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Streszczenie |

Chemokiny sg zasadowymi biatkami o matej masie czasteczkowej, wahajacej si¢ w granicach 6-14 kDa. Ze
wzgledu na wiasciwosci fizjologiczne chemokiny dzieli si¢ na limfoidalne (konstytutywne lub homeostatyczne)
oraz prozapalne (indukowane). Do chemokin limfoidalnych zaliczamy m.in. chemokiny CCL19, CCL21,
CCL25, CCL27, CXCLI12 i CXCLI13, ktore ulegaja konstytutywnej ekspresji w okreslonych mikroSrodowi-
skach narzadow limfatycznych oraz tkanek obwodowych. Chemokiny prozapalne, m.in. CCL1, CCL2,
CCL11, CCLI17 i CCL22, ktorych ekspresja indukowana jest przez inne cytokiny prozapalne, takie jak IL-1p
lub TNE pojawiaja si¢ glownie w przebiegu reakcji zapalnej. Chemokiny oddziatuja na komorki docelowe po-
przez rodopsynopodobne receptory zwigzane z biatkiem G. Pierwotng funkcjg chemokin jest stymulowanie
ukierunkowanej migracji réznych rodzajow komérek. Ponadto czasteczki te regulujg proces zapalenia i rdzni-
cowanie komorek immunologicznych. Fizjologicznie chemokiny ulegajace konstytutywnej ekspresji w obrebie
osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) mogg petic rolg w inicjacji migracji multipotencjalnych komorek
progenitorowych i neurondéw w trakcie rozwoju mozgu oraz mogg funkcjonowaé jako czynniki troficzne dla
neuronéw. Wykazano Scisty zalezno$¢ pomigdzy ekspresjg chemokin i naptywem komorek zapalnych do
OUN podczas rozwoju modelu doswiadczalnego stwardnienia rozsianego (SM) — doswiadczalnego autoim-
munizacyjnego zapalenia mozgu i rdzenia krggowego (experimental autoimmune encephalomyelitis, EAE).
W OUN zwierzat z EAE wykazano podwyzszong ekspresj¢ mRNA kodujacego chemokiny CCL2, CCL3,
CCL4, CCLS, CCL7 i CXCLI10 oraz receptory chemokinowe CCR2, CCRS5, CCRS8, CXCR2, CXCR3,
CXCR4 1 CX3CRI. Wyniki te sugerujg, ze chemokiny i ich receptory mogg odgrywac istotng role w rozwoju
autoimmunizacyjnego zapalenia w OUN, w tym rowniez i w przebiegu SM.

SEOWA KLUCZOWE: doswiadczalne autoimmunizacyjne zapalenie mdézgu, stwardnienie rozsiane,
chemokiny, receptory chemokinowe, autoimmunizacja

Summary |

Chemokines are a family of small alkaline proteins with molecular weight of 6 to 14 kDa. Depending on phys-
iological activities they can be divided into two groups, homeostatic (constitutive) and inflammatory. Homeo-
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static chemokines (e.g., CCL19, CCL21, CCL25, CCL27, CXCLI12 and CXCL13) are usually constitutively
expressed in the specific microenvironments of lymphoid organs and peripheral tissues. In contrast, inflam-
matory chemokines (e.g., CCL1, CCL2, CCLI1, CCL17 and CCL22) are involved in development of
inflammation. Their expression is induced by another inflammatory cytokines such as IL-1f or TNE
Chemokines act on various types of target cells through rhodopsin like G protein-coupled receptors. The main
function of chemokines is induction of directed chemotaxis of different types of target cells. Moreover, they
regulate inflammatory process and differentiation of immunological cells. Physiologically, chemokines consti-
tutively expressed in the central nervous system (CNS) can initiate multipotential progenitor cells and neurons
migration during the development of the brain as well as they can act as a trophic factors for neurons. The
close correlation between the expression of chemokines and the influx of inflammatory cells to the CNS dur-
ing an animal model of multiple sclerosis (MS) — experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) was
observed. The mRNA expression of chemokines CCL2, CCL3, CCL4, CCLS, CCL7 and CXCLI10 as well as
chemokine receptors CCR2, CCRS, CCRS8, CXCR2, CXCR3, CXCR4 andCX3CRI in the CNS of animals
with EAE was increased. These data suggest that chemokines and their receptors may be involved in the
pathogenesis of autoimmune neuroinflammation, including MS.

KEY WORDS: experimental autoimmune brain inflammation, multiple sclerosis, chemokines, chemokine

receptors, autoimmunity

BUDOWA I KLASYFIKACJA CHEMOKIN

hemokiny sq zasadowymi biatkami zbudowany-
mi z 70-125 aminokwasdw o masie czgstecz-

