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PREFATA

in intenfia de a facilita cunoagterca de noi informapii privind descoperirea unor
molecule cu rol important in chemtaxisul celular in condifii normale §i in procese intlamatorii,
in lucrarea de fatd am sintetizat numeroase aspecte ce vizeazd chemokinele CC (beta). Astfel,
chemokinele MIP (Macrophage Inflammatory Protein) sunt molecule mici (8kD), care
activeazd monocitele avind, de asemenea, o marcatd influentd asupra osteoblastelor,
neutrofilelor si limfocitelor T. Chemoatractia este posibila datoritd prezentei unor receptori de
pe suprafafa acestor celulele, receptori asupra cdrora actioneazid chemokinele ce manifesta
astfel chemotactism.

Din aceastd familie de¢ chemokine beta (CC), pe langd MIP face parte i chemokina
RANTES (Regulated on Activation Normal T cell Expressed and Secreted ), frecvent intalnita
in fesuturile inflamate ale cailor respiratorii (astm, fibrozi chistica, alergie la polen), in
cheratinocitele psoriazice unde atrage eozinofilele, limfocitele T §i monocitele.

O altd chemokind beta este eotaxin, care degi specificd pentru eozinofile este
chemoatractantd §i pentru alte tipuri celulare. Lezarea mucoasei bronhice in astm induce
sinteza de eotaxin ceea ce atrage infiltrarea eozinofilelor, proces mediat de CCR3. La locul
inflamatiei, leucocitele pot penetra prin schimbarea formei, ceea ce presupune rearanjarea
citoscheletului lor. Acesta este un proces dinamic care duce la polarizarea celulelor, aspect
esenfial pentru migrarea acestora din microcirculajie, la locurile inflamate. Eozinofilia este
influentatd de molecule cum sunt selectinele, ICAM-1, VCAM-1 si VLA, implicate in
migrarea leucocitelor. »

Chemokinele CC si indeosebi receptorii lor (CCR) intervin si in infectiile virale.
Interesant este faptul ca acesti receptori sunt, in acelagi timp, coreceptori cu CD4 in cazul
infectiei cu HIV pe care astfel o pot bloca.

Din aceeasi subfamilie cu eotaxin fac parte gi chemokinele MCP-1, -2, -3, -4 care sunt
induse de reglatori precum IL-1beta, TNF-alpha, IFN-gamma gi LPS ce intervin diferit pentu
fiecare chemokind pe care o regleazi. Asa numitele citokine proinflamatorii stau la baza
stimuldrii sintezei chemokinelor, care la rdndul lor vor declanga chemotaxisul diferitelor tipuri
celulare implicate in aparare.

in limitele datelor existente, lucrarea informeazi asupra structurii moleculelor de
chemokine, asupra genei codificante gi asupra receptorilor corespunzitori.

Existd numeroase tipuri celulare care defin capacitatea de a sintetiza chemokine, astfel
incat acestea devin detectabile in fesuturile afectate de alergii, infectii (bacteriene, virale,
fungice) sau de parazitoze.

Majoritatea datelor prezentate in lucrare vizeazi afectarea mucoasei bronhice
§i epitelivlui respirator pulmonar, dar nu mai putin interesante sunt §i datele care
releva faptul ca si celulele tumorale pot sintetiza chemokine atractante pentru populatiile
celulare implicate in apdrare.

AUTORII
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CHEMOKINELE MIP

(Macrophage Inflammatory Protein)

Chemokinele CC MIP activeazd principalmante monocitele umane.
MIP-1alpha este o proteind de 8kD elaboratd de diferite tipuri celulare precum
macofagele, celulele endoteliale, limfocitele si osteoblastele. De fapt,
chemokina este prezentd 1n diverse tesuturi in care se exprimi citokinele
proinflamatorii, ea atrigind astfel diferite celule. Joacid un rol important in
hematopoiezi limitdnd partial diferenfierea timpurie a seriilor celulare din
maduva osoasa.

S-a demonstrat cd IL-lbeta si/sau TNF-alpha stimuleazi celulele
osteoblast-like umane, care produc rapid mRNA MIP-1 alpha si cantitéfi
importante de proteind. Se sugereazi ci aceste celule produc MIP-1 alpha si in
vivo pentru a sustine hematopoieza in ariile medulare in care osteoblastele si
celulele hematopoietice sunt intim asociate (1).

Macrofagele medulare murine tratate cu GM-CSF si IL-3 exprima nivele
inalte de MIP-1 alpha si alte chemokine si receptorii lor. Dupa tratamentul cu
GM-CSF, macrofagele arata o crestere marcatd a nivelelor mRNA MIP-1 alpha
si de proteind, crestere similarad indusi si de IL-3. Ambele citokine produc, de
asemenea, §i cresterea cantitéfilor de MIP-1 beta, MCP-1 si MCP-3.

GM-CSF stimuleazi si sinteza receptorului CCRI1, dar nu a CCRS. La
suprafata celulelor medulare tratate cu GM-CSF se constatd cresterea numaérului
receptorilor CCR1. Se sugereazd ideea cé cele doud citokine (GM-CSF si IL-3)
pot fi implicate In mecanismele care regleazd nivelele expresiei proteinei
MIP-1 alpha si a receptorilor sdi (2). TNF-alpha, o citokind stimulatoare a
multor chemokine, influenfeaza atdt proteina MIP-1 alpha cat si proteina
receptorului MIP-1 alpha subtipul CCRS5 (3).

Adeziunea progenitorilor hematopoietici la fibronectind via activirii
integrinelor alpha-4 beta-1 si alpha-5 beta-1 este superior reglati de factori de
crestere cum sunt SCF, GM-CSF si trombopoietina. MIP-1 alpha moduleaza
fenotipul de adeziune a progenitorilor, care insd, provenind din diferite surse
sau aviand diferite stadii de evolutie si afinitd{i pentru integrine expresia
receptorului sdu (R-MIP-1) afecteaza diferit migrarea celulelor (4).
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MIP-1 alpha de la yobolan este o chemokina puternic atractanta pentru
neutrofile atat in vivo cdt gi in vitro la concentratia de 3x10(-8) moli; la
concentrajie mai scdzurd are potenfd mai redusd decat CINC-1 (Cytokine-
Induced Neutrophil Chemoatractant-1). Stimularea neutrofilelor cu MIP-1 alpha
induce,in funciie de doza, cresterea tranzitorie a calciului liber intracelular. Se
sugereaza ca la sobolan, MIP-1 alpha laolaltd cu CINC joaca un rol important in
infiltrarea neutrofilelor la locul inflamatiei fiind chemoatractante pentru
neutrotile (5).

MIP-1 alpha atrage in vitro monocite i limfocite T exprimandu-se la
locul inflamat. Biopsiile prelevate de la subiectii cérora li s-a injectat i.d. doze
de péna la 1.000pm de MIP-1 alpha la doud, 10 si 24 ore, aratd activarea
celulelor endoteliale exprimatd prin selectina E. Ca si in vitro, infiltrarea
monocitelor si limfocitelor, mai putin a eozinofilelor, atinge un maximun la
10 si respectiv 24 ore.

