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Streszczenie |

Chemokiny stanowig stosunkowo niedawno wyodrebniong i szybko rozrastajacg si¢ rodzing cytokin charak-
teryzujacych si¢ malym cigzarem czgsteczkowym oraz zdolnoscig stymulowania migracji komorek in vitro
oraz in vivo. Chemokiny wspdlnie z molekutami adhezyjnymi biorg udziat w zfozonym procesie przemiesz-
czania si¢ leukocytow poza tozysko naczyniowe. Ukierunkowujg one rowniez migracje leukocytdw w obrebie
tkanek obwodowych, gdzie rozwija si¢ zapalenie. Chemokiny podzielono na cztery grupy. Decydujacym kry-
terium podziatu jest polozenie wzgledem siebie par cystein w okolicy kofica NH,. Dwie najwigksze grupy che-
mokin to chemokiny CXC (o) i CC (B). W grupie CC dwie pierwsze nastgpujace po sobie cysteiny pozosta-
ja nierozdzielone, podczas gdy w grupie CXC rozdziela je pojedynczy aminokwas. Wyjatkami sg limfotaktyny
o i B posiadajgce tylko jedng parg cystein (grupa chemokin C lub vy) oraz fraktalkina, u ktorej dwie pary cy-
stein oddzielajg trzy inne aminokwasy (grupa CX3C lub 8). Ze wzgledu na funkcje chemokiny mozna podzie-
li¢ na prozapalne oraz limfoidalne. Chemokiny oddzialuja na komérki docelowe za poSrednictwem swoistych
receptorOw charakteryzujacych si¢ obecnoscia siedmiu domen przezbionowych. Bedac jednym z gtéwnych
czynnikow odpowiedzialnych za migracje komorek zapalnych do oSrodkowego ukfadu nerwowego (OUN)
w roznych procesach patologicznych, chemokiny staly si¢ obiektem zainteresowania rowniez w badaniach
nad stwardnieniem rozsianym (SM). Analiza m6zgow pacjentdw z SM wykazala istotny wzrost ekspresji che-
mokin CCL4 i CCL5 na poziomie mRNA. W plynie mozgowo-rdzeniowym w okresie rzutu choroby stwier-
dzono podwyzszony poziom chemokin CCLS, CXCL9 oraz CXCL10. U chorych z SM w obre¢bie przewle-
klych aktywnych ognisk demielinizacyjnych stwierdzano komorki barwiace si¢ w kierunku receptorow CCR2,
CCR3 i CCRS, ktore odpowiadaly morfologia makrofagom i mikroglejowi.

SEOWA KLUCZOWE: stwardnienie rozsiane, chemokiny, receptory chemokinowe, migracja komorek,
autoimmunizacyjne zapalenie mozgu

Summary |

Chemokines are relatively recently characterized and growing fast family of low molecular weight cytokines,
which stimulate migration of cells in vitro and in vivo. Together with adhesion molecules chemokines are
involved in the complex process of migration of leukocytes outside of blood vessels. They also direct their
migration within inflamed peripheral tissues. Chemokines are divided into four subfamilies. The main crite-
rion of this division is the localization of pairs of cysteines in the NH, region. The major chemokine subfam-
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ilies are CXC (o) and CC (B) chemokines. In CC subfamily the first cysteines are adjacent, in CXC group
they are separated by a single aminoacid. The exemptions are Lymphotactins o and § which posses only one
pair of cysteines (C or y subfamily) and Fractalkine, in which the first cysteines are separated by three
aminoacids (CX3C or & subfamily). Functionally chemokines can be divided into proinflammatory and lym-
phoid. Chemokines influence their target cells through the specific seven transmembrane domain receptors.
They are the important mediators of migration of inflammatory cells to the central nervous system (CNS) dur-
ing different pathological processes that’s why they became the target of interest in the studies on multiple scle-
rosis (MS). Analysis of MS brains showed significantly increased expression of chemokines CCL4 and CCLS
at mRNA level. In the cerebrospinal fluid of MS patients during relapse increased level of chemokines CCLS,
CXCL9 and CXCL10 was detected. Within chronic active demyelinating plaques in MS brains expression of
CCR2, CCR3 and CCRS was observed in macrophages and microglia.

KEY WORDS: multiple sclerosis, chemokines, chemokine receptors, cell migration, autoimmune brain in-

flammation

CHEMOKINY

( j hemokiny stanowig stosunkowo niedawno wy-
odrebniong i1 szybko rozrastajgcg si¢ rodzing
cytokin charakteryzujacych sie matym ciezarem

czasteczkowym oraz zdolnoscig stymulowania migracji

komorek in vitro oraz in vivo. Chemokiny wspdlnie

z molekufami adhezyjnymi biorg udziat w ziozonym

procesie przemieszczania si¢ leukocytow poza tozysko

naczyf krwionoSnych, a takze w obrebie tkanek obwo-
dowych®. Ta ostatnia wlasciwo$¢ w odniesieniu do ko-
morek o charakterze zapalnym decyduje o niezwykle
istotnej roli chemokin w rozwoju ogniska zapalnego,

a zarazem sugeruje, ze chemokiny i ich receptory mogg

bra¢ udziat w patogenezie wielu choréb o podtozu in-

fekcyjnym lub immunologicznym rozwijajacych sie row-
niez w obrebie oSrodkowego uktadu nerwowego (OUN).

Pierwszg opisang chemoking byta CXCL4 (platelet acti-

vating factor 4, PF4), zidentyfikowana juz w 1961 roku.

