesnie nie zmniejsza wejscia komérek CD34+ do szpiku,
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(D44 Lselektyny

komdrki
zrebu szpiku

zewnatrzkomorkowa macierz
(kolagen, laminy, proteoglikany)

Ryc. 5. Interakcje molekut adhezyjnych
wystepujacych na komérkach macierzystych
z komdrkami zrebu szpiku i macierza
zewnatrzkomdrkowa

wyniki sg poréwnywalne do wynikéw dla jednego prze-
ciwciala. Sugeruje to udziat innych molekut adhezyjnych,
ktore sa ligandem VLA-4 i nie sa czule na dziatanie tych
przeciwciat.

2 Integryny (CD18)

Najlepiej poznang (32 integryng jest LFA-1 (lymphocyte fun-
ction antygen-1) (CD11a), ktdry jest zaangazowany w wig-
zanie dojrzatych leukocytéw do ICAM-1 $rédbtonka [106].
LFA-1 zlokalizowano na powierzchni wczesnych prekur-
soréw hematopetycznych. Mac-1 (CD11b) réwniez nalezy
do rodziny B2 integryn. Mac-1 wystepuje na powierzchni
dojrzatych monocytéw i granulocytéw, nie znaleziono go
na wczesnych prekursorach hematopetycznych.

CD44 proteoglikany

Rodzina CD44 jest bardzo dobrze ekspresjonowana na po-
wierzchni komérek zrgbu, wiaze niesulfonowane glikozo-
aminoglikany kwasu hialuronowego, jednego z komponen-
téw ECM. Dodatkowo CD44 wystepuje na powierzchni
prekursoréw hematopoezy, ale tylko maty odsetek wia-
ze hialurany [102] oraz inne komponenty ECM, np. fibro-
nektyny [54]. CD44 wystepuje réwniez na powierzchni
komorek progenitorowych i na komérkach macierzystych.
Przeciwciata przeciwko tej glikoproteinie moga hamowac
lub wzmacnia¢ hematopoezg in vitro.

Badajac wptyw delecji genéw molekut adhezyjnych na pro-
ces hematopoezy w szpiku i Sledzionie w podczas rozwo-
ju embrionalnego, wykazano, ze myszy z delecja genéw
kodujacych VCAM-1 i CD44 nie wykazuja uposledzenia
procesu hematopoezy [37,97]. Podobne dane uzyskano
dla myszy z delecja genu integryny o4, u ktérych multi-
potencjalne progenitory komérkowe prawidtowo rozwija-
ly si¢ w watrobie, §ledzionie i szpiku [3,4]. Dane sugeruja,
iz wspomniane molekuty adhezyjne sg zbgdne do prawi-
dtowego zasiedlania organéw przez komorki krwiotwor-
cze. Natomiast u myszy z usunigtym genem integryny B1,
komorki hematopoetyczne nie byty zdolne do zasiedlenia
watroby ptodowej, Sledziony, grasicy i szpiku. Wykazano
réwniez, ze integryny B1 odgrywaja istotna role w zasie-

dlaniu watroby i innych rozwinigtych/dojrzatych hemato-
petycznych organdéw [51,89].

Selektyny

Selektyny sa rodzina trzech glikoprotein, ktére sg zaanga-
zowane w przekazywanie sygnatow oraz procesy przyle-
gania. L-selektyna ekspresjonowana jest na powierzchni
dojrzatych leukocytéw i na wezesnych komérkach hemato-
petycznych. Najlepiej zbadana jest rola L-selektyny w przy-
leganiu leukocytow do Srodbtonka. P- i E-selektyny nie zo-
staly zlokalizowane na komérkach srédbtonka. Ich ligany
odkryto na wezesnych progenitorach krwi.

Badajac wptyw P- i E-selektyny na proces zasiedlania szpi-
ku kostnego po transplantacji, wykazano, iz myszy z de-
lecja genu P- i E-selektyny po naswietlaniu letalng dawka
promieniowania i przeszczepie minimalnej liczby komérek
progenitorowych od myszy dzikiego typu, wykazywaty mata
przezywalnos$¢. Przyczyna byl brak przechodzenia prze-
szczepionych komorek z krwi obwodowej do szpiku kost-
nego, ktéry wywotany byl brakiem obu selektyn [36].

Sialomucyny

Najlepiej poznang sialmucynag jest CD164, ktora jest eks-
presjonowana na powierzchni komérek szpiku kostnego
i komérkach CD34* i bierze udzial w przyleganiu tych ko-
morek do siebie. Inne sialomucyny nie zostaly rozpozna-
ne w procesie hematopoezy.