kowej wahajacej si¢ w granicach 6-14 kDa®.
Wigkszos¢ z nich jest wydzielana poza obreb komorki,
chociaz sa i takie, ktore ulegajq ekspresji na powierzch-
ni komorki, m.in. fraktalkina®. Identycznos¢ chemokin
pod wzgledem sekwencji jest niewiclka®, ale jeSli wez-
miemy pod uwage ich trzeciorzedowq strukture, to ob-
serwuje si¢ duze podobienstwo™. Wigkszos¢ chemokin
zawiera co najmniej cztery cysteiny, ktore tworzg dwa
mostki dwusiarczkowe — jeden pomi¢dzy pierwsza i trze-
cig, a drugi pomi¢dzy drugq i czwartg resztq cyste-
inowa. Ze wzgledu na liczbe cystein oraz liczbe amino-
kwasow pomiedzy dwiema pierwszymi cysteinami
wyrdzniono cztery podrodziny chemokin: C (y), CC
(B), CXC (o) 1 CX3C (8). W chemokinach podrodzi-
ny CC cysteiny te przylegaja do siebie, w CXC oddzie-
lone sg od siebie przez jeden aminokwas, a w grupie
chemokin CX3C - przez trzy aminokwasy. W chemoki-
nach z podrodziny C brakuje pierwszej i trzeciej cysteiny.
Dotychczas poznano tylko dwie chemokiny C — lim-
fotaktyn¢ o i limfotaktyne 8 — oraz jedng chemoki-
n¢ CXC3C - fraktalking (neurotaktyne¢). Chemokiny
CXC oddziatujg gtownie na neutrofile i limfocyty,
a chemokiny CC na limfocyty, monocyty, komorki tucz-
ne i eozynofile.
W kazdej chemokinie mozna wyr6zni¢ dwa regiony,
ktore oddziatujg z receptorem. Sg nimi odstoni¢ta pe-
tla pomigedzy druga i trzecig cysteing oraz koficowa
reszta NH, o duzej zmiennoSci wystepujgca przed pierw-
szg cysteing. Uwaza si¢, ze odstoni¢ta petla odgrywa
niewielkg role¢ podczas wigzania chemokiny do recep-
tora ze wzgledu na jej niskie powinowactwo do niego.
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Natomiast reszta NH, bierze udziat w przekazywaniu
sygnalu do wnetrza komorki w czasie ligacji. Z kolei
diugosc i sktad aminokwasdw koficowego odcinka czg-
steczki zakonczonego resztg NH, okresla stopiefi jej po-
winowactwa do receptora®.

Chemokiny CXC sg dalej klasyfikowane ze wzgledu na
obecnos¢ trdjaminokwasowego motywu, w sktad kto-
rego wchodzg: kwas glutaminowy — leucyna — arginina
(ELR). Motyw ten wystepuje w okolicach regionu za-
koficzonego reszta NH,. Chemokiny z motywem ELR
przyciagaja komorki mieloidalne, a chemokiny bez tego
motywu przyciagaja rozne rodzaje leukocytow.

Ze wzgledu na wiaSciwosci fizjologiczne chemokiny
mozna klasyfikowac jako limfoidalne (konstytutywne
lub homeostatyczne) i prozapalne (indukowane). Ce-
chg charakterystyczng reakcji zapalnych jest ekspresja
duzej iloSci chemokin i receptorow chemokinowych,
ktore sterujg ruchem i aktywacjg leukocytow w przeci-
wiefistwie do procesow fizjologicznych sterowanych przez
chemokiny homeostatyczne, ktore sg stale wydzielane.
Chemokiny, ktorych geny wystepuja blisko siebie na
danym chromosomie, przylaczajq sie do tych samych
lub podobnych receptorow. Geny dla wielu prozapal-
nych (indukowanych) chemokin z podrodziny CC wy-
stepujg na ludzkim chromosomie 17. Z kolei wszystkie
geny kodujace chemokiny CXC majace motyw ELR
zajmujg chromosom 4. Geny dla CCL19 i CCL21 zlo-
kalizowane sq na chromosomie 9., a DNA kodujgce
CCL17 1 CCL22 znajduja si¢ na chromosomie 16.”
Do chemokin limfoidalnych zaliczamy chemokiny:
CCL19, CCL21, CCL25, CCL27, CXCLI121 CXCL13.
Chemokiny te ulegajg konstytutywnej ekspresji w okre-
Slonych mikroSrodowiskach narzadow limfatycznych
oraz tkanek obwodowych. Reguluja one krazenie roz-
nych populacji limfocytow, uczestnicza w przemieszcza-
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niu si¢ dojrzewajacych tymocytow do odpowiednich re-
gionow grasicy (np. z kory do rdzenia), sterujg migra-
cjg komorek dendrytycznych z tkanek obwodowych do
obwodowych narzadoéw limfatycznych. Chemokiny
prozapalne pojawiajq si¢ natomiast giownie w trakcie
reakcji zapalnych. Ekspresja kodujgcych je gendw indu-
kowana jest przez inne cytokiny prozapalne, takie jak
IL-1pB lub TNE W reakcji Thl-zaleznej limfocyty Thl
produkujg m.in. cytokiny IL-2 i IFN-y, ktdre stymuluja
oddzialywanie mi¢edzy makrofagami i neutrofilami. Od-
powiedZ Th2 towarzyszy reakcji alergicznej, w ktorg
zaangazowane sg eozynofile, komorki tuczne, bazofile
i limfocyty Th2 produkujace m.in. IL-4 i [L-13. Cyto-
kiny te indukuja ekspresje chemokin CCL1, CCL2,
CCL11, CCL17 1 CCL22. IL-4 i IFN-y mogg dziata¢
antagonistycznie i znosi¢ indukej¢ niektorych chemokin®.