In contrast cu absenta activarii in vitro a neutrofilelor, in vivo are loc o
rapida infiltrare (sub 2o0ua ore), precedednd aparifia celorlalte tipuri celulare i
atingdnd maximum la 10 ore. Neutrofilele din singele integral, dar nu cele
izolate, exprimd pe suprafafa lor CCRI; se crede cid acest receptor este
functional numai dupd reglarea neutrofilelor CD11b ulterioard stimularii
séngelui integral cu MIP-1 alpha.

In concluzie, efectele biologice ale MIP-1 alpha asupra monocitelor gi
limfocitelor T se exprima gi pe neutrofile In procesele de inducere a infiltrarii
lor tisulare si in activarea celulelor endoteliale, procese necesare evaluirii in
vivo a chemokinelor umane (6).

Ipoteza cd actiunea peroxinitritului format in urma reactiei dintre oxidul
nitric §i superoxid, poate regla functia citokinelor in timpul inflamatiei este
testata prin raspunsul chemotaxic al neutrofilelor si monocitelor la MIP-1 alpha.
Tratarea cu peroxinitrit reduce cuplarea chemokinei la aceste doud tipuri
celulare detectdndu-se in acelasi timp si nitrotirozina, date congruente cu
nitrararea tirozinei de catre peroxinitrit urmatd de inhibarea ulterioara a cuplarii
MIP-1 alpha la aceste celule (7).

Sindromul hemofagocitic (HPS) este determinat de activarea sistemica a
macrofagelor stimulate si fagociteze. Chemokinele au rol important in
recrutarea in {esuturi a celulelor inflamatorii: Astfel, in limfomul periferic cu
celule T, in limfomul nazal T/NK, in cel subtegumentar asemanétor paniculitei
§i in infectia cronica cu EBV, MIP-1 alpha si [FN-gamma se exprimé la nivele
inalte comparativ cu {esuturile de control, in timp ce factorul chemoatractant
derivat din macrofage nu se exprima..

MIP-1 alpha poate promota chemotaxisul macrofagelor, iar IFN-gamma,
activarea  acestora.  Deci,  exprimindu-se in  fesuturile afectate de 1IPS
chemokina MIP-1 alpha are un rol important (8).
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in patogeneza bolii Alzheiner ce presupune procese  intlamatorii,
microglia si astrocitele exprima amplificat receptorii chemokinelor beta CCR3
si CCR5. Se apreciaza ca nivelul crescut al acestor receptori vizeaza liganzii
MIP-1 beta, MIP-1 alpha, RANTES, eotaxin 3i MCP-3, cu menjiunea ca MIP-1
beta este predominanta in populagia de astrocite reactive. Detectarea
receptorilor chemokinelor beta i ai liganzilor lor pe microglie, astrocite
reactive si neuroni, sugercaza rolul acestui sistem in interelajiile nevroglie-
nevroglie si nevroglie-neuroni, care evident, intluenjeaza progresia bolii
Alzheimer (9).

S-au analizat in cazul demielinizidrii experimentale la gobolani,
chemokinele 1P-10, MIP-1 alpha, MCP-1 si RANTES, dar si limfocitele T
reactive, proteina bazicd a mielinei, astrocitele i microglia. Analizele
cantitative releva ca astrocitele activate care reprezintd nevroglia dominanta in
sistemul nervos central au nivele 1nalte de transcripjie in comparatie cu
transcriptele citokinelor proinflamatorii majore TNF-alpha si IFN-gamina (10).

HTLV-1 codificd proteina tax de 40kD, importantd in imortalizarea
limfocitelor T. MIP-1 alpha, este selectiv exprimata si secretata in linia Jurkat
transtectatd cu tax, dupa stimularea cu mitogeni. Expresia mRNA MIP-]
alpha-R in aceste celule supreseaza rolul autocrin al chemokinei in limfocitele T
infectate cu HTLV-1. Expresia si secrefia indusda de MIP-1 alpha in celulele
Jurkat transfectate cu Tax si stimulate cu PMA/PHA se coreleazd cu
noninductia factorului de transcriere MNP-1 care este profund implicat in
scaderea modulérii genei MIP-1 alpha (11).

CCRS este un co-receptor major pentru HIV-1; el cupleaza MIP-1 alpha,
MIP-1 beta si RANTES care sunt potenti inhibitori ai replicarii HIV
intervenind important in patofiziologia SIDA (12).

Maimutelor Cynomolgus macaques li s-a inoculat i.v. izolat patogen de
clond moleculard SIV mac 251 sau SIV mac 251 atenuat deletat de nef,
stabilindu-se astfel doud grupe de animale la care productia spontand de MIP-1
alpha, MIP-1 beta i RANTES s-a méasurat cu ELISA: grupul infectat cu clona
SIV-nef deletat care arati o semnificativa reducere cantitativd a virusului si o
acumulare mai scazuta de limfocite in pldméni, comparativ cu grupul infectat cu
izolatul SIV mac 251. Comparativ, cu nivelele preinfectioase s-a constatat in
cele doua grupe de animale, la varful viremiei, o crestere a nivelului RANTES,
MIP-1 alpha, MIP-1 beta. La grupul care a primit virus atenuat s-a constatat o
amplificare a productiei de MIP-1 alnha (13).

Printre chemokinele secretate de celulele gliale activate, chemokine care au
rol dominant in aparifia raspunsului inflamator al sistemului nervos central sunt si
MIP-2 si MCP-1. Experimentele clectuate pe celulele C6 tratate cu TAU-CI
(taurine monocloramine) aratd ¢ in primele 4 ore apare inhibifia productiei de
MRNA al celor douii chemokine, printr-un mecanism post-trascriptional (14).
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Adaugata la culturi de PBMC activate cu LPS sau PMA, MIP-3 induce,
in funcjie de doza, amplificarea semnificativi a productiei de IL-10, efect
absent cand in cazul adausului de MCP-1, RANTES, MIP-1 alpha, MIP-1 beta
(chemokine CC) sau liganzi de hCC7.

Amplificarea productiei de IL-10 de catre MIP-3 beta se coreleazad cu
inhibarea productiei de cédtre monocite a IL-12, p40 si TNF-alpha, dar si cu
afectarea productiei de catre limfocitele T a [FN-gamma.