Nadrodzina immunoglobulin

Nadrodzina immunoglobulin jest rodzina molekut adhezyj-
nych, ktére maja wysoki stopieni homologii sekwencji z im-
munoglobinami. Do przedstawicieli tej nadrodziny biora-
cych udzial w hematopoezie naleza: (1) molekuty VCAM-1,
ktérych czasteczki eskpresjonowane sg na komérkach zrgbu
szpiku i komérkach podscieliska, oddziatuja z 1 integry-
nami VLA-4 (a,8,), wystgpujacymi na powierzchni proge-
nitorowych komérek hematopetycznych; (2) wstgpujace na
powierzchni komoérek zrebu szpiku czasteczki ICAM, kt6-
re oddziatuja z B2 integrynami, np. LFA-1, Mac-1 oraz (3)
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wspomagajace proces limfopoezy NCAM (CD56), ktéry
jest markerem komérek NK (natural killer) i odnaleziony
zostat na tkance nerwowej, komoérkach zrgbu szpiku.

Katheryny

Katheryny E-, N- i P- sa transmembranowymi glikoprote-
inami, ktére uczestnicza w Ca?*-zaleznej adhezji w rozwi-
jajacym si¢ embrionie i utrzymywaniu architektury tkanki.
W hematopoezie ich rola nie zostala szczegétowo pozna-
na. Wiadomo, ze katheryny E- i N- sa ekspresjonowane
na powierzchni komérek zrebu i komérkach CD34* i pro-
genitorach erytrocytéw.

InTERAKCIA MIEDZY SDF-1 | CXCR4 1 JE) ZNACZENIE
W MOBILIZACJI PROGENITOROWYCH KOMOREK HEMATOPOETYCZNYCH
DO KRWI OBWODOWE)

Badania na modelach mysich wykazaty, iz progenitorowe
komorki hematopoetyczne sa mobilizowane do krwi obwo-
dowej w odpowiedzi na ustalony gradient SDF-1, np. przez
wprowadzenie adenowirusa ekpresjonujacego SDF-1, stad
tez wniosek, ze podwyzszone stg¢zenia SDF-1 w krazeniu
obwodowym sprzyjaja indukcji mobilizacji [45]. Interakcja
miedzy SDF-1 i CXCR4 odgrywa krytyczna role czynni-
ka neutralizujacego indukowanej G-CSF mobilizacji ko-
morek macierzystych, a uzycie przeciwciata neutralizuja-
cego SDF-1 lub CXCR4 powoduje zatrzymanie interakcji
SDF-1-CXCR4 [87]. Natomiast preinkubacja z duzymi stg-
zeniami SDF-1 in vitro powoduje desensytyzacjg¢ recepto-
ra CXCR4 na komérkach CD34+.

Stwierdzono ponadto, ze regulacja oddzialywania
SDF-1/CXCR4 moze nastgpowaé poprzez dzialanie enzymdéw
proteolitycznych na SDF-1 czy tez na jego receptor CXCR4.
Podawanie G-CSF jest zwiazane z jednej strony z obnizeniem
ilosci SDF-1 w szpiku kostnym spowodowanym degradacja
SDF-1 przez elastaze neutrofiléw czy katepsyng [64,87],
z drugiej za$ degradacja CXCR4, poniewaz wykazano, ze po-
danie G-CSF prowadzi do odcigcia N-korica czasteczki biat-
ka budujacej receptor CXCR4 [65]. Christopherson i wsp.
zwrdcili natomiast uwage na zwiazang z btona komoérkowa
zewnatrzkomorkowa peptydazeg-CD26 (dipetidylopeptidase
IV-DPPIV), jako enzym bioracy udziat w degradacji SDF-
1 w szpiku kostnym i zwigzanym z tym procesem uwolnie-
niem komoérek CD34* do obwodu [19]. Z kolei zahamowa-
nie aktywnosci CD26/DPPIV przez podanie peptydéw (np.
Ile-Pro-Ile lub Val-Pyr) obniza indukowang G-CSF mobili-
zacje komorek hematopoetycznych wzmagajac zagniezdza-
nie si¢ komorek w szpiku u myszy [14].

‘Wyniki badan prowadzonych na zwierzgtach wptynety na
badania prowadzone u cztowieka, a nastgpnie na modyfi-
kacje procedur stosowanych w klinice cztowieka.