RECEPTORY CHEMOKINOWE
- BUDOWA 1 RODZAJE

Chemokiny oddziatujg na komorki docelowe poprzez
rdznigce si¢ swoistoscig rodopsynopodobne receptory
zwigzane 7 biatkiem G,, przenikajace siedmiokrotnie
bton¢ komorkowq. Struktura receptoréw chemokino-
wych jest weigz poznawana, chociaz ich miedzybfono-
we domeny wydajg si¢ bardzo podobne do rodopsy-
ny®. Receptory chemokinowe zbudowane sa z 340-370
aminokwasow i wykazujg 25-80% wzajemnego podo-
bienstwa pod wzgledem sktadu aminokwasowego. Cha-
rakterystyczne sg dla nich: obecno$¢ koficowej grupy
NH,, konserwatywna sekwencja dziesi¢ciu aminokwa-
sow w drugiej wewngtrzkomorkowej petli oraz obecnosé
jednej cysteiny w kazdej z czterech pozakomorkowych
domen®. Niektore receptory chemokinowe wystepuja
w postaci homodimerdw, np. CCR2?, a takze hetero-
dimeréw, np. CCR2-CCRS, co jest mozliwe dzigki po-
dobiefistwu sekwencji tych receptorow’®. Miejsce na
receptorze, do ktorego przylaczajg si¢ chemokiny, jest
ztozonym kompleksem, w sktad ktorego wehodzi m.in.
odcinek zawierajacy resztg NH,".

Niektore chemokiny sg ligandami tylko jednego recep-
tora i vice versa, np. CXCR4 wigze tylko CXCL12"",
CXCRS taczy sie tylko z CXCL13"2, a CCR6 z CCL20™.
Inne receptory chemokinowe mogg taczy¢ dwie lub trzy
chemokiny, np. CCR7 wigze CCL191 CCL21", CXCR3
rozpoznaje CXCL9, CXCL101i CXCL11", a CCR4 fa-
czy si¢ z CCL1 1 CCL17"9. Znaczna grupa receptorow
chemokinowych moze oddziatywac z wieloma chemoki-
nami. Nalezy do nich np. CCR3, kt6ry rozpoznaje CCLS,
CCL7, CCL8, CCLI11, CCL13, CCL24 i CCL26"".
Podobnie chemokina CCLS moze oddzialywa¢ m.in.
z receptororami CCR1, CCR3 i CCR5?.

Receptory chemokinowe wystepujg na réznych typach
komorek. Receptor CXCR4 jest bardzo szeroko rozpo-
wszechniony i obecny m.in. na limfocytach T i B, mo-

18 nocytach, neutrofilach czy komorkach dendrytycznych

pochodzacych z krwi. Receptory CXCR1 i CXCR2 wy-
stepuja na wigkszosci populacji leukocytow, cho€ sg naj-
wazniejsze dla neutrofilow, monocytow/makrofagow
i komorek tucznych®'®. Receptory CXCR3, CXCRS
i CXCRGO6 ulegaja ekspresji giownie na komdrkach li-
nii limfoidalnej"”. Z kolei receptory CCR1, CCR2
i CCR4-CCRI10 ulegaja ekspresji przede wszystkim
na limfocytach, monocytach i komorkach dendrytycz-
nych pochodzenia monocytarnego®. Receptor CCR3
znaleziono na eozynofilach, komorkach tucznych, ba-
zofilach, limfocytach Th2 i okreslonej subpopulacji ko-
morek dendrytycznych®*".

FUNKCJE CHEMOKIN

Nazwa ,,chemokiny” pochodzi od angielskich stow che-
moattractant cytokines — cytokiny chemotaktyczne i na-
wigzuje do ich pierwotnej i najwczesniej opisanej funk-
cji, jakg jest stymulowanie ukierunkowanej migracji
roznych typow komorek. Ponadto chemokiny reguluja
proces zapalenia i réznicowanie komorek immunologicz-
nych. Rola chemokin w przemieszczaniu si¢ naiwnych
limfocytéw T do drugorzegdowych organéw limfatycz-
nych jest prawdopodobnie najlepiej poznanym pro-
cesem. Zakres informacji na temat udziatu chemokin
w rozwoju zapalenia, astmy czy chordb neurologicz-
nych ciagle si¢ powieksza.

Chemotaktyczne wlasciwoSci chemokin pierwszy raz za-
demonstrowano dla neutrofilow, ktore in vitro migrowa-
ty w kierunku IL-8*. P&zZniej okazalo sig, ze biatka G
wrazliwe na toksyne krztusca tez sq zaangazowane w ten
proces®. Niedlugo po tym doniesieniu odkryto, Ze nie-
ktore chemokiny wydzielane w miejscu zapalenia umoz-
liwiajg rekrutacje leukocytow do roznych tkanek.
OkreSlona ekspresja, regulacja i sposob wigzania recep-
tora zapewniajg funkcjonalng r6znorodnos¢ chemokin,
dzigki czemu mogg one odgrywac role w tak r6znych
procesach, jak angiogeneza®, hematopoeza®™, komuni-
kacja neurondéw z mikroglejem®”, ruch leukocytow™,
a takze poSredniczy¢ w odpowiedzi przeciwnowotworo-
wej®* 1 mechanizmach odrzucania przeszczepdow®'2.
Wiele chemokin powstato stosunkowo niedawno w toku
ewolucji, co przyczynito si¢ do bardzo duzej réznorod-
nosci chemokin i receptorow chemokinowych wsrod roz-
nych gatunkéw. Obecnie znanych jest okoto 50 chemokin
zidentyfikowanych u ssakow, w szczegdlnosci u ludzi
i myszy“*” (http://cytokine.medic.kumamoto-u.ac.jp/
CEC/CK/Chemokine.html), oraz okoto 20 receptoréw
chemokinowych. Dlatego tez nie wszystkie chemokiny
maja swoje ortologi u r6znych organizméw. Przyktado-
wo u myszy nie ma IL-8, ktora jest niezwykle silnym
iistotnym chemoatraktantem dla granulocytow cztowie-
ka®?. Podobnie CXCR1 odgrywa wazng rol¢ w rekruta-
cji neutrofilow u ludzi, podczas gdy nie ma ortologa tego
receptora u myszy. Jest natomiast u szczurow, ale wyste-
puje na makrofagach, a nie na neutrofilach®.
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ROLA CHEMOKIN I RECEPTOROW
CHEMOKINOWYCH W PROCESACH
FIZJOLOGICZNYCH ZACHODZACYCH
W OBREBIE OUN