Abilitatea MCP-3 beta de a creste producfia de IL-10 se coreleaza, de
asemenea, cu expresia mRNA CCR7 si cu stimularea mobilizarii calciului
intracelular atdt in monocite cét i in limfocitele T. Se sugereazd cad aceastad
chemokind actioneaza direct pe mononuclearele umane (monocite gi limfocite
T) si cé este unicd printre liganzii ce cupleazd la R-CC, datorita abilitigii ei de a
modula activitatea inflamatorie via productiei amplificate de citokina
anti-inflamatorie IL-10 (15).
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Chemokina RANTES

(Regulated on Activation Normal T cell Expressed and Secreted)

Chemokina RANTES este chemoatractanti pentru eozinofile, limfocite
(fenotipul cu memorie) si pentru monocite. Este un polipeptid de 60 reziduuri
de aminoacizi, fiind membru al subfamiliei chemokinelor beta. RANTES
sintetizat, cu puritate stabild nu este diferit de RANTES uman recombinant, din
punct de vedere imunochimic §i functional. Rantes §i analogii séi- Rantes
(3-68)- s-au folosit ca substrat in studiul procesérii mediate de dipeptidil-
peptidaza IV (CD26), urmérindu-se efectul lor asupra receptorilor (1).

in contrast cu RANTES natural intact (1-68.) care este chemoatractant
pentru monocite la 10 ng/ml, RANTES (3-68) trunchiat CD26/DPP IV este
inactiv la 300 ng/ml actionind ca un inhibitor chemotactic natural, comparativ
cu RANTES intact. Numai o concentratie de 10 ori mai mare de RANTES 3-68)
induce un raspuns semnificativ al Ca®" Cu toate acestea, RANTES (3-68)
inhibé infectarea mononuclearelor cu o specie HIV-1 (Macrofag-tropicd), de 5
ori mai eficient decdt RANTES intact. Astfel, procesarea proteolitici a
chemokinei pe CD26/DPP IV poate constitui un mecanism reglator important
in tipul de rdspuns anti-inflamator gi anti-viral (2).

Receptorii CC

Cum s-a mentionat, chemokinele joacd un rol limportant in atragerea
granulocitelor la locurile inflamate. fn timp ce chemokinele din subfamilia
alpha (CxC) cum este gi IL-8 atrag preferential neutrofilele, cele din subfamilia
beta (CC) cum sunt RANTES si eotaxin, atrag preferential eozinofilele. IL-8
induce chemotaxisul eozinofilelor chiar si dupd prelucrarea prealabild cu
citokinele Thl i Th2-like. In contrast cu neutrofilele, eozinofilele si
limfocitele, nu exprimd mRNA CxCRI si CxCR2, ceea ce stopeazd in vivo
influxul lor cétre locurile inflamatorii alergice (3). Chemokinele contribuie
astfel la recrutarea selectiva a celulelor.

14
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Chemokinele provenite din macrotage induc chemotaxisul celulelor
dendritice, al monocitelor si al celulelor NK, cupland exclusiv la CCR4 si
niciodati la CCR1,2,3,5,6,7. Eozinotilele nu exprimd mRNA CCR4 fiind atrase
in consecinfd, de chemokinele CC ale macrofagelor, prin alti receptori (4).

Concentratii inalte de RANTES cresc infectiozitatea izolatelor HIV-1
care folosesc pentru intarea lor in celuld, chemokinele CxC. Totusi, RANTES
are efecte amplificatorii similare asupra virusului macrofagotropic care intrd in
celuld via CCR5. Chemokina amplificd infectiozitatea HIV-1 pseudotipat cu
anvelopa glicoproteica a virusului leucemiei murine sau a virusului stomatitei
veziculare, sugerdnd cd mecanismul amplificdrii este independent de rata
fuziunii virus-celuld. Modificarea derivatului aminooxipentan RANTES-(AoP-
Rantes) in N-terminal, inhiba eficienta infectiei cu HIV-1 via CCRS (5).

CCRS si CCR3, receptori ai chemokinelor CC, sunt coreceptori de
fuziune pentru intrarea HIV-1 in macrofage. Reglarea expresiei lor influenteazi
infectia cu HIV; astfel, IFN-gamma, citokind cu efect bidirectional pentru
infectia cu HIV a macrofagelor, suprarregleazd semnificativ expresia de
suprafatd a celor doi receptori in fagocitele mononucleare umane izolate din
sangele cordonului ombilical si din sdngele periferic al adultului.

Monocitele tratate cu IFN-gamma manifestd chemotaxis crescut la
liganzii pentru CCRS, MIP-lalpha si MIP-1beta, confirmand relevanta
functionald a expresiei CCRS indusd de IFN-gamma. Totusi, IFN-gamma
supreseazi intrarea HIV in macrofage, deoarece inhiba expresia de suprafafi a
CD4-receptor major pentru HIV-, ceea ce poate explica efectul supresiei
exercitatd de IFN-gamma asupra intrarii HIV In macrofage, in ciuda efectului
siu asupra expresiei CCR5 si CCR3 ai acestor celule. In plus, secretia de citre
fagocitele mononucleare de chemokine CC (RANTES, MIP-1alpha gi MIP-1
beta) indusd de IFN-gamma supreseazi, de asemenea, intrarea HIV in
macrofage (6). Olbrich . si colab. (7) aratd cd CCRS mediazi i activitatea
limfocitelor T si macrofagelor via chemokinele CC, fiind in acelasi timp,
coreceptor major pentru tulpina HIV-1 macrofag-tropica.

Liganzii RANTES naturali pentru CCR5 ( MIP-1alpha gi MIP-1beta ) si
modificirile NH2-terminal al RANTES (Met-RANTES, AOP-RANTES) diferd
semnificativ in abilitatea de a induce sechestrarea CCRS de la suprafata
celulelor.Aceste observatii pot conta pentru diferentele existente intre aceste
molecule privind inhibarea infectiozititii in vitro.

Mecanismele reglatoare timpurii inifiate de cuplarea ligandului la CCRS5
sunt implicate in endocitoza receptorului; de aici, o eventuald noud strategie

terapeuticd pentru prevenirea infecfiei cu HIV (7).
Inocularea i.v. a 4 exemplare de Macacus cynomologus cu SIVmac251

induce amplificarea expresieci mRNA CCRI/CCRS in tesuturile animalelor.
Expresia mRNA CCRS si RANTES este privitdi in contextul rispunsului
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inflamator $i imun la infecfia cu acest virus. S-a demonstrat cd CCR1 care este
receptor pentru RANTES nu este coreceptor pentru infectarea cu SIV/HIV (8).

Expresia variatelor chemokine si receptorilor lor este crescuta 1n creierul
afectat de encetalita HIV, particular in ariile de reactie microgliald unde se
formeazi noduli microgliali. Pe de alté parte, prezenta chemokinelor pe neuroni
presupune implicarea acestora in patogeneza neurologica a pacientilor cu SIDA.
Astfel, CCRS5-1eceptorul chemokinelor CC- a fost detectat numai pe
macrofage/microglie, iar CCR3 si CCR1 pe macrofage si pe celulele
endoteliale. Studiile in vitro demonstreazi prezenta CCR3, CCRS si CCR4 pe
neuronii §i microglia creierului uman infectat cu HIV (9).

Tratate cu IFN-gamma, PMN migreaza cétre chemokinele CC, expriméand
locuri specifice de cuplare pentru RANTES, MCP-3, MIP-1alpha, MIP-5/HCC2
si eotaxin. Anticorpul monoclonal 7B11 anti-CCR3 inhibd raspunsul
chemotaxic al acestor celule la eotaxin, iar aminooxipentan-RANTES, le
blocheazd migrarea spre RANTES. Se sugereazd ci selectivitatea unor
chemokine pentru celulele tintd poate fi alteratd de citokine produse intr-un
context inflamator. De aceea, PMN pot juca un rol in orientarea imunologicé a
raspunsului Thl, cat si In reorientarea semnificativa a functiei citokinelor
efector Th2 (10).