Proces mobilizacji komérek krwiotwérczych ze szpiku
do krwi obwodowej jest klinicznie wywolywany u dawcy
przez podanie czynnika stymulujacego kolonie granulocy-
tarne (G-CSF) w standardowej dawce 5 pg/kg masy cia-
ta dawcy, dwa razy dziennie, przez 5 kolejnych dni przed
pierwsza leukofereza [28,29,30]. Jak wykazano w bada-
niach na myszach, podanie G-CSF prawdopodobnie re-
dukuje ilos¢ wytwarzanego SDF-1 wewnatrz szpiku kost-
nego poprzez jego degradacje. Proces ten powoduja (jak

juz wspomniano wyzej) enzymy proteolityczne wydzie-
lane przez krwinki biale obojgtnochtonne podczas mobi-
lizacji [87]. Wczesniejsze badania u cztowieka wykazaty,
iz komoérki mobilizowane G-CSF wykazuja na swojej po-
wierzchni obnizona liczbg i zmniejszona gegstos¢ recepto-
ra CXCR4 [39]. Zauwazono, iz komérki CD34+ pobiera-
ne bezposrednio z natywnego szpiku wykazuja wigksza
ekspresje receptora CXCR4 niz komoérki pobrane z mo-
bilizowanego szpiku i PBPC (peripheral blood progenitor
cells) [28,30]. Oznacza to, ze pacjenci, ktérym przeszcze-
piane sa komoérki PBPC otrzymuja materiat ubozszy w ko-
moérki CD34* i CXCR4* niz pacjenci otrzymujacy mate-
rial pobrany z natywnego szpiku. Wykazano bezposredni
wplyw G-CSF na odsetek komérek CD34*. Powoduje on
wzmozony wyptyw komérek CD34*, ktérych najwigksza
liczba znajduje si¢ we krwi obwodowej, ale sg to komorki
pozbawione CXCR4 [28,30].

Oproécz G-CSF wyjscie komorek ze szpiku powoduje cy-
klofosfamid [13,98]. Jednakze podawanie pacjentom je-
dynie cytostatyku bez G-CSF powoduje zmniejszenie od-
setka komorek progenitorowych wyptywajacych ze szpi-
ku do krwi obwodowe;j.

Stymulacja monocytéw przez G-CSF ostabia indukujacy
wplyw lipopolisacharydu na wytwarzanie IL-1f, czyn-
nika martwicy nowotworéw (tumour necrosis factor-o. —
TNF-o), IL-12 i IL-18 [53]. Dodatkowo ekspresja mysie-
go SDF-1a i B nie przynosi korzysci, gdy uzywany jest
lipopoliacharyd czy ester forbolu w komérkach stromal-
nych szpiku, czy ST-2, PA-6 oraz w liniach komérek fibro-
blastéw NIH3T3 i Swiss3T3. Zaobserwowano pozytyw-
na stymulacje wzrostu DW34 preB-komorek w obecnosci
IL-7 poprzez SDF-1 izolowany z komoérek PA-6 [80]. Jest
to dowdd, iz w procesie mobilizacji G-CSF hamuje dzia-
fanie LPS, co z kolei stymuluje wyptyw komérek krwio-
tworczych ze szpiku do krwi obwodowe;j.

Na podstawie wynikéw naszych ostatnich badain mozna
przypuszczaé, ze roznice w liczbie komoérek mobilizo-
wanych do krwi obwodowej u zdrowych dawcéw, ktérym
podano G-CSF moga by¢ réwniez zwiazane z polimorfi-
zmem genu kodujacego SDF-1 w pozycji 801 (G/A) regio-
nu 3’UTR [11,12]. StwierdziliSmy bowiem, Ze czg¢stos¢ ko-
morek CD34* w pierwszym preparacie leukaferetycznym
byla statystycznie istotnie wyzsza w dawcéw z allelem
SDF-1-3’A. Ponadto u dawcéw z genotypem SDF-1-3’GG
konieczne byto przeprowadzenie wigkszej liczby separa-
¢ji niz u tych z allelem SDF-1-3’A. Totez wydajnos¢ mo-
bilizacji okazata si¢ lepsza u zdrowych dawcéw z allelem
SDF-1-3’A. Co ciekawe, podobne zalezno$ci obserwowa-
liSmy u biorcéw przeszczepdw autologicznych. Podobnie,
jak w przypadku zdrowych dawcow komoérek alogenicz-
nych, réwniez u chorych z genotypem SDF-1-3’A obser-
wowano podwyzszony odsetek komérek CD34+ w pierw-
szym preparacie leukaferetycznym [40].