Fizjologiczna rola chemokin ulegajacych konstytutywnej
ekspresji w obrebie OUN pozostaje w znacznej mierze
nieznana i jest obecnie obiektem intensywnych badan.
Jedna z hipotez dopatruje si¢ roli tych biatek w inicjaciji
migracji multipotencjalnych komorek progenitorowych
oraz neuronéw w trakcie rozwoju mozgu. Istotna wy-
daje si¢ takze rola chemokin jako czynnikow troficznych
dla neurondw. Wykazano w badaniach in vitro na my-
sich embrionalnych komorkach nerwowych splotow
korzeni grzbietowych (DRG), ze CCLS (RANTES) wy-
wotuje migracje tych komorek oraz roznicowanie w Kie-
runku fenotypu nocyreceptorow®”. Inng chemoking
wykazujacg wlasciwosci chemotaktyczne dla neuronow
jest CXCL12 (SDF-1), ktora wywotuje migracje ludz-
kich komorek nerwowych oraz szczurzych progenito-
row neurondw E15 in vitro®®. Inne publikacje wykazuja
zdolnos¢ CXCL12 do indukcji migracji neuronow war-
stwy ziarnistej m6zdzku oraz mysich prekursordéw ko-
morek warstwy ziarnistej mozdzku“*. Powyzsze wyniki
badan przeprowadzonych w warunkach in vitro znacznie
rozszerzono dzieki doswiadczeniom na zwierzetach z wy-
taczeniem (knock-out) genoéw dla chemokiny CXCL12
oraz jej receptora CXCR4. U plodow tych zwierzat
obserwowano znaczne nieprawidiowosci w budowie
mozdzku w poréwnaniu ze zwierz¢tami z grupy kon-
trolnej. Nieprawidtowosci te dotyczyly przede wszystkim
przedwczesnej migracji komorek zewnetrznej warstwy
ziarnistej (EGL) do komdrek wewngetrznej warstwy ziar-
nistej E17, ktora jest zjawiskiem fizjologicznym wyste-
pujacym juz po urodzeniu. Obserwowano takze znacz-
nego stopnia zaburzenia rozwojowe polegajace m.in. na
braku widocznych cech uwarstwienia moézdzku*4,
Sugerowany mechanizm opisanych zaburzefi wynika
z roli, jakg CXCL12 odgrywa w migracji prekursorow
zarowno neurondw, jak i oligodendrocytow“’. Mniej
informacji posiadamy na temat migracji astrocytow pod
wplywem stymulacji chemokinami. Wykazano in vitro,
ze komorki te migruja po podaniu CCL2, CXCLI
(mKC), CCL1 (mTCA-3) oraz CCL3“. Kolejne publi-
kacje udowodnily, ze mysie astrocyty migruja w obec-
nosSci CCL3, jednak nie wykazuja wrazliwosci na dzia-
tanie CCL4 i CXCL12%,

Chemokiny odgrywaja w OUN rowniez inng istotng
rolg, ktora nie jest zwigzana z indukcjg migracji. Rola ta
polega na modulacji aktywnosci synaptycznej. Opubli-
kowano dane o istotnym wptywie CXCLS8 oraz CXCLI
i CXCL2 (GROB) na modulacj¢ przekaznictwa synap-
tycznego oraz diugofalowg plastycznos¢ synaptyczng
neurondw w obrebie mézdzku™. Wplyw na plastycz-
nos¢ synaptyczng neurondéw w obrebie mozdzku wy-
kazano takze dla receptora CXCR4 i jego ligandu
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CXCLI12*., Aktywacja receptorow chemokinowych mo-
7e mie€ rowniez wplyw na przekaZnictwo pomiedzy po-
budzonymi neuronami hipokampa. Zwtaszcza CCL22
(mMDC) oraz rozpuszczalna forma CX;CL1 blokowa-
ty spontaniczne glutaminergiczne wytadowania postsy-
naptyczne w obrebie tych neurondw. Jakkolwiek mecha-
nizm odpowiedzialny za opisywane zjawisko pozostaje
nieznany, to jednak wykazano, ze fraktalkina (z wyjat-
kiem CCL22) hamowata zalezny od potencjatu prze-
plyw jonéw wapnia w tych komdrkach“?.