Activarea chemokinei RANTES

Activarea transcriptionald a hRANTES stimulatd de LPS este dependenta
de elemente reponsive specifice, AP-1 si NF-kB care , la rdndul lor, sunt reglate
de c-jun, JNK (N-terminal kinaza) si respectiv, de NF-kB kinazé. S-au analizat
macrofagele care reprezinta “tinte” ale poluantilor mediului, deoarece intervin
in inflamarea alergicd prin inductia, de céatre I.LPS si quinone redox-active, a
niRNA RANTES.

Activarea transcriptionald a locului TRE (Tetradecanoyl phorbol acetate
Response Element) este mediati de activarea transcriptionald a c-jun de cétre
JNK. O mutantd c-jun céreia 1i lipseste domeniul actividrii transcriptionale,
interferd cu activarea promotorului RANTES. Similar, NF-kB kinaza inactivi,
interferd cu activitatea acestui promotor. Activarea acestora ar putea fi blocati
de kinazele aval de kinaze-inactive I kappa B (inhibitor al NF-kB) si numai
LPS par s fie I kappa alpha inductibil. Quinona redox-activi are efect subtil pe
promotorul hRANTES si induce expresia mRNA in paralel cu complexele care
genereazi NF-kB (11).

S-a urmérit daca factorul de transcriere NF-kB este activat in celulele
epiteliului pigmentar al retinei umane (hRPE) ca rispuns la IL-lbeta.
TNF-alpha sau IFN-gamma, singure sau combinate si daci expresia genelor pro
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inflamatorii induse de aceste citokine, poate fi blocata de inhibitorul proteosom
MG-132 care inhibd degradarea 1 kappa B prevenind astfel translocarea
nucleard a NF-kB..

Singure, TNF-alpha si IL-1beta, dar nu IFNgamma, determini degradarea
lui i-kB, translocarea nucleard a Rel-A si activitatea crescutd de cuplare a
NF-kB DNA, efecte blocate prin pretratarea cu MG-132. Acesta represeazi
expresia mRNA MGSA/GROalpha, RANTES, MCP-1, IL-1beta, M-CSF si
ICAM-1, dar si secretia proteinelor RANTES, MCP-1, M-CSF si ICAM-1 la
suprafata celulelor, secretie indusd de IL-1beta §i TNF. Deci, ultimele doua
citokine induc 1n celulele hRPE, pe o cale de transductie a semnalelor
dependentd de NF-kB, expresia citokinelor pro inflamatorii efect blocat de
MG-132, care previne astfel degradarea I-kB..

Inhibarea NF-kB poate fi o strategie pentru tratarea vitroretinopatiilor
proliferative si afectiunilor oculare initiate si perpetuate prin activarea
citokinelor (12).

Rezolutia inflamatiei acute este incomplet elucidatd, necesitand probabil,
eliminarea celulelor inflamatorii si productia de citokine inflamatorii. In cazul
celulelor inflamatorii produse de méiduva osoasid hematogend (granulocite,
monocite), scurtarea duratei vietii acestora ar contribui atét la eliminarea lor
cit si a citokinelor pe care le elaboreaza. In contrast cu acestea, celulele
-permanent rezidente in maéaduva, asa cum sunt fibroblastele, reclamd alte
mecanisme pentru stoparea productiei de chemokine generate ca raspuns la
fintele inflamatorii printre care gi LPS. |

Rel-B este un reglator important al expresiei chemokinelor in fibroblaste
avind un rol cheie in rezolutia inflamatiei acute. Totusi, fibroblastele
Rel-B-/- stimulate, induc dramatic chemokinele RANTES, MIP-lalpha,
MIP-1beta, MIP2, IP-10, JE/MCP-1 si KC/CINC. Superexpresia persistentd a
acestora se coicleazi cu cresterea cuplarii NF-kB si cu expresiei pS0, p65/Rel-A
si ik-B alpha

Transfectia cDNA Rel-B in fibroblastele deficiente in Rel-B reverseaza
superexpresia chemokinei indusi de LPS. In vivo, fibroblastele Rel-B-/-
activate cresc dramatic necesarul de granulocite in tesuturi. Rel-B intervine in
rezolutia inflamatiei acute a tesuturilor, find necesar in inifierea réspunsurilor
imune prin diferentirea celulelor prezentatoare de antigen. Astfel, el poate fi
important in reglarea tranzitiei catre imunitatea adaptativa (13).

RANTES este o chemokind importantd in generarea infiltratului
inflamator si intrarii HIV-1 in celulele sistemului imunitar, dar se exprima
numai la 3-5 zile dupi activarea limfocitelor T. in plus, s-a descoperit un factor
de transcriere T “tarziu” -RF-LAT-1- (Rantes Factor Late Activated T)
fosforilat la zinc finger, factor care se exprimi in limfocitele T dupi 3 zile de
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activare, coincizdnd cu expresia RANTES. In timp ce proteina Rel joaci un rol
dominant in expresia genei RANTES in fibroblaste, RF-LAT-1 este un puternic
transactivator pentru RANTES in celulele T (14).

RANTES si virusurile

Chemokinele CC produse de limfocite sunt considerate factori supresori
ai HIV-1. Astfel, s-a constatat cd limfocitele T citotoxice (CTL) CD8+ sau
mononuclearele singelui periferic al subiectilor infectati cu HIV-1 prezintd
nivele crescute de RANTES. Activitatea citoliticd se exprima si dupa adausul de
chemokinid. Chemokinele MCP-3, MCP-4 si eotaxinul actioneazi similar cu
RANTES, in timp ce MIP-lalpha, MIP-1beta, MCP-1 si factorul derivat din
celulele stromale sunt inactive, sugerand interventia receptorului eotaxin CCR3
si excluzand implicarea receptorilor CCR1, CCR2, CCRS5 si CxCR4.

Activitatea CTL abrogatd de un anticorp care blocheazd CCR3 aratd ci
lizarea specificd se realizeazd prin acest receptor. Este astfel relevat un
mecanism care induce citotoxicitatea specificd HIV, dependent de activitatea
RANTES via CCR3 (15).

O forma naturald de RANTES uman lipsit de dou#i reziduuri N-terminal
de aminoacizi, a fost izolata din celulele sarcomatoase stimulate, din fibroblaste
si din leucocite. RANTES S (3-68) reduce de 10 ori mai mult potentialul
chemotactic pentru monocite §i eozinofile. in celulele transfectate cu CCRS,
coreceptor major pentru speciile de HIV cu tropism pentru macrofage,
RANTES (3-68) este ineficient asupra transfectiei CCR1 si CCR3.
Chemotaxisul monocitelor este inhibat de RANTES (3-68) care inhiba
RANTES (1-68), MIP-1alpha sau MCP-3, dar chemotaxisul indus de MCP-1
sau MCP-2 nu este inhibat. Asfel, o modificare minoré post-translationald are
un impact remarcabil asupra activitdtii biologice a lui RANTES. De asemenea,
o stare patofiziologicé care induce schimbari in cantitatea de RANTES intact
sau trunchiat, poate afecta rezultatui inflamatiei sau infectiei cu HIV (16).