Jednak az do 1987 roku, kiedy to ukazata si¢ pierwsza

praca charakteryzujaca chemoking CXCLS8 (IL-8), nie

wigzano tych molekut ze zdolnoScig do indukowania
chemotaksji. Oficjalnie jako nowa rodzina cytokin po raz
pierwszy chemokiny zostaly wyodr¢bnione podczas Tize-
ciego Sympozjum Cytokin Chemotaktycznych w 1992 ro-
ku. W ciggu ostatniej dekady wiedza na temat budowy
i roli chemokin w biologii cztowieka i ssakow znacznie
sie rozszerzyla i obecnie obejmuje wiele dziedzin. Do
dnia dzisiejszego zidentyfikowano juz 48 ludzkich che-
mokin, ale liczba ta ciagle si¢ zwigksza. Powigksza si¢
takze lista ich opisanych wtasciwosci. Obecnie oprocz
wiasciwosci chemotaktycznych jako bardzo istotne wy-
mienia si¢ rowniez funkcje niezwigzane bezposrednio

z migracja komorek, takie jak: aktywacja molekut adhe-

zyjnych (w tym gtownie integryn) w procesach interak-

cji pomiedzy endotelium naczyn i leukocytami, wptyw
na apoptoze komorek, udziat receptoréw chemokino-
wych w przebiegu infekcji HIV i progresji AIDS® oraz

224 regulacji procesu angiogenezy®?. Kolejne badania udo-

wodnily rol¢ chemokin w inwazji zarodZca malarii®?,
w rozwoju OUN i uktadu odpornosciowego””.
Nazwa chemokiny sugeruje, ze biatka te tgczg w sobie
cechy charakterystyczne dla czynnikow chemotaktycz-
nych oraz cytokin. Chemokiny to silnie zasadowe bial-
ka, z ktorych wiekszos¢ sktada si¢ z 70-130 aminokwa-
sow, a ich ci¢zar czgsteczkowy waha si¢ w granicach
6-14 kDa. Wszystkie chemokiny majg podobng budo-
we. Jako biatka wydzielnicze chemokiny sa syntetyzo-
wane z sekwencjq liderowg sktadajacq si¢ z 20-25 amino-
kwasow. Sekwencja ta podlega odcicciu przed sekrecja
biatka poza komorke. Sposrdd dotychezas poznanych
chemokin tylko dwie ulegajq ekspresji na powierzchni ko-
morek, sg to CX,CL1 (fraktalkina) oraz CXCL16"""2,
W obrebie tkanek chemokiny wiazg si¢ z kwasnymi cza-
steczkami (glikozaminoglikanami) na powierzchni ko-
morek oraz w macierzy zewnatrzkomorkowej. Zwigzane
z glikozaminoglikanami chemokiny pozostajg w miejscu
wydzielenia, zachowujgc zarazem w petni swoje wlasci-
wosci chemotaktyczne™'?,

Z.godnos¢ pod wzgledem sekwencji aminokwasowej po-
miedzy poszczegolnymi chemokinami moze by¢ stosun-
kowo niska, jednak biatka te cechuje duze podobieii-
stwo struktury trzeciorzgdowej. Ze wzgledu na roznice
w budowie (przektadajace si¢ cz¢Sciowo na roznice
w funkcji) chemokiny podzielono na cztery grupy. De-
cydujacym kryterium podziatu jest potozenie wzgledem
siebie par cystein w okolicy kofica NH,. Cysteiny te za
pomocg mostkow dwusiarczkowych taczg si¢ w pary,
co determinuje ich strukture trzeciorzedows, a zarazem
decyduje 0 mozliwosci rozpoznania przez swoisty re-
ceptor oraz o aktywnosci biologicznej tych bialek. Dwie
najwicksze grupy chemokin to CXC (o) i CC (B). W gru-
pie CC dwie pierwsze nast¢pujace po sobie cysteiny
pozostaja nierozdzielone, podczas gdy w grupie CXC
rozdziela je pojedynczy aminokwas. Jak dotad opisano
jedynie trzy odstgpstwa od powyzszego modelu budo-
wy. Dotyczg one limfotaktyn o i B, posiadajacych tylko
jedng pare¢ cystein (zaliczanych do grupy chemokin C
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lub y), oraz fraktalkiny, u ktorej dwie pary cystein od-
dzielajg trzy inne aminokwasy (tworzy ona grupe CX3C
lub 8). Ze wzgledu na roznice strukturalne w obrebie
grupy CXC wyodrebniono dwie podgrupy. Do pierw-
szej zalicza si¢ chemokiny posiadajace w okolicy kofica
NH, sekwencje Glu-Leu-Arg (tzw. motyw ELR) bezpo-
Srednio poprzedzajaca pierwszg cysteing i potozong w re-
gionie kluczowym dla wigzania i aktywacji receptora.
Druga podgrupe tworza chemokiny CXC pozbawione
tego motywu. Chemokiny CXC zawierajace motyw ELR
(takie jak CXCLI1, CXCLS5 i CXCLS8) cechuje zdolnos¢
do stymulowania chemotaksji neutrofilow oraz komo-
rek endotelium oraz zdolno$¢ do stymulacji angiogene-
zy. Chemokiny CXC pozbawione motywu ELR, czyli
CXCL9-12, posiadajg zdolnos¢ indukeji chemotaksji,
glownie limfocytow"”. W znowelizowanej nomenklatu-
rze chemokiny jako ligandy sg oznaczane zaleznie od
grupy: XC, CC, CXC, CX3C, literg L (od stowa ligand)
oraz kolejnym numerem. W nawiasach mogg si¢ poja-
wi¢ wezesniej nadane nazwy zwyczajowe''¥.