Znane s3 doniesienia na temat wplywu chemokin na
proliferacj¢ komorek, m.in. hepatocytow, keratynocytow
i komorek epithelium"“”. Wykazano wptyw chemokin
z grupy CXC (posiadajacych motyw ELR) na regenera-
cje watroby uszkodzonej pod wplywem lekow™. W przy-
padku OUN takie efekty wykazano dla CXCLI1, ktory
jest silnym promotorem proliferacji prekursordw oligo-
dendrocytow. Zaobserwowano znaczacy wzrost proli-
feracji tych komorek w obrebie rdzenia krggowego po
wezesniejszej aktywacji PDGF u mysich mutantow
Jimp™®. Obserwowano takze zalezny od dawki wzrost
proliferacji szczurzych astrocytow w hodowli poprzez
aktywacje kinaz MAP i PI3K®.

CHEMOKINY W DOSWIADCZALNYM
AUTOIMMUNIZACYINYM
ZAPALENIU OUN

W przebiegu doswiadczalnego autoimmunizacyjnego
zapalenia mozgu i rdzenia kregowego (EAE) po wstep-
nym rozpoznaniu antygenu i inicjacji odpowiedzi immu-
nologicznej dochodzi do migracji komorek zapalnych
(limfocytow, makrofagdw, neutrofilow, eozynofilow)
w obreb OUN. Jednymi z gtéwnych mediatorow tego
procesu sg chemokiny. Odgrywajg one takze rol¢ w ko-
stymulacji i w przekaznictwie wewngtrzkomorkowym
w limfocytach T oraz uczestniczg w rdznicowaniu wy-
dzielania cytokin przez te komorki. Szereg badan przepro-
wadzonych do chwili obecnej wykazato Scistg zaleznos¢
pomiedzy ekspresjg chemokin na poziomie mRNA i na-
plywem komorek zapalnych w obrebie OUN podczas
EAE. Zwiazek pomiedzy ekspresja chemokin a proce-
sem zapalnym przebiegajacym w OUN zasugerowa-
ty wyniki publikacji, w ktorej stwierdzono ekspresje
mRNA dla CCL2 i CXCL1 OUN w trakcie EAE wywo-
tanego u szczurdw®?, a takze CCL2 i CXCL10 w EAE
wywotanym u myszy“?. W innych badaniach poddano
ocenie poziom chemokin CCL5 (RANTES), CCL2
(MCP-1), CCL3 (MIP-1a), CCL4 (MIP-1B) w EAE.
Autorzy zaobserwowali, ze mRNA kodujgce ww. che-
mokiny, jak rowniez CCL7 (MCP-3), CCL1 (TCA-3),
CXCL10 (IP-10) oraz CXCL1 (GROw) ulegajq ekspre-
sji w obrebie rdzenia kregowego zwierzat z EAE mniej
wiccej 1-2 dni przed wystgpieniem pierwszych objawdw
klinicznych. Ekspresja byta obecna, aczkolwiek na niz-
szym poziomie, takze w trakcie remisji objawow. Stwier-

19



SYMPOZJUM — STWARDNIENIE ROZSIANE

dzono rowniez, ze transkrypty mRNA dla chemokin
CCLS, CCL3, CCL4 i CCL1 byty obecne w obrebie
aktywowanych encefalitogennych limfocytow T®. W in-
nej pracy Gtiabinski i wsp. wykazali ponadto, ze w przy-
padku chemokin CCL2 i CXCL10 w przebiegu ostrego
EAE wzrost ich ekspresji na poziomie mRNA zawsze
korelowat z obecnoscig komorek zapalnych w obrebie
OUN. Za pomocg techniki in situ hybridization (ISH)
autorzy wykazali, ze w trakcie rzutu EAE mRNA kodu-
jace chemokiny CCL2 i CXCL10 znajduje si¢ w obre-
bie astrocytow otaczajacych komorki jednojadrzaste
infiltrujace parenchyme OUN®. Na przewleklym — na-
wracajacym EAE (ChREAE) wykazano rOwniez, ze
w okresie nasilenia objaw6w klinicznych dochodzi do
réwnoczesnego wzrostu ekspresji chemokin z grupy o
(CXCL1, CXCL10), ktore byly produkowane przez
astrocyty, oraz wzrostu ekspresji chemokin z grupy 8
(CCL2, CCL3), ktore byty produkowane przez infiltru-
jace parenchym¢ OUN komdrki zapalne®. Obserwacje
znajdujg potwierdzenie w innej pracy odnoszacej si¢
takze do reakcji zapalnej zwigzanej z urazem OUN®?,
W badaniach poréwnawczych nad jednofazowym i prze-
wlekle nawracajacym modelem EAE u szczurow wyka-
zano, ze o ile w obu modelach w obrebie ogniska zapal-
nego znajduje si¢ pordwnywalna liczba limfocytow T,
o tyle liczba makrofagdw w modelu chronicznym jest
wyraznie wyzsza. 7 obserwacjq tg dobrze korelowat
fakt, ze w obrebie OUN myszy z ChREAE stwierdzano
wigksza niz w jednofazowym EAE ekspresje CCL2,
rowniez w okresie remisji objawow klinicznych. Nie wy-
kazano roznic pomig¢dzy ekspresjg CCL3 i CCLS w jed-
nofazowym i przewlekle nawracajacym EAE®”. Badania
nad ekspresjg chemokin CXCL9, CXCL10 i CXCLI11
w EAE wykazaly, ze w indukowanym aktywnie EAE
(active EAE) transkrypty dla CXCL9, CXCL101 CXCLI11
byly obecne w potylicznych weztach chtonnych w dru-
gim dniu po immunizacji, a ekspresja ww. chemokin
wzrastata stopniowo w kolejnych dniach. W przypadku
CXCL10 maksimum ekspresji przypadato na 6smy dzief,
a CXCL11 na dwunasty dziefi po immunizacji. W rdze-
niu kregowym obecno$¢ mRNA dla CXCLI11 obserwo-
wano okofo 6smego dnia po immunizacji, a jego po-
ziom wzrastal do okoto dwunastego dnia. CXCL10
byto obecne w 6smej dobie na poziomie wyzszym niz
CXCL11, ale jego ekspresja wyraznie spadata w dwu-
dziestej dobie po immunizacji. W przypadku bierne-
go wywoltywania EAE (passive transfer EAE) CXCL10
i CXCLI11 byly obecne juz okoto drugiego dnia, a ich
poziom wzrastat do szostego dnia po immunizacji. Ba-
dany poziom ekspresji CXCL9 w obrebie rdzenia kr¢go-
wego w obu modelach EAE byt niski. Autorzy ci badali
ekspresje CXCL11 rowniez za pomoca immunohisto-
chemii (IHC) i wykazali, ze prawdopodobnym Zrodlem
tej chemokiny w EAE sg astrocyty otaczajgce ogniska
zapalenia®. W innych badaniach z zastosowaniem tech-