Toate izolatele HIV pot creste ugor in limfocitele T primare CD4+ si se
disting prin abilitatea de a se replica in macrofage si in liniile de celule T
stabilizate. Macrofagele virus-tropice, in general nu induc sincifi in culturi
celulare, in timp ce limfocitele T virus-tropice induc. Infectia limfocitelor T
CD4+ cu virusul care nu induce sincitii (NSI) sau induce sincitii (SI) are efect
diferit asupra productiei de chemokine beta si IFN-gamma. Infectia cu virusul
NSI creste productia de MIP-1alpha, MIP-1beta si IFN-gamma, pe cind cea cu
virus SI nu are efect sau chiar scade productia acestora. In schimb, productia de
RANTES este usor crescutd in ambele cazuri. Acest efect diferit al celor doua
variante se evidentiazi la nivelul mRNA al chemokinelor beta, ca si la nivelul
expresiei proteinei. Infectarea cu NSI creste proliferarea celulelor T CD4+ (17).
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Intr-un model experimental de infectare a endoteliului cu CMV
(citomegalovirus) apar stimuli inflamatori, printre care si RANTES care se
cupleazi la suprafata celulei endoteliale stimuldnd influxul de calciu in etapa
tarzie a infectiei. La 96 ore post-infectie, celulele infectate exprimd mRNA
receptorului chemokinei CC codificat CMV-US28, dar nu exprimd mRNA altor
receptori, cum sunt cei care leagi RANTES (CCR1, CCR4, CCRS5). Prin
expresia receptorului US28, CMV poate utiliza proteina G rezidenta in celulele
infectate (18).

Vectorii amplicon HSV (Herpes Simplex Virus) exprimd chemokina
RANTES (HSV-RANTES) si ligandul B7,1 costimulator al limfocitelor
T (HSV-B7,1). Inocularea in tumorile EL4 a celui din urmi3, numai a
HSV-RANTES sau combinatiei acestora, duce la completa regresie a tumorilor
implantate gi/sau injectate, in timp ce tumorile de control sau cele infectate cu
HSV care exprima beta-galactozidaza, nu regreseaza (19).

In vederea analizei capacitatii mediatorilor imunologici stimulati si
nestimulafi, s-au studiar linii de celule epiteliale vaginale, de ecto-si endocol
uterin imortalizate cu HPV16/E6, E7. Astfel, celulele endocolului exprima
caracterul epitelial columnar simplu iar cele ale exocolului §i vaginale exprima
caracterul epiteliului scvamos stratificat necheratinizat. in absenta stimularii,
toate 3 liniile produc in mod constant M-CSF, TGF-beta-1, IL-8, PGE2,
leucoproteinazd  secretorie  inhibitoare §i  receptori polimerici  ai
imunoglobulinelor. Linia celulelor endocolului produce citokinele
limfoproteinice IL-6, IL-7 si nivele detectabile apreciabile de chemokina
RANTES.

Stimularea cu citokinele exogene IFN-gamma si TNF-alpha induce sau
hiperregleazd semnificativ expresia in toate 3 liniile a IL-6, IL-8, RANTES,
M-CSF, antigeni MHC clasa II , iar pe membrana, expresia ICAM-1. Reiese ca
celulele epiteliale ale tractului genital inferior feminin participd la functiile
imunologice care variazi in diferitele segmente ale acestuia i, de asemenea, ci
activitatea lor este reglati de citokine pro inflamatorii (20).

in coriomeningita limfocitica, infectie fatald a sistemului nervos central
provocati la goareci, la nivelul creierului se constatd in ziua a 3-a, expresia
genelor chemokinelor IP-10, RANTES, MCP-1, MIP-lbeta si MCP-3. in
aceastd afectiune sunt profund influenfate fenotipul caracteristic §i rispunsul
leucocitelor in creier contribuind la imunopatogeneza ei (21).

Productia atat localizatd cét si sistemici de citokine in celulele infectate
cu virus, joacd un rol important in patogenitate si in activarea factorilor reglatori
ai IFN (IRF) care este un mediator critic al transcrierii genelor citokinelor.
Produsul genei IRF-3, de 55kD este un reglator transcriptional direct al activirii
IFN-alpha si IFN-beta (IFN tip 1), in rispunsul la infectia virald. Infectia induce
fosforilarea IRF-3 pe reziduurile de serind specific C-terminal, permitand
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translocatia din citoplasma in nucleu a IRF-3, activarea cuplarii la DNA,
transactivarea potentiala si asocierea cu coactivatorul CBP/p300.

Transcrierea genei RANTES endogene umane este indusid direci in
celulele care exprima tetraciclin-inducible IRF-3 (5D) sau in cele infectate cu
paramixovirus. Mutanta IRF-3 dominant negativd inhibd expresia proteinei
RANTES induséd de virus. Mutageneze specifice pe situri ISRE-like localizate
intre nucleotidele —123 si —96 in promotorul RANTES reduc activarea
dependentd de IRE-3 indusa de virus (22).

Chemokinele si celulele gliale

Microgliile- macrofage rezidente in sistemul nervos central- sunt celule
primare care rdaspund la injuria creierului (inflamatii, scleroze, traume).
Chemokinele sunt potentiali mediatori ai microgliei prelevatd de la locul
injuriei, migrdnd ca raspuns la atractia exercitatdi de MCP-1, MCP-1alpha,
MCP-1beta, RANTES, IL-8 si IP-10 (IFN-gamma inducible protein-10). Toate
aceste citokine indug schimbéari in distributia filamentelor de actind din
microglia gobolanilor adulti si din linia de microglie umand CHME-3 in vitro.
Ambele tipuri de celule raspund prin migrarea semnificativd, dincolo de nivelul
de control, la toate citokinele testate, in manierd dependentd de dozi. Deci,
chemokinele intervin important in recrutarea microgliei in ariile inflamatorii ale
sistemului nervos central (23),

Celulele gliale primare umane pot produce chemokine alpha gi beta
(IL-8, GRO-alpha) si respectiv (RANTES, MIP-1alpha, MIP-1beta), paralel cu
PGE?2 si PGE2alpha, dupi stimularea citokinelor pro-inflamatorii. TNF-alpha
plus IL-1beta care le induce pe toate cu exceptia lui RANTES care este indus
numai de TNF-alpha si IFN:gamma. Pentru a produce- tofi mediatorii
menfionati, cu precizarea cd MIP-lalpha gi MIP-lbeta sunt predominant
elaborate de astrocite, culturile purificate de astrocite gi microglii pot fin induse
de aceleasi combinatii de citokine,