Ze wzgledu na funkcje chemokiny mozna podzieli¢ na
prozapalne oraz na limfoidalne. Podziaf ten, aczkolwiek
bardzo wygodny, jest bardzo przyblizony i cz¢sto nie-
precyzyjny, gdyz niektore chemokiny mozna zaliczy¢
do obu grup. Chemokiny prozapalne sg produkowane
pod wplywem obecnosci patogenéw Iub innych bodz-
cow prozapalnych zaréwno w obrebie tkanek, jak i ko-
morek o charakterze zapalnym. Receptory dla tej grupy
chemokin ulegaja ekspresji na komoérkach fagocytuja-
cych, takich jak neutrofile, eozynofile, monocyty czy
niedojrzate komorki dendrytyczne, a takze w trakcie
niektorych stadiow rozwoju limfocytow T. Chemokiny
prozapalne odgrywaja istotng role w odpornoSci wro-
dzonej i reakcji organizmu skierowanej przeciwko pato-
genom oraz w procesach o charakterze zapalnym nie-
przebiegajacych na podiozu infekcyjnym. Chemokiny
okreslane mianem limfoidalnych lub homeostatycznych
ulegaja ekspresji w odrgbnych mikrosrodowiskach tkan-
ki limfatycznej zarowno w centralnych (pierwszorzedo-
wych) narzgdach limfatycznych (grasica, szpik kostny),
jakiw obwodowych (drugorzedowych) narzgdach lim-
fatycznych, w tym w Sledzionie i weztach chfonnych. Wy-
kazano ekspresje niektorych chemokin z tej grupy w ob-
rebie skory (skin-associated lymphoid tissue, SALT), blon
Sluzowych (mucosa-associated lymphoid tissue) oraz ukta-
du pokarmowego (gut-associated lymphoid tissue, GALT).
Poniewaz receptory dla tej grupy chemokin znajdujq si¢
w wickszoSci na powierzchni limfocytéw T i B oraz
na dojrzatych komorkach dendrytycznych, ich sugero-
wana rola polega na regulacji dojrzewania, stymulaciji
rozwoju i przemieszczania leukocytow w warunkach fi-
zjologicznych. Sugeruje si¢ tutaj miedzy innymi istot-
ny wplyw na kierowanie limfocytow w obrebie stref T-
i B-zaleznych w weztach chionnych, co moze miec
istotne znaczenie dla inicjacji i rozwoju prawidiowych
interakcji pomiedzy komorkami dendrytycznymi i lim-
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focytami T i B, a zarazem rozwojem prawidiowej od-
powiedzi immunologicznej ™.

RECEPTORY CHEMOKINOWE

Chemokiny oddziatujg na komorki docelowe za posred-
nictwem swoistych receptorow. W 1990 roku sklonowa-
no receptor dla peptydow N-formylo-metionylowych®.
Wykazano wowczas, iz ma on strukture heptahelikalng
i faczy si¢ z heterotrimerami biatek wigzacych GTP.
Wiedza ta stata si¢ punktem wyjscia do sklonowania re-
ceptora dla interleukiny 8 (IL-8, CXCLS8) oraz wielu
nastgpnych chemokin®?®. Obecnie znamy jedenascie
receptorow dla chemokin z grupy CC oraz szeS¢ recep-
torow dla chemokin z grupy CXC""'®, Receptory chemo-
kinowe na podstawie sekwencji aminokwasowej zaliczo-
no do klasy A rodziny receptoréw rodopsynopodobnych.
Charakteryzujg si¢ one obecnoscig siedmiu domen przez-
btonowych i w wigkszosci przypadkow sg zbudowane
7 340-370 aminokwasdw. Wspolnymi cechami recepto-
row chemokinowych sg: wysoce konserwatywna sekwen-
cja DRYLAIV w drugiej petli wewnatrzkomorkowe;,
pojedyncza cysteina w kazdej z czterech petli zewnatrz-
komorkowych, stosunkowo krotki NH,-koniec o kwas-
nym odczynie®”. Inng cechg receptordw chemokinowych
jest obecnos¢ licznych seryn i treonin w obrebie C-koii-
ca, ktore ulegajg fosforylacji po zwigzaniu z ligandem.
Wykazano rowniez, ze receptory chemokinowe CXCR2,
CCR2 i CCRS tworzg homodimery, a w przypadku
CXCR4 i CCR2 dimeryzacja jest skutkiem zwigzania
z chemoking i moze by¢ konieczna dla dalszego prze-
kazania sygnatu do wnetrza komorki®**?. Ekspresja re-
ceptoréw dla chemokin na powierzchni komaorki jest
bardzo zmienna. Oznacza to, iz obecnos¢ w obrebie
komorki mRNA kodujacego okreslony receptor nie za-
wsze odzwierciedla obecnos¢ funkcjonalnego receptora
w obrebie blony komorkowej. Funkcja biologiczna recep-
torow chemokinowych jest bardzo ziozona i w chwili
obecnej mechanizm odpowiedzi komérek na bodzce
wywolane przez chemokiny nie zostal w petni poznany.
Przypuszcza sie, ze aktywacja receptoréw chemokino-
wych odbywa si¢ na wielu szlakach i jest zwigzana
z wieloma mechanizmami molekularnymi. Podstawo-
wa funkcja receptoréw chemokinowych, czyli stymula-
cja migracji komorek w wigkszosci przypadkow jest Sci-
Sle powiazana z heterotrimerami biatek typu G, ktore
wykazuja wrazliwoS¢ na dziatanie toksyny Bordetella
pertussis. Niektore badania nie wykazaly jednak kom-
pletnego zablokowania funkcji receptora chemokino-
wego pod wplywem toksyny Bordetella pertussis®’, co
sugeruje udziat innych biatek niz G, by¢ moze takich
jak np. G, (al4 i al6)®**. Po pofaczeniu chemokiny
z receptorem biatka te ulegajg aktywacji. Przy zamianie
GDP w GTP dochodzi do rozpadu heterotrimeru na
dwie podjednostki: podjednoste o potaczong z GTP