Najbardziej obiecujacym czynnikiem mobilizujacym, pod-
danym obecnie badaniom klinicznym, jest swoisty antago-
nista CXCR4 (receptora SDF-1) — AMD3100. AMD3100
blokuje indukowang SDF-1 chemotaksje¢ [56].

AMD3100 stosowano pierwotnie w leczeniu infekcji wi-
rusem HIV [24]. Po podaniu dozylnym pojedynczej dawki
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ADM3100 obserwowano u pacjentéw niewielka leukocyto-
z¢ [47]. Kolejne badania wykazaty, ze AMD3100 moze by¢
podawane razem z G-CSF w celu podwyzszenia wydajno-
Sci izolacji komdrek macierzystych w procesie leukaferezy.
W I fazie badan klinicznych u zdrowych dawcow, ktérym
podskérnie podano pojedyncza dawke AMD3100, obser-
wowano zalezny od dawki wzrost odsetka komérek CD34*
w krwi obwodowej [66]. Najlepszy wynik, 10-krotny wzrost
odsetka CD34* po 9 godzinach po iniekcji, uzyskiwano po
podaniu 240 pg/kg m.c. AMD3100. Co ciekawe, badania na
modelach mysich wykazaty, ze podanie samego AMD3100
lub AMD3100 i G-CSF nie wplywa na przyjecie si¢ prze-
szczepu i funkcje limfocytéw T (co pokazano w badaniach
na choroba przeszczep-przeciwko-gospodarzowi i analizie
potransplantacyjnego chimeryzmu) [27].

Ponadto, badania kliniczne u chorych na nowotwory uktadu
krwiotwdrczego wykazaty, ze AMD3100 moze by¢ wyko-
rzystywane do mobilizacji komoérek macierzystych u bior-
cOw przeszczepow autologicznych. W I fazie badan wzigto
udziatl 13 pacjentéw ze szpiczakiem mnogim i chtoniakem
nieziarniczym, ktérym podawano ADM3100 w pojedyn-
czej dawce 160 lub 240 pg/kg m.c. [26]. 6 godzin po poda-
niu ADM3100 obserwowano 6-krotny wzrost bezwzgledne;j
liczby komérek CD34*. U pacjentéw zmiany toksyczne, o ile
wystgpowaly, byty niewielkie (najwyzej I stopnia w skali
WHO). Badania w grupie chorych ze szpiczakiem mnogim
lub chtoniakem nieziarniczym poddanych 2 mobilizacjom,
samym G-CSF lub G-CSF w potaczeniu z ADM3100, wy-

PismiENNICTWO

kazaty, ze uzycie obu czynnikéw bylo zwiazane z lepsza
wydajnoscia mobilizacji, niezaleznie czy ADM3100 poda-
wany byt z G-CSF w pierwszej, czy w drugiej turze mobi-
lizacji [35]. Pacjenci wymagali mniejszej liczby leukaferez
dla osiagnigcia wymaganej liczby 5x10° komérek CD34+/
kg. U 11 z 12 analizowanych pacjentéw, ktérym podano ko-
moérki CD34+ mobilizowane G-CSF i ADM3100 obserwo-
wano szybkie przyjecie si¢ przeszczepu i u zadnego z nich
przeszczep nie zostal odrzucony.

Kolejne badania prowadzone u pacjentéw z anemia
Fanconiego [14], u ktérych wiasciwie nie dochodzi do mo-
bilizacji pod wyptywem samego G-CSF, wykazaty, ze poda-
nie kombinacji AMD3100 z G-CSF moze by¢ korzystne dla
mobilizacji komérek hematopoetcznych u tych chorych.

Wykazano réwniez, ze TGF-3 moze blokowaé desensyty-
zacje receptora CXCR4, co mogloby sugerowaé, ze TGF-3
lub modulacja TGF-f i/lub jego receptora moze w niedale-
kiej przysztosci znalez¢ zastosowanie kliniczne [14].

Podsumowujac, znajomos¢ interakcji migdzy SDF-1 i jego
preceptorem CXCR4 oraz wewnatrzkomérkowych mecha-
nizmow zwiazanych z tym oddziatywaniem, a nast¢pnie in-
gerencja i modulowanie owych mechanizméw moze mie¢
korzystny wplyw na manipulowanie procesami mobilizacji
komoérek hematopoetycznych, zadomawiania si¢ w szpiku,
przyjecia si¢ przeszczepu, przezyciem komorek, ich pro-
liferacja i samoodnowa.
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