Inhibarea cu indometacin a productiei de prostaglandine, duce la
cresterea cu 37-60% a RANTES, MIP-lalpha §i MIP-lbeta, dar nu a
GRO-alpha si IL-8. Inhibarea cu anticorpi a ultimelor doud chemokine
conduce insd, la cregterea de 6 ori a PGE2, dar nu a PGE2alpha de citre
microgliile §i astrocitele stimulate, in timp ce anticorpii anti-chemokinele beta
nu au efect. Se sugereazd cd 1n condifiile inflamajiei, productia
intraparenchimald de PGG ar putea controla capacitatea chemotacticd a
chemokinelor beta de recrutare a celulelor efectoare sau pentru activarea lor.
Invers, chemokinele aipha cantitativ crescute intracerebral, ar putea redcc
secrefia de PG prevenind astfel exacerbaren inflamatiei §i neurotoxicitatea (24).
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Chemokina RANTES in diferite afecfiuni

Inflamarea ciilor aeriene este asociatd cu astmul §i se caracterizeaza prin
infiltrarea eozinofilelor mediati partial de factori chemoatractanti specifici. in
aspiratele nazale de la copii cu astm exacerbat, s-a urmérit prezenta citokinelor
si a proteinelor bazice, cele din urma fiind produse toxice ale granulatiilor
eozinofile. Nivelele crescute de asemenea proteine bazice sunt insotite de nivele
crescute de chemokine RANTES §i MIP-lalpha. in probele obfinute din
perioadele asimptomatice s-a detectat si GM-CSF.

Se apreciazd cd cei doi chemoatractanti (RANTES si MIP-lalpha)
intervin major in atragerea eozinofilelor la locul infectat viral al tractului
respirator superior (25).

In fibroza chistica a ciilor aeriene sunt atrase in plamani leucocitele,
constatdndu-se exprimarea chemokinelor RANTES, MCP-1 si IL-8 (26).

Recrutarea selectivd a eozinofilelor iIn mucoasa cdilor aeriene este o
trisdturd caracteristicd a astmului atopic si se considrd a fi o componenti
importantd in patogeneza bolii. Atat astmul atopic cét si cel non-atopic se
caracterizeazd prin inflamarea cronicd a mucoasei bronsice cu dominanta
eozinofilelor care este consideratd a fi asociatd cu distrugrea tisulard locala.
Factorii mobilizatori sunt chemoatractantii specifici RANTES si MCP-3 care
prelungesc supravietuirea eozinofilelor.

In comparatie cu controlul, celulele ciilor respiratorii ale subiectilor cu
astm releva cresteri semnificative de mRNA RANTES si MCP-3, precum si de
IL-5, IL-3 si GM-CSF. Se conclude astfel cd, chemokinele beta intervin
important in mecanismul recrutdrii eozinofilelor in mucoasa ciilor aeriene ale
celor cu astm bronsic (27, 28). ,

Inflamarea alergica a céilor nazale ulterioara provocidrii cu alergeni nazali
este reglatd de productia locald de citokine. Biopsiile prelevate inainte §i dupé
provocarea cu polen recoltat toamna, (in afara sezonului) aratd cregterea
numdrului eozinofilelor si a celulelor care exprimd mRNA chemokinelor IL-8 gi
RANTES, ca si pentru citokinele Th2, IL-10 gi IL-13.. in faza timpurie a
reactiei la alergen s-au constatat corelatii semnificative intre eozinofile si
RANTES si intre acestea si IFN-gamma, §i in faza tdrzie, intre eozinofile
si IL-15 pe de o parte si eozinofile si RANTES, pe de alta parte. Chiar si la o
sdptdmana dupd administrarea polenului, se observad o cregtere a eozinofiliei cu
mRNA pozitiv. In concluzie, provocarea cu alergen nazal induce eozinofilie
tisulard insotitd de o semnificativa crestere a celulelor cu mRNA IL-8, IL-15 si
RANTES (29).

Limfocitele Th2 specifice la alergen joacd un rol central in astm;
transferate adoptiv, ele induc eozinofilele pulmonare §i chemokinele specifice.
Supernatantul de celule Th2 administrat intranazal soarecilor naivi, induce
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expresia citokinelor eotaxin, RANTES, MCP-1 s1 KC concomitent cu infiltarea
cu eozinofile a mucoase nazale..

Testarea independenta a citokinelor a stabilit cd IL-4 si IL-5 induc nivele
inalte de MIP-lalpha si KC, IL-4 creste si productia de MCP-1, iar IL-13 si
IL-14 induc eotaxin. IL-13 se dovedeste cel mai puternic inductor al eotaxinei,
neutralizarea ei cu anticorpi anti-IL-13 sistdnd, In mare parte, activitatea
chemokinei din supernatantul Th2, desi nu blocheazd total recrutarea
eozinofilelor (30).

Eozinofilele sunt predominante in afectiunile alergice, dar si in fesuturile
conjunctive. Recrutarea lor la locurile inflamatiei si eliberarea de specii reactive de
oxigen conduc la distructia tesutului si la propagarea inflamatiei mediatd de
chemokine. Astfel, se urméireste gdsirea unor agenti terapeutici care si
antagonizeze chemoatractia exercitatd de chemokinele tactice RANTES, MCP-3 si
eotaxin. Asa este Met-RANTES —antagonist al CCR3 si CCRI1- care acfioneazi
asupra eozinofilelor umane ca rspuns la actiunea celor-3 chemokine (31).

Cantititile crescute de RANTES din cheratinocitele tegumentului
cu psoriasis semnifica rolul activator in atragerea limfocitelor T cu memorie gi a
celor nad’ve activate, iar MCP-1 se dovedeste un puternic chemoatractant pentru
mononucleare (32). Clona limfocitelor T din acest tegument produce citokine
Th1, printre care §i IFN-gamma. In plus, in leziunile psoriazice este prezenta si
citokina pro inflamatorie TNF-alpha. La randul lor cele doud citokine pot
produce RANTES. In biopsii, RANTES s-a detectat imunohistochimic la
nivelul spatiilor dintre cheratinocite, citre periferia plagilor scade cantitativ, iar
in tegumentul s@ndtos din preajma plagilor lipseste total. Combinate, TNF-alpha
s1 IFN-gamma cresc sinergic productia de RANTES (33).

Implicate In migrarea leucocitelor inflamatorii, chemokinele au abilitatea
de a adera la celulele endoteliale exercitdndu-gi astfel mai eficient, rolul lor
promigrator. Lezarea mai multor chmokine beta (RANTES, MCP-1 si MCP-3)
in pielea intactd de la om se face intr-o manierd saturabild, specifica celulelor
endoteliale ale venulelor si micilor vene, dar nu ale arteriolelor si capilarelor.
RANTES inhibd legarea MCP-1 si MCP-3 si vice-versa, indicdnd faptul ci
siturile de legare sunt impartite intre aceste chemokine beta. MIP-1 alpha ins3,
nu se leagd la celulele endoteliale i deci nu concureaza cu RANTES.