i podjednostke By. Podjednostka By aktywuje dwa enzymy 225
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kluczowe dla dalszej transdukcji sygnatu: fosfolipaz¢ C
(PLC) podtyp B, 1 8, ktora jest swoista dla fosfatydy-
loinozytolu, oraz kinaz¢ fosfatydylo-3-OH-inozytolu
(PI3Ky). W wyniku dziatania PLCP dochodzi do roz-
padu dwufosforanu fosfatydyloinozytolu na dwa prze-
kazniki drugiego rzedu: inozytolo-1,4,5-trdjfosforan
(IP3) i diacyloglicerol (DAG). IP3 jest odpowiedzialny
za wyrzut jonow Ca**, natomiast DAG aktywuje wiele
izoform kinazy biatkowej C (PKC). Kinaza PI3Ky oprocz
szybkiego wytwarzania fosfatydyloinozytolo-3,4,5-trdj-
fosforanu inicjuje aktywacje innego enzymu — kinazy
biatkowej B (PKB). Podjednostka By najprawdopodob-
niej petni funkgje aktywatora dla innych kinaz odgrywaja-
cych istotng rol¢ w przekaznictwie komorkowym, w tym
kinazy MAP®®. Po hydrolizie potaczonego z podjed-
nostka oo GTP do GDP dochodzi do ponownego pota-
czenia podjednostek o i By w heterotrimer®”.

CHEMOKINY
W STWARDNIENIU ROZSIANYM

Wiele chemokin i ich receptorow ulega konstytutywnej
ekspresji w osrodkowym uktadzie nerwowym (OUN)
w warunkach fizjologicznych, m.in. na astrocytach, mi-
krogleju oraz neuronach. Chemokiny petnig istotng ro-
le w rozwoju mozgu za sprawg regulacji migracji neu-
ronalnych komaorek prekursorowych®®. Istniejg dane
wskazujace na role tych molekut jako czynnikdw tro-
ficznych stymulujacych proliferacje®™®, a takze modu-
lujacych przekaznictwo synaptyczne®®.
Etiopatogeneza stwardnienia rozsianego (SM) jest nie-
zwykle ztozona, a jej odzwierciedleniem jest obraz hi-
stopatologiczny zmian w OUN, ktory obejmuje zarow-
no procesy neurodegeneracyjne i neuroregeneracyjne,
jak i zapalenie z infiltracja komorek, takich jak limfocy-
ty i monocyty, i w konsekwencji z uszkodzeniem ostonek
mielinowych. Chemokiny, bedac jednym z giownych
elementow odpowiedzialnych za migracj¢ komorek za-
palnych do OUN w roznych procesach patologicznych,
staly si¢ obiektem zainteresowania roéwniez w bada-
niach nad SM.

U chorych na SM przeprowadzono badania poziomu
chemokiny CXCLS8 (IL-8) w surowicy, a takze jej wy-
twarzania przez komorki jednojadrzaste krwi obwodo-
wej (peripheral blood mononuclear cells, PBMC). Wyka-
zano, ze poziom CXCL8 zardwno w surowicy®”, jak
i w hodowlach PMBC byt istotnie wyzszy u pacjentow
z SM bez leczenia niz u pacjentow leczonych interfero-
nem f i u zdrowych ochotnikow™”. Oceniajac ekspresje
CXCL1 (GROa) w mozgach chorych na SM, inna
grupa badaczy wykazata za pomocg immunohistoche-
mii (IHC), Ze chemokina ta jest produkowana przez
aktywne komorki mikrogleju zlokalizowane giownie na
obrzezach ognisk zapalnych“”. Badanie ptynu mozgo-
wo-rdzeniowego (PMR) chorych na SM wykazato wzrost

226 poziomu CCL3 (MIP-1a) w okresie nasilenia objawow

klinicznych, korelujacy ze wzrostem liczby komorek jed-
nojadrzastych w PMR. W opisywanej pracy obserwowa-
no podwyzszony poziom CCL3 takze w PMR pacjen-
tow z innymi chorobami neurologicznymi o podiozu
zapalnym, takimi jak choroba Behgeta, czy z zapaleniem
opon mozgowo-rdzeniowych®. Analiza mozgdéw pod
katem ekspresji chemokin CCL3, CCL4 (MIP-1p) oraz
CCL5 (RANTES) wykazata na poziomie RNA istotny
wzrost poziomu CCL4 i CCLS w mdzgach chorych na
SM. Szczegbtowa analiza za pomocg IHC ujawnita, ze
gtownym zrodlem CCLS w modzgach chorych na SM
byly reaktywne astrocyty, natomiast CCL3 i CCL4 lo-
kalizowano w obr¢bie makrofagdw znajdujacych si¢ w na-
ciekach okotonaczyniowych i parenchymie®’. W innej
pracy, w ktorej badano poziom chemokin w PMR pa-
cjentéw z SM, stwierdzono za pomocg techniki ELISA
podwyzszony poziom chemokin CCL5, CXCL9 (MIG)
oraz CXCL10 (IP-10) w okresie rzutu choroby.