20 nik ISH i IHC zaobserwowano, ze gtownym Zrodiem

CCLS5 byty w mozgu szczurdw z EAE w wigkszosci
limfocyty T, ktore lokalizowano w przestrzeni podpaje-
czyndwkowej okoto dziesigtego dnia po immunizacji,
a ich liczba (a zarazem ekspresja CCL5) wzrastata
w obrebie parenchymy w trakcie nasilania si¢ objawOw
klinicznych choroby. W trakcie szczytu objawow kli-
nicznych zrodtem CCLS5 byly réwniez astrocyty poto-
zone na marginesie lezji oraz makrofagi i komorki mi-
krogleju. Okoto dwudziestego dnia po immunizacji
(stadium remisji objawow klinicznych) obserwowano
czesciowy spadek ekspresji CCLS, jednak nadal obecne
byty w obrebie OUN limfocyty T. W przypadku CCLA4
gtownym zrodtem mRNA byly rowniez limfocyty T,
ktore wykrywano juz okolo dziesiatego dnia po immu-
nizacji — byly one poczatkowo potozone w okolicy pod-
pajeczyndwkowej i w obrebie parenchymy, a w miarg
nasilania si¢ objawow klinicznych obserwowano wzrost
ich liczby w przestrzeni okotonaczyniowej. Obserwo-
wano rowniez ekspresjc mRNA dla CCL4 w obrebie
makrofagdw oraz astrocytow (w tym przypadku tylko
w ostrej fazie choroby)®”. Wyniki te korelujg z danymi
mowigeymi, iz wzrost ekspresji CCL2 w OUN moze
mieC zwigzek z remisja objawow ChREAE. Wielu inte-
resujacych informacji na ten temat dostarczyly prace
oparte na metodologii umozliwiajgcej neutralizacj¢ che-
mokin za pomoca przeciwcial®. Badania z uzyciem
modelu EAE z biernym transferem encefalitogennych
komorek T wykazaty, ze w obu tych modelach dochodzi
do wzrostu ekspresji chemokin CCL2 i CCL3 w okre-
sie pojawienia si¢ objawow klinicznych. Wykazano row-
niez, ze w przypadku podania przeciwcial neutralizu-
jacych chemoking CCL3 jako prewencji (tj. w dniu
transferu komorek i dwa dni po podaniu - transferze)
w jednofazowym EAE dochodzi do zahamowania wy-
stapienia objawow klinicznych oraz ograniczenia aku-
mulacji komorek jednojadrzastych w obregbie OUN®Y,
Ta sama forma podania przeciwcial neutralizujacych
CCL2 nie spowodowata zauwazalnych zmian w przebie-
gu zardwno chronicznego, jak i jednofazowego EAE®".
Kiedy ta sama grupa badaczy zastosowata przeciwcia-
ta neutralizujace CCL2 jako forme terapii EAE (po wy-
stgpieniu objawdw Klinicznych), zaobserwowano reduk-
cje nasilenia objawdw klinicznych w nawracajgcej formie
EAE (ChREAE)®. Podobne zastosowanie przeciwciat
neutralizujacych CCL3 nie wplywato na przebieg kli-
niczny ostrego i przewleklego EAE. Obserwacje te wska-
zuja, ze CCL3 i CCL2 sg niezaleznie regulowane w ob-
rebie OUN w zaleznosci od fazy EAE (ostra lub
przewlekta). W modelu z biernym transferem EAE eks-
presja CCL5 pozostaje na niskim poziomie, z wytgcze-
niem ostrej fazy choroby. Dowodzi to, ze na ekspresj¢
CCLS5 moze mie¢ wplyw réwniez metoda indukcji
EAE. CXCL16 - jeden z dwoch przedstawicieli chemo-
kin ulegajacych ekspresji na powierzchni komorki — ule-
ga ckspresji w obrebie rdzenia kregowego myszy z EAE
wywotanym za pomocg peptydu MOG. Wzrost ekspre-
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sji CXCL16 obserwowano u tych zwierzat juz 2-6 dni
po immunizacji, wyraZzny wzrost natomiast okoto czter-
nastego dnia po immunizacji. Oznacza to, ze wzrost
ekspresji poprzedzat pojawienie si¢ pierwszych objawow
klinicznych EAE. Przeciwciato blokujace CXCL16, kt6-
re podawano przed pojawieniem si¢ objawow klinicz-