Se constatd, de asemenea, ci in tegumentul normal cele 3 chemokine, dar nu
si MIP-lalpha sau IL-8, se leagd specific la celulele endoteliale ale vaselor
limfatice aferente dermului, implicandu-se astfcl, in procesul intrarii leucocitelor in
acestea. Desi concureazi incrucisat pentru fiecare altd legare la endoteliul
limfaticelor, cele 3 chemokine sugereaza un situs de legare comun (34).

Chemokinele CC RANTES si MCP-3 influenteaza replicarea HIV in
mononuclearele umane, cea mai sensibila specie la efectele antivirale ale
acestora {iind HIV-1SF-2. Concentratia inhibitorie de RANTES a fost pentru
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aceasta specie, 4ng/ml, iar de MCP-3 de Ing/ml, inhibarea fiind de 50% in
ambele cazuri. Speciile HIV-IMN si HIV-1HE sunt mai putin sensibile la
efectele antivirale ale acestor doud chemokine, iar alte specii au fost total
insensibile. '

RANTES si MCP-3 nu interferd numai cu procesul de fuziune indus de
HIV, dar au si efecte modulatorii asupra receptorului CD4. De aceea pot
interfera cu legarea anticorpilor monoclonali OKT4 la acest receptor de pe
limfocitele T, dar nu. cu legarea anticorpilor OKT4A. Existd astfel premize
importante in strategiile imunoterapeutice pe care le oferd chemokinele
in SIDA (35).

Cum s-a mai mentionat, eozinofilele joacd un rol important in bolile
alergice, rinoconjunctivite si dermatite atipice fiind atrase de chemokinele
RANTES, MCP-3 si eotaxin si eliberand la locul inflamatiei specii reactive de
oxigen care conduc la distructia tisulard. Met-RANTES este un compus puternic
si eficient care antagonizeaza functiile efector ale eozinofilelor umane stimulate
cu cele 3 chemokine. Pe langd efectul sdu asupra calciului, Met-RANTES
inhibd, In funcfie de dozd, si polimerizarea actinei in eozinofile. De aici
perspectiva folosirii lui in prevenirea invaziei eozinofilelor si implicit distructiei
tisulare in afectiunile alergice (36).

In artrita reumatoidi indusi la soareci de DBA-1 se constatd la locul
inflamatiei atat prezenta chemokinelor CC (RANTES, MIP-1alpha, MIP-1beta
MIP-1beta, .MCP-1) si receptorilor lor, cat si a chemokinelor CxC (IL-8,
GRO-alpha, ENA-78). Comparativ cu martorii, la soarecii intoxicafi se constata
hiporeglarea CCR1, CCR2, CCR3 si CCRS. Tratarea animalelor cu
Met-RANTES reduce incidenta bolii, evident In functie de doza administrata.
Se conclude ca, chemokinele CC si receptorii lor au un rol important in
distructia articulatiilor inflamate, situatie care poate fi amelioratd prin folosirea
Met-RANTES (37). De asemenea, APQ-RANTES (amino oxy pentan-
RANTES) sintetizat chimic este utilizat in locul lui RANTES si deoarece acesta
din urma cupleazd CCRS care este folosit si de HIV-1 la intrarea in celule (prin
blocarea acestui receptor de citre APO-RANTES), se produce stoparea infectiei
cu HIV-1 (38).

Chemokina RANTES este secretatd si de celulele melanomului uman.
,deoarece supernatantul celulelor tumorals reactioneaza cu anticorpi specifici
anti-Rantes. Secventierea resturilor de aminoacizi ale fragmentelor N-terminal
ale proteinei, confirmi analogia de 100% cu proteinele RANTES. Din 8 linii
celulare de melanom, patru exprimi constitutiv chemokina RANTES-beta, care
este secretatd de 5-50 ori mai mult decéat citokina IL-8.

Nivelele inalte de secrefiz a RANTES in vitro sunt asociate cu formarea
crescutd de tumori dupa transplantarea la soarecii nuzi a 6 linii de melanom
uman, sugerdnd faptul cd actiunea lui RANTES poate sustine progresia
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tumorilor. Un subset de celule melanotice care exprima mRNA si care secrela
proteina RANTES poate fi responsabil de recrutarea in tumori a limfocitelor ‘T

si

a celulelor dendritice. Se apreciaza ca IL-2, IFN-gamma sau MSH pol

supraregla secretia citokinelor RANTES si IL-8 (39).
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Chemokina EOTAXIN

Eotaxin este o chemokind CC frecvent intdlnitd atdt in tesuturile
sdnitoase cat si in cele inflamate. cDNA eotaxin de la sobolani codificd o
proteind acidd de 97 reziduuri aminoacizi, care in urma maturérii are 74
aminoacizi fiind identicd in proportie de 97.3% cu chemokina de la soareci.
Proteina genei eotaxin are activitate chemoatractantd pentru céteva tipuri
celulare, fiind Inséa specificd pentru eozinofile. Expresia crescuta (1,6 ori a mRN

A eotaxin apare imediat dupa expunerea la ozon, fiind de 4 ori mai inalta
dupa 20 ore. In acelasi timp, numirul eozinofilelor din lavajul bronhoalveolar
este de 3 si respectiv 15 ori mai mare decat la control.. In plus, macrofagele
alveolare si celulele epiteliale ale bronhiilor sunt eotaxin pozitive (1).

Gena eotaxin de la om reuneste exonii 132, 112 si 542 p.b. si doi introni
de 1211 si 378 p.b, ceea ce Insumeazd un DNA de 3kb. Printre elementele
potential reglatoare ale expresiei genei si/sau efectele mediate de drogurile
proinflamatorii, s-au evidentiat secvenfe consens care interacfioneazi cu
factori nucleari precum NF-IL-6, AP-1, cu o secventd consens NF-kB si
cu [IFN-gamma (2).

Eotaxin este o chemokind selectivd pentru eozinofile pe care le
stimuleazd via CCR3. Atdt m RNA cét si proteina sunt in mod specific inalt
corelate, Celu!:le epiteliale pozitive pentru citocheratind gi celulele endoteliale
CD31+ reprezintd susa majord de mRNA eotaxin, iar CCR3 este predommant
colocalizat in eozinofile.

Lezarea mucoasei bronhice in astm implicd secrefia de eotaxin de catre
celulele epiteliale si endoteliale, ceea ce duce la infiltrarea eozinofilelor
mediatd de CCR3. Desi produsd in diferite tipuri celulare exercitindu-si
functiile pc diverse celule tinta,, pricipala tintd o reprezinti eozinofilele pentru a
cdror recrutare la nivel pulmonar este solicitat odatd cu eotaxin §i receptorul
sdu, si IL-5.

intr.o reactie alergica indusa la nivelul tegumentului de soarece prin
injectarea intradermici de eotaxin i MIP-1alpha murine are loc o semnificativa
recrutare de eozinofile, aspect prezent §i in reactia anafilactica activd cutanata.
Pretratarea pielii cu anti-eotaxin, dar nu cu anticorpi anti-MIP-lalpha
supreseaza recrutarea celulelor in aceasta reacfie.
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Desensibilizarea CCR3 cu eotaxin murin, sau blocarea receptorului cu
Met-RANTES inhiba semnificativ recrutarea celulelor in reactia alergica. De
aici rolul important al chemokinei in medierea recrutarii celulelor in inflamatia
alergica, sugerand faptul ca blocarea CCR3 ar putea fi o strategie valida pentru
inhibarea eozinofilelor in vivo (3, 4, 5).