Za pomoca metod immunohistochemicznych wykaza-
no obecnos¢ komorek CXCL10* o morfologii odpo-
wiadajgcej astrocytom otaczajgcym naczynia krwionos-
ne w OUN". W jednym z pierwszych doniesiefi na
temat poziomu chemokin CCL2 (MCP-1) i CXCL10
w PMR chorych na SM wykazano, ze u tych pacjentow
(ale réwniez i w grupach kontrolnych) poziom CCL2
w PMR byt istotnie wyzszy niz w analizowanej rowno-
legle surowicy krwi. Ponadto stwierdzono, ze poziom
CCL2 w PMR byt znaczaco nizszy u pacjentow z SM
w okresie rzutu niz u pacjentow w okresie stabilnych
objawow neurologicznych. W przypadku CXCL10 za-
obserwowano odwrotng prawidfowosé, tj. u chorych z po-
gorszeniem SM stwierdzano wigksze stezenia CXCL10
niz u chorych o stabilnych objawach neurologicznych.
Autorzy tej publikacji nie zaobserwowali wplywu lecze-
nia immunomodulujgcego (metyloprednizolon, inter-
feron B) na poziom badanych chemokin w PMR*.
Podwyzszone stezenia CXCL10 i CCL5 w PMR wyka-
zano rowniez w innej pracy za pomocg metody ELISA“?.
Analizowano réwniez poziom chemokin z grupy CC
w PMR i surowicy pobranej od chorych ze Swiezo zdia-
gnozowang postacig rzutowg MS oraz od pacjentow
z wirusowym zapaleniem opon mozgowo-rdzeniowych
(grupa kontrolna). Wykazano znamienny wzrost pozio-
mu CCL2 (MCP-1) w surowicy, a jednoczeSnie spadek
w PMR u chorych z RRMS w poréwnaniu do chorych
z schorzeniami neurologicznymi o podfozu niezapalnym
(non-inflammatory neurological diseases, NIND)*”. Inne
badania oceniajgce poziom CCL2 i CXCL10 réwniez
wykazaly znaczace obnizenie poziomu CCL2 i wzrost
CXCL10 w PMR od pacjentow z SM™, Powyzsze ob-
serwacje udato si¢ potwierdzic tej samej grupie badaczy
takze w pracy, w ktorej analizowano poziom chemokin
w PMR u chorych z rzutem SM i poréwnywano z cho-
rymi na SM w trakcie sterydoterapii (metyloprednizo-
lon). W pracy tej stwierdzono podwyzszone st¢zenie
CXCL10 w PMR w okresie rzutu choroby, a wzrost ten
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korelowat z liczbg leukocytow. Podobnie jak we wczes-
niejszych badaniach st¢zenie CCL2 w PMR byto obni-
zone. Wykonane kontrolne badanie PMR przeprowa-
dzone po 3 tygodniach wykazato, ze poziom CXCL10
nie ulegl wyraznej zmianie, natomiast poziom CCL2
znaczgco podniost si¢, zwtaszcza w grupie chorych,
ktorzy przyjmowali metyloprednizolon™. Inna grupa
badaczy analizujgca PMR chorych na SM oraz na na-
wracajace zapalenie nerwu wzrokowego (relapsing neu-
romyelitis optica, RNMO) wykazala, ze zarowno w gru-
pie chorych na SM, jak i na RNMO w PMR poziomy
CXCL10 oraz CCL17 (TARC) byly wyzsze niz w gru-
pie kontrolnej. Poziom CCL2 byt znamiennie nizszy
w PMR chorych na SM niz w grupie kontrolnej, czego
nie zaobserwowano w przypadku RNMO®”, W innych
badaniach ptynu mozgowo-rdzeniowego, a takze w suro-
wicy chorych na SM (postac z rzutami) udato si¢ potwier-
dzi¢ u tych chorych nizsze st¢zenia CCL2 w poréwna-
niu do pacjentdéw z innymi, niezapalnymi chorobami
neurologicznymi®”. W przypadku wirusowego zapalenia
opon mozgowych stwierdzany w PMR poziom CCL2
byt wyzszy zarowno w pordwnaniu do chorych na SM,
jak i chorych z grupy kontrolnej (niezapalne schorzenia
neurologiczne). Wykazano takze, ze u chorych z SM,
u ktorych w badaniu MRI stwierdzano obecnoS$¢ aktyw-
nych wzmacniajacych si¢ po podaniu gadoliny ognisk,
poziom CCL2 byt znaczaco nizszy niz u pozostatych
chorych na SM. Nie wykazano r6znic pomi¢dzy pozio-
mami CCL2 w surowicy chorych na SM, chorych na
wirusowe zapalenie opon oraz pacjentow kontrolnych“”.
Badanie z zastosowaniem techniki Western blotting na
obecnos¢ CX,CL1 (fraktalkina) w surowicy oraz PMR
pobranych od pacjentow z SM, pacjentdw z zapalnymi
oraz niezapalnymi chorobami oSrodkowego i obwodo-
wego uktadu nerwowego wykazato, ze poziom CX,CL1
w PMR byt podwyzszony we wszystkich zapalnych cho-
robach neurologicznych, w tym w SM. Poziom fraktal-
kiny w surowicy byt znamiennie podwyzszony u chorych
z SM. Jednak autorzy nie wykazali zwigzku pomiedzy
pleocytozag PMR lub innymi parametrami procesu za-
palnego (indeks IgG) a stezeniem CX,;CL1°". Inna gru-
pa prowadzgca badania nad ekspresjg CX;CL1 nie wy-
kazata jednoznacznie wzrostu ekspresji tej chemokiny
w mozgach chorych na SM w pordéwnaniu do grupy kon-
trolnej. Wykazano natomiast wzrost ekspresji CX,CL1
w hodowlach ludzkich astrocytéw poddanych stymula-
cji cytokinami pozapalnymi®”. W kolejnych pracach
analizujacych ekspresje chemokin w OUN za pomoca
immunohistochemii stwierdzono obecno$¢ komdrek
barwiacych si¢ w kierunku CCL2, CCL7 (MCP-3) oraz
CCL8 (MCP-2) w mozgach chorych na SM, podczas
gdy nie stwierdzano obecnosci komorek o podobnej im-
munoreaktywnosci w zdrowych mozgach kontrolnych.
W przypadku ostrych ognisk zapalnych dla wszystkich
badanych chemokin pozytywne barwienie obserwowa-
no gléwnie w obrebie ich centrdw, z wyraznym odgra-
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niczeniem istoty bialej o prawidiowym wygladzie (nor-
mal appearing white matter, NAWM). Zauwazalna byta
wyrazna przewaga w intensywnosci barwienia na korzys¢
CCL2 i CCL7. O ile w centrum ognisk obserwowano
barwienie obejmujace astrocyty i komorki zapalne, o tyle
na obrzezach ostrych plak oraz w obrebie przewlektych
ognisk zapalnych wsrdd pozytywnie barwigcych si¢ ko-
morek pozostawaly wylacznie astrocyty. W przypadku
CCL2 badacze potwierdzili rezultaty immunohisto-
chemii (IHC) za pomocg techniki in situ hybridisation
(ISH)®”. Inna praca z zastosowaniem technik IHC oraz
ISH potwierdzita obecnos¢ CCL2 w aktywnych ogni-
skach zapalnych w obrebie komorek odpowiadajacych
morfologicznie astrocytom oraz makrofagom. Prowa-
dzono rowniez badania majace na celu uzupetnienie
wiedzy o ekspresji chemokin CCLS (RANTES), CCL3
(MIP-1a) i CCL4 (MIP-1B) w mdzgach chorych na
SM. W przypadku CCLS5 stwierdzono obecnoS¢ bar-