nych, wyraznie hamowato indukcje zaréwno EAE wy-
wotanego przez transfer komorek encefalitogennych,
jak 1 wywolywanego aktywnie poprzez szczepienie pepty-
dem MOG. Zaobserwowano rowniez u zwierzat, ktore
otrzymywaly przeciwciala neutralizujgce CXCLI16,
zmniejszenie si¢ wielkosci naciekow zapalnych w OUN.
Interesujacych danych dostarczyly badania nad ekspre-
sja chemokin ,limfoidalnych” w obrebie OUN w trak-
cie EAE. Zaobserwowano wzrost ekspresji chemokin
7 tej grupy w okresie ostrych objawow klinicznych za-
réwno w ostrym, jak i w przewleklym modelu EAE.
CXCL13 ulegalo ekspresji na poziomie mRNA w rdze-
niu kregowym i mozgu w trakcie kolejnych rzutdéw
ChREAE. Za pomocg immunohistochemii u myszy
z nawrotami objawow EAE komorki barwiace sie w kie-
runku CXCL13 lokalizowano w obr¢bie okotoopono-
wych naciekow zapalnych zawierajacych w duzym od-
setku limfocyty B i tworzacych struktury folikularne.
Morfologia komorek barwigcych si¢ na CXCL13 oraz
barwienia na obecnos¢ markera FDC-M1 wykazaly, iz
sa to w wiekszoSci komorki dendrytyczne”. Wykazano
za pomocg ISH, ze w aktywnym jednofazowym EAE
transkrypty dla CCL19 i CCL21 byty obecne w obrebie
naczyn objetych naciekami zapalnymi. Blokada in vitro
CCL191CCL21 powodowata zmniejszenie adhezji en-
cefalitogennych limfocytow T. Autorzy zaobserwowali
réwniez obecnos¢ transkryptow dla CCL19 w OUN
u zdrowych myszy®. Obecnos¢ konstytutywnej ekspres;ji
CCL19 w obrebie naczyn krwionosnych OUN u zdro-
wych myszy potwierdzifa na poziomie biatka inna gru-
pa badaczy. Ponownie zaobserwowano wyrazny wzrost
ekspresji CCL19 oraz ekspresji CCL21 w czasie EAE,
tym razem w modelach przewleklych. Gtownym Zro-
dtem CCL19 byly w przewleklym EAE komorki infil-
trujace parenchyme OUN, a takze astrocyty i komorki
mikrogleju. rodtem CCL21 byty przede wszystkim ko-
morki naczyn krwiono$nych w obrebie ognisk zapal-
nych“”. Inne chemokiny z grupy ,,limfoidalnych” row-
niez ulegaja ekspresji w trakcie EAE. W przypadku
CCL20 (MIP-30) obserwowano wzrost ekspresji na
poziomie mRNA i biatka w trakcie pierwszego i kolej-
nych rzutéw EAE w obrebie przede wszystkim rdzenia
kregowego. rodiem CCL20 na poczgtku choroby byty
przede wszystkim infiltrujgce OUN leukocyty, natomiast
w trakcie kolejnych rzutow gtdéwnie astrocyty®”. W in-
nych badaniach zastosowanie specyficznych przeciwciat
neutralizujacych CCL20 powodowato redukcje objawow
klinicznych oraz zmniejszenie naciekow zapalnych w ob-
rebie OUN w trakcie EAE®. Chemokina CCL22 (MDC)
ulegata ekspresji na poziomie mRNA w obr¢bie OUN
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zwierzat z EAE juz w fazie poprzedzajacej wystgpienie
objawow Klinicznych, w fazie remisji objawow Klinicz-
nych obserwowano natomiast gwaitowny spadek jej
ekspresji 1 ponowny wzrost w trakcie kolejnego rzutu
objawow. Giownym Zrodiem CCL22, co wykazano za
pomoca immunohistochemii, byly w EAE infiltrujace
leukocyty, giownie makrofagi i komorki dendrytyczne,
za$ w obrebie parenchymy OUN - gtdéwnie komorki mi-
krogleju. Ekspresje chemokin w obrebie OUN badano
rowniez w EAE, ktore wywotywano przy pomocy wirusa
Theilera (Theiler’s murine encephalomyelitis virus, TMEV)
bedgcego endemicznym patogenem specyficznym dla
myszy. Wykazano, ze w OUN zainfekowanych myszy
w okresie objawow klinicznych obecna jest ekspresja
chemokin CCL2, CCL3, CCL4, CCL5 i CXCL10™.