wienia juz w obrebie NAWM - giownie obejmujgcego
naczynia krwionosne i srodbtonek, co przy braku bar-
wienia w kierunku innych chemokin moze sugerowac
zwigzek CCLS z tworzeniem nowych ognisk demielini-
zacji. Tkanka nerwowa od chorych na SM z niewielki-
mi oznakami zapalenia wykazywata podwyzszong eks-
presje CCL2, CCL4 i CCL5 zwigzang odpowiednio
z astrocytami, makrofagami i endotelium naczyi. Ak-
tywne ogniska zapalenia charakteryzowato z kolei pozy-
tywne barwienie przeciwciatami przeciwko CCL2 i CCL3
(barwigce astrocyty), CCL4 (zlokalizowane w obrebie
makrofagdw) oraz CCLS obecne na Srodbtonku na-
czyfi, komorkach zlokalizowanych wokot naczyn, jak
roéwniez na astrocytach. W otaczajacej ogniska istocie
bialej bez cech demielinizacji stwierdzano barwiace sie
w kierunku CCL2 astrocyty oraz komorki mikrogleju
pozytywne w kierunku CCLA4. Przewlekie i nieaktywne
plaki charakteryzowaly si¢ obecnoscig stabego barwienia
na CCLS (Srédbtonek) oraz CCL4 (Srodbtonek i ko-
morki mikrogleju)©?. Inne badania z zastosowaniem
IHC potwierdzity, ze w obrebie aktywnych i przewle-
klych ognisk zapalenia u chorych na SM hipertroficzne
astrocyty barwig si¢ w kierunku CCL2, aczkolwiek auto-
rzy nie zaobserwowali pozytywnego barwienia na CCL2
w obrebie makrofagdw"”. W badaniu ekspresji CXCL12
w mozgach chorych na SM zaobserwowano obecno$¢
tej chemokiny w obrebie astrocytow zlokalizowanych
w ogniskach zapalnych. Autorzy tego badania wykazali
rowniez, cho¢ w mniejszym stopniu, ekspresje chemo-
kiny CCL20 przez astrocyty w takich ogniskach®®. Inna
grupa badajgca ekspresje CXCL12 u chorych na SM
opublikowata dane, wedtug ktorych CXCL12 ulega eks-
presji w obrebie zardwno aktywnych, jak i nieaktywnych
ognisk zapalenia nie tylko na astrocytach, ale rowniez na
naczyniach krwionos$nych. Zaobserwowano zarazem
konstytutywng ekspresje CXCL12 w parenchymie i na-
czyniach krwiono$nych. W tej samej pracy zbadano eks-
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zwickszonej ekspresji w obrebie aktywnych ognisk demie-
linizacji (nie wykazano ekspresji w nieaktywnych plakach
ani u pacjentow bez schorzenf neurologicznych). Bada-
jac ekspresj¢ CXCL13 na poziomie biatka (IHC), za-
obserwowano obecno$¢ pozytywnych komorek w obre-
bie naciekdw okotonaczyniowych i parenchymy w obrebie
plak demielinizacyjnych. Badanie PMR wykazato wzrost
poziomu CXCL12 i CXCLI13 u chorych z SM, ale tyl-
ko CXCL13 korelowalo z obecnoscig limfocytow B, ko-
morek plazmatycznych i ze zwigkszong produkcjg IgG®”.
Poddano analizie rowniez poziom CXCL12 w PMR
tacznie z chemokinami CCL19 (MIP-3p) i CCL21 (sec-
ondary lymphoid chemokine, SLC). Zbadano PMR po-
brany od chorych na SM i chorych z pozagatkowym
zapaleniem n. wzrokowego (ON) z obecnymi prazkami
oligoklonalnymi (ON typu SM) i ON bez prazkdw oli-
goklonalnych, chorych ze schorzeniami neurologiczny-
mi o podiozu zapalnym (other inflammatory neurological
diseases, OIND) i NIND. Autorzy ci wykazali, ze u cho-
rych z grupy NIND w PMR stwierdzano obecno$¢
CXCL12 i CCL19, ale nie CCL21. Poziom CCLI19
i CCL21 byt podwyzszony w PMR u chorych z SM®¥,
OIND, ON typu SM, ale nie u chorych z ON bez praz-
kow oligoklonalnych. Wykazano stabg korelacje pomieg-
dzy poziomem CCL19 a liczbg komorek zapalnych
w PMR u chorych na SM. W przypadku CXCL12 pod-
wyzszony poziom tej chemokiny stwierdzono jedynie
u pacjentow z grupy OIND®”. Badania nad ekspresjq
CXCL10 i CXCL9 w m6zgu chorych na SM wykorzy-
stujgce techniki immunohistochemiczne, a potwierdzone
ISH wykazaty obecno$¢ pozytywnego barwienia w ob-
rebie aktywnych ognisk demielinizacji, obejmujgcego
komorki o morfologii makrofagdw oraz reaktywnych
astrocytow w otaczajacej parenchymie. Wykazano
w tej publikacji obecnos¢ stabego barwienia na CXCL9
i CXCL10 rowniez w grupie kontrolnej i NWAM®. In-
na grupa badaczy opisuje wyniki, w ktdrych w prepara-
tach OUN pobranych od pacjentow chorych na SM
komorki barwigce si¢ w kierunku CXCL10 odpowiadaty
morfologii astrocytow, podczas gdy w obrebie NAWM
i w mozgach kontrolnych barwienie tym przeciwcialem
bylo negatywne. Autorzy zaobserwowali rowniez obec-
nos$¢ komorek barwigcych si¢ w kierunku CCL3, a od-
powiadajacych morfologig makrofagom/mikroglejowi®.
Praca obejmujgca analiz¢ PMR chorych z SM pod katem
ekspresji CXCL9, CXCL10 i CCLS5 wykazata wzrost
poziomu ww. chemokin w okresie zaostrzenia objawow
klinicznych w poréwnaniu do grupy kontrolnej*’. W ba-
daniu przeprowadzonym na grupie chorych na SM
przyjmujacych przez okres 2 lat preparat interferonu 3
wykazano wzrost stezenia CCL2 w surowicy po 12 mie-
sigcach od wigczenia terapii, a efekt ten utrzymywat si¢
w badaniu kontrolnym po 2 latach®. Inne prace bada-
jace wplyw leczenia interferonem 3 na produkcj¢ chemo-
kin u pacjentow z SM wykazaly, ze u chorych leczonych
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go wzrostu wydzielania CXCL10, ktorego nie obser-
wowano u pacjentéw leczonych octanem glatirameru
(glatiramer acetate, GA). W innej pracy, w ktorej anali-
zowano wplyw podawania GA na poziom CCL2 i CCL5
w surowicy krwi, nie wykazano istotnych zmian w ste-
zeniach tych chemokin po uptywie roku leczenia®”. Ko-
lejna praca oceniajgca wplyw leczenia preparatem in-
terferonu na poziom chemokin wykazata nieznaczny
(réwniez przemijajacy) wzrost ekspresji CCL2 u chorych
leczonych preparatem IFN . Ta sama grupa badaczy
zbadata wycinki skory pobrane z okolicy wstrzyknie¢
interferonu 8 i pordwnata je z probkami pobranymi od
chorych przyjmujacych placebo. Stwierdzono wyrazny
wzrost poziomu CXCL10 i nieznaczny CCL2 w prob-
kach pobranych od chorych leczonych IFN . W prob-
kach tych stwierdzono réwniez obecnos$¢ okofona-
czyniowych naciekdw skiadajacych si¢ z makrofagow
i limfocytow T majacych na swojej powierzchni recep-
tor dla CXCL10, tj. CXCR3“.

RECEPTORY CHEMOKINOWE
W STWARDNIENIU ROZSIANYM

Badania immunohistochemiczne (w tym technika po-
dwadjnego barwienia) tkanki OUN na obecnos¢ recep-
torow CCR2, CCR3 1 CCRS wykazaty obecnos¢ stabego
barwienia ograniczajacego si¢ do komodrek mikrogleju
w grupie kontrolnej. U chorych z SM w obrebie prze-
wleklych aktywnych ognisk zapalenia stwierdzano ko-
morki barwiace sie w kierunku CCR2, CCR3 i CCRS,
ktore odpowiadaty morfologig makrofagom i mikrogle-
jowi. Stwierdzano rowniez liczne infiltrujace limfocy-
ty barwigce si¢ na CCRS i nieliczne barwigce si¢ na
CCR3. Stwierdzono, ze cz¢$¢ komorek barwigeych si¢ na
CCR3 i CCRS byto najprawdopodobniej astrocytami,
a szczegoblnie intensywne barwienie obejmowato wy-
pustki obejmujace naczynia®. W przypadku receptora
CXCR2 wykazano jego obecnos$¢ w mozgach pacjen-
tow z SM w obrebie komdrek odpowiadajacych akty-
wowanemu mikroglejowi i zlokalizowanych na obrze-
zach ognisk zapalenia“’. W PBMC wyizolowanych od
pacjentow z SM stwierdzono podwyzszony poziom eks-
presji receptorow CXCR1 i CXCR?2, ekspresja ta ulega-
ta dalszemu zwigkszeniu u chorych przyjmujacych do-
zylnie metyloprednizolon. U chorych z SM leczonych
mitoksantronem poziom ekspresji receptora CXCR2 byt
znamiennie nizszy® . Badania z zastosowaniem cyto-
metrii przeplywowej wykazaty, ze u chorych na SM sub-
populacja limfocytow T CDS8* posiada na swojej po-
wierzchni wigkszg ilos¢ receptorow CCRS i CXCR3
w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Stwierdzono row-
niez roznice pomiedzy iloscig komorek CD8* z recep-
torem CCRS w grupach pacjentdéw z postaciami prze-
wlektymi SM i przebiegajacg rzutami na korzySc tej
pierwszej. W badaniu tym wykazano takze dodatnia,
choc stabg korelacj¢ pomig¢dzy iloscig komorek CD8*
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CXCR3" a wzrostem objetoSci zmian w badaniu MRI
w obrazach T2-zaleznych®. Por6wnanie ekspresji po-
wierzchniowej CCRS na limfocytach T CD4*, limfocy-
tach B (CD19*) i monocytach/makrofagach (CD14*)
wyizolowanych z krwi obwodowej wykazato, ze w gru-
pie chorych na SM ekspresja ta jest znaczgco wyzsza
niz u zdrowych ochotnikdéw. W przypadku CXCR3 ob-
serwowano wieksza niz w grupie kontrolnej ekspresje
tego receptora na komodrkach CD14*“®. W innej pracy
oceniajgcej ekspresje receptordw chemokinowych na
PBMC Sorensen i wsp. stwierdzili, ze u chorych z posta-
cig wtdrnie postepujacg SM w pordwnaniu do pacjen-
tOW z postacig przebiegajacg rzutami zardGwno w czasie
pogorszenia, jak i remisji wystepuje wiecej limfocytow
T CCR2". Zaobserwowano rowniez, ze byly to komor-
ki wydzielajace cytokiny o profilu Th2. Liczba limfocy-
tow T CCRS* byta znaczaco nizsza we wtdrnie poste-
pujacej postaci SM (secondary progressive MS, SPMS)
niz w aktywnej fazie remitting-relapsing (RRMS)*. Ko-
lejne badania z zastosowaniem cytometrii przeplywo-
wej komorek wyizolowanych z PMR pacjentéw z cho-
robami neurologicznymi o podiozu zapalnym (w tym
SM) wykazaly, ze niezaleznie od rodzaju patologii OUN
na 90% monocytow CD14* stwierdza si¢ obecnos¢
CCR1, a 80% CCRS, co jest iloScig znamiennie wyzsza
niz w grupie kontrolnej. W pracy tej zaobserwowano
roéwniez, ze na wigkszosci badanych komorek receptory
CCRI i CCRS ulegajg koekspresji. Badania IHC z za-
stosowaniem barwien podwdjnych wykazaty, ze komor-
ki majace na swojej powierzchni receptory CCR1 i1 CCRS
gromadzily si¢ w przestrzeni okotonaczyniowej okolic
plak SM na poczatkowym etapie demielinizacji. Na-
stepnie w toku ewoluciji plaki obserwowano wzrost eks-
presji CCRS (w tym rowniez na osiadlych komdrkach
mikrogleju) oraz spadek ekspresji CCR17”. Inne bada-
nia tej samej grupy badawczej wykazaty, ze na limfocy-
tach T wyizolowanych z plynu moézgowo-rdzeniowego
niezaleznie od rodzaju zachodzacego w OUN procesu
patologicznego (zapalny, niedokrwienny) obserwuje si¢
podobny repertuar receptordw chemokinowych. W pracy
tej analizowano powierzchniowg ekspresje receptorow
i stwierdzono, ze na 90% limfocytow T wyizolowanych
7z PMR wystepuje CXCR3, na ponad 65% — CCRS, zas
na okoto 30% — CCR®. Tylko kilka komorek T CD3* po-
siadato na swojej powierzchni CCR1, CCR2 lub CCR3.
Stwierdzono, ze wszystkie komorki, ktore miaty na swo-
jej powierzchni CCRS produkowaty rowniez CXCR3.
W badanym ptynie mozgowo-rdzeniowym obserwowa-
no znamiennie wyzszy odsetek limfocytow T CXCR3*
i CCRS5* niz w krwi obwodowej, nie zaobserwowano
takiej roznicy w przypadku komorek z receptorem CCR6
na ich powierzchni. Akumulacja limfocytow CXCR3*
1 CCR5" w PMR byta obserwowana niezaleznie od roz-
poznania klinicznego (SM lub inne zapalne oraz nieza-
palne schorzenia OUN). Wykazano takze, ze mozliwg
przyczyna akumulacji komorek CCRS* w PMR moze