RECEPTORY CHEMOKINOWE
W DOSWIADCZALNYM
AUTOIMMUNIZACYINYM
ZAPALENIU OUN

W EAE oprocz wzrostu ekspresji licznych chemokin
zaobserwowano podwyzszong ekspresj¢ takze wielu re-
ceptoréw chemokinowych. Przeprowadzono badania
nad rola receptora CCR1 w rozwoju EAE u myszy po-
zbawionych genu dla tego receptora. Wykazano, ze
zwierzeta te chorowaly rzadziej, a objawy EAE mialy
mniejsze nasilenie””. Na podstawie tych wynikow oraz
wiasnych obserwacji wysuni¢to wnioski o istotnej roli
CCRI1 w immunopatogenezie EAE. Doprowadzito to
do przeprowadzenia wstgpnych prob na zwierzg¢tach
— mialy one na celu zablokowanie receptora CCRI1. Za-
obserwowano, ze szczury, u ktorych wywotano EAE,
a nastepnie podawano przez 5 dni drobnoczasteczko-
wego antagoniste CCR1, mialy znaczaco mniejsze na-
silenie objawow klinicznych. Obserwowano rowniez wy-
razne zmniejszenie histopatologicznych cech zapalenia
w obrebie OUN", Wykonano réwniez badania nad
ekspresja powierzchniowa oraz na poziomie mRNA re-
ceptorow chemokinowych w encefalitogennych limfo-
cytach T w modelu z biernym transferem EAE. Autorzy
tej pracy zaobserwowali, ze w wyizolowanych z OUN
w okresie ostrych objawow klinicznych limfocytach T
CD4*, zardwno tych przeniesionych od dawcy, jak i tych
nalezacych do ,,gospodarza”, obecne sg transkrypty dla
receptordw CCR1, CCR2, CCR3, CCR4 i CCRS. Na
poziomie biatka nie wykazano istotnych roznic w eks-
presji pomi¢dzy badanymi grupami, z wyjgtkiem recep-
tora CCRI1, ktorego ekspresja byta wicksza w obrebie
przeniesionych komorek. W tym samym czasie w §le-
dzionie na poziomie mRNA wykazano ekspresj¢ recep-
torow CCR1, CCR2, CCR3, CCR4 i CCR5 na komor-
kach przeniesionych oraz receptorow CCR2, CCR3,
CCR4 i CCRS na komorkach ,,gospodarza”. Na pozio-
mie biatka stwierdzono obecnos¢ jedynie receptora CCR2
na komorkach ,,gospodarza”. Z kolei w trzydziestym
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piatym dniu choroby zaréwno poSrdéd tych komorek,
ktore wezesniej przeniesiono w celu wywotania mode-
lu, jak i tych nalezgcych do ,,gospodarza” stwierdzano
na poziomie mRNA receptory CCR2, CCR3 i CCRS
(OUN) oraz receptory CCR1, CCR2, CCR3 i CCRS5
(Sledziona)™. Badania prowadzone na myszach, ktore
zostaly pozbawione genu kodujacego CCR2, poczat-
kowo sugerowaly, ze jest to receptor kluczowy dla roz-
woju EAE. W jednej publikacji autorzy zaobserwowali,
ze u myszy z zablokowanym genem (knock-out) dla
CCR?2 nie mozna wywota¢ EAE™, w innej pracy z ko-
lei wykazano, ze u takich zwierzat rozwijajg si¢ objawy
kliniczne o duzo mniejszym nasileniu™. Kolejna praca,
ktora kwestionowata metodologie poprzednich, wyka-
zata, ze knock-out dla CCR2 ma zauwazalne, ale nie
krytyczne znaczenie w rozwoju EAE zaréwno pod wzgle-
dem Klinicznym, jak i histopatologicznym". Zgodnie
z oczekiwaniami udafo si¢ potwierdzi¢, ze receptory
z grupy CXC, podobnie jak ich ligandy, odgrywajq bar-
dzo istotng rol¢ w rozwoju EAE. Obiektem zaintere-
sowan naukowcow staly si¢ takze receptory chemokin
z grupy homeostatycznych. Wykazano, ze ekspresja
CCR7 i CCRS8 wzrasta w OUN w przebiegu przewle-
ktego — nawracajacego EAE (ChREAE) w okresie nasi-
lenia objawow klinicznych™. W pracy tej silng ekspresje
CCRT7 w okresie pierwszego rzutu ChREAE stwierdzano
w obrebie okofonaczyniowych ognisk zapalnych. Zna-
czenie ekspresji receptorow chemokinowych z grupy
homeostatycznych potwierdza publikacja wskazujgca,
ze blokowanie zaréwno receptora CXCR3 nalezacego
do grupy zapalnych, jak i CXCR4 (homeostatyczny)
wplywa hamujaco na rozwdj EAE™.

Prezentowane powyzej wyniki badan potwierdzajg, ze
chemokiny i ich receptory odgrywajq istotng rol¢ w pa-
togenezie doSwiadczalnego autoimmunizacyjnego za-
palenia OUN. Obserwacje te sugeruja, Ze zastosowanie
inhibitoréw uktadu chemokinowego moze doprowadzic
do zahamowania rozwoju tego procesu, co moze miec
istotne znaczenie w ewentualnej terapii chordb o po-
dobnej patogenezie, jak np. SM.
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