AKTUALN NEUROL 2007, 7 (4), p. 223-231

by¢ wicksza niz we krwi obwodowej liczba komorek T
CD4* CD45RO", ktorych liczba w stosunku do wszyst-
kich limfocytow T CD4* w PMR przekracza 90% i kto-
re w 50% przypadkdw majg na swojej powierzchni re-
ceptor CCR5V. Wickszg niz w grupie kontrolnej liczbe
limfocytow T CXCR3* w PMR w poréwnaniu do krwi
obwodowej wykazali w swoim badaniu Sorensen i wsp.
Autorzy ci ponadto za pomocg IHC wykazali obecnos¢
komorek CXCR3* odpowiadajgcych morfologia limfo-
cytom T w obrebie zapalnych ognisk z obecng demieli-
nizacja. Nie wykazano obecnosci komorek CXCR3*
w obrebie niezmienionej istoty bialej oraz w tkance kon-
trolnej. Badano takze obecnos¢ receptorow z grupy o
bedacych ligandami chemokiny CCLS (RANTES).
Stwierdzono obecno$¢ komorek CCRS*, odpowiadaja-
cych morfologicznie limfocytom T, makrofagom oraz
komorkom mikrogleju w obrebie ognisk zapalnych, oraz
komorek barwiacych sie w kierunku CCR1, odpowia-
dajacych matym limfocytom i monocytom zlokali-
zowanym glownie w przestrzeni okolonaczyniowej
w ogniskach zapalenia“?. Inne badania z zastosowa-
niem cytometrii przeplywowej wykazaly, ze u chorych
na SM z postacig RR wystepuje wigksza liczba limfocy-
tow T CXCR3*, a u chorych z postacig postepujaca
SM - wigksza liczba limfocytow T CXCR3*, CCRS5*.
W wykonanych badaniach immunohistochemicznych
potwierdzono obecnos¢ w obrebie ognisk zapalenia ko-
morek barwiacych sie w kierunku CCRS i w mniejszym
stopniu CXCR3“". Poréwnujac ekspresjec CCRS na po-
ziomie mRNA w PBMC wyizolowanych od chorych
z roznymi postaciami SM, wykazano, ze u chorych
z postacig PP w poréwnaniu do postaci SP i do grupy
kontrolnej wystepuje wicksza ekspresja tego receptora.
Aczkolwiek ekspresja powierzchniowa CCRS na komor-
kach CD4* analizowana z zastosowaniem cytometru
przeplywowego nie ujawnifa istotnych roznic pomiedzy
poszczegdlnymi typami SM™. Analiza zaleznoSci po-
miedzy ekspresja receptorow CXCR3 i CCRS a nasile-
niem objawow klinicznych SM wykazata, ze u pacjen-
tow z rzutem choroby dochodzi do wzrostu ekspresji
CXCR3 na limfocytach T CD4" izolowanych z krwi
obwodowej, a poprawa kliniczna byta zwigzana z po-
wrotem ekspresji do poziomu wyjsciowego. Co cieka-
we, wykazano rdwniez zwigzany z rzutem choroby spa-
dek ekspresji CCRS na limfocytach T CD4* ™.
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