Schimbarea formei leucocitelor este mediatd de rearanjarea
citoscheletului acestora, intr-un proces dinamic care duce la polarizarea celulei,
schimbare esentiala pentru migrarea leucocitelor din microcirculatie in locurile
inflamate.. Chemokinele care actioneazd prin CCR33 induc o rapidd schimbare
a formei eozinofilelor de la toti donorii, cele mai potente dovedindu-se eotaxin
si eotaxin-2.

Subseturile de limfocite Thl si Th2 pot fi recrutate diferentiat pentru a
promota diferite tipuri de reactii intlamatorii induse de Thl si nu de Th2..
Eotaxin stimuleazid si cresterea calciului intracelular, ca si chemotaxisul
limfocitelot T CCR3 pozitive. Atractia limfocitelor Th2 (care detin pufini
receptori CCR3 comparativ cu limfocitele Thl) , de cétre eotaxin ar putea
reprezenta mecanismul cheie In reactiile alergice, deoarece promoveaza
productia directionatii de alergeni cum sunt IL-4 si IlI-5 necesari activirii
eozinofilelor si bazofilelor (6)

Eozinofilia pulmonara dependent de eotaxin din reactia inflamatorie este
influentata de molecule implicate In transportul celulelor asa cum sunt
selectinele P si E, ICAM-1 si VCAM-1 indispensabile In transmigrarea in vitro
Studii de neutralizare cu anticorpi sugereaza ci integrinele Mac-1/CD11b/18,
VLA-4/alphadbeta si LFA-1 (CD11a/18) sunt implicate in chemotaxisul
transendotelial al eozinofilelor catre eotaxin. Migrarea transmembranard a
acestor celule indusd de eotaxin atét in vivo céat §i in vitro, s-s-ar efectua prin
interacfiunea integrinelor Mac-1/ICAM-1 si VLA-4/INCAM-1, cele din urma
fiind mai relevante mai tarziu in procesul mobilizarii (7).

Anticorpii murini anti-ICAM-1 si anti-VCAM-1 scad semnificativ
adeziunea eozinofilelor indusé de eotaxin, de unde concluzia cé acesta regleaza
acumularea celulelor in mucoasa nazald prin efectul siu asupra moleculelor de
adeziune prezente pe celulele endoteliale microvasculare (8). Experimentele de
adeziune a eozinofilelor in care s-au folosit selectinele E, P si L purificate si
VCAM-1, comparativ cu neutrofilele demonstreazi ca selectina P si nu
selectina E, este direct implicatd 1n retinerea si fixarea eozinofilelor. pe
endoteliul inflamat, in timp ce selectina L mediaza principalmente, interacfia
eozinofile- VLA-4 care intervine in arestul celulelor i este amplificatd de
expunerea la chemoatractanti (9).

Recrutarea eozinofilelor la locul inflamatici este astfel controlatd de
citokine, chemokine si molecule de adeziune. Astfel, s-a urmirit efectul
provocat de alergeni in vitro, §i al eotaxin asupra eozinofilelor din sidngele
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periferic uman, vizdnd expresia CD11b/CD18 si adeziunea la fibronectina
matriceald. La subiectii s@ndtosi si la pacientii cu astm asimptomatic datorat
polenului, nu s-a constatat efectul eotaxin asupra expresiei CD11b/CD18 sau
asupra eozinofilelor. Totusi chemokina hiperregleazd semnificativ nivelul
cantitativ al LFA-1 si adezivitatea crescutd la fibronectind a eozinofilelor
preincubate in vitro cu IL-5, de la subiectii sdnitosi. Celulele obfinute la 24
orrre dupd inhalarea in vivo a alergenulu, aratd hiperreglarea LFA-1 dupa
incubarea in vitro numai cu eotaxim (10).

Studiul markerilor CD11b si selectina L de la suprafata eozinofilelor umane
proaspiét izolate din singele donorilor séndtosi si stimulate cu r eotaxin, folosind
inhibitorul selectiv rolipram (fosfodiesterazad4-PDE4) araté ca acesta inhiba la doza
cea mai mare testatd (10 microM), hiperreglarea CDIl1b in proportie de
60,6%+/- 7,6%. Chemotaxisul transendotelial este numai partial inhibat la
concentrafia de 0,1 microM rolipram, atingdnd un platou maxim de aproximativ
30%. Deci, inhibitorul scade activarea eozinofilelor mediata de eotaxin (11).

Inifial s-a crezut ca si chemokinele CxC alpha atrag eozinofilele, dar
experimente cu IL-8 demonstreaza cé celulele nu elaboreazd m RNA CxCR1 si
CxCR2 care sunt receptorii familiei alpha de chemoatractanfi. S-a demonstrat
astfel cam eozinofilele umane nu exprima acesti receptori nici chiar dupa
activarea lor cu diferite citokine specifice. Se sugereazd cd la locurile
inflainatiei alergice, chemokinele CC cum sunt eotaxin-2- si MCP-4 sunt
predominante in atragerea acestor granulocite (12). Testarea CCR3 arata insa,
cd acesta poate fi un antagonist natural al CxCR3, blocidnd activitatea
limfocitelor mediatd de IP-10 (13). )

Bazofilele exprimd, pe langa receptori CxCR1 si CxCR2, receptorul
factorului activator plachetar si receptorii chemokinelor neta respectiv CCR2,
MCP, CCR3-eotaxin, ca si nivele inalte de receptor C5a.. Pe de altd parte,
CCR3 care se exprima la nivele inalte §i pe bazofile carora le mediaza migrarea,
nu regleaza insd, expresia citokinelor (14).

Asa cum s-a mentionat, CCR3 este receptorul major implicat in reglarea
traficului eozinofilelor, Factorii care caracterizeazad internalizarea CCR3 dupa
expunerea celulelor la liganzii receptorului, depind de calitatea §i doza acestora.
Expuncrea la 100ng/ml eotaxin reduce expresia de suprafatd a receptorului, la
43,43% la 15 minute i la 7.6% la 3 ore.. La aceeasi dozd, RANTES induce
receptorului o internalizare mai semnificativd si mai indelungéd decét eotaxin,
dar acest proces nu este dependent de cuplarea la proteinele Gi sau la PKC (15).

CCR3 se dovedeste astfel, un important reglator al migrarii eozinofilelor,
granulocite implicate in numeroase patologii de tip inflamator inclusiv astm
Cuplarea eotaxin la CCR3 ar reprezenta de fapt, procesul cheie in inflamarea
cdilor respiratorii indusid de cozinofile.; in plus are efect dramatic asupra
mobilizarii calciului.
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In timpul procesclor inflamatorii, {esuturile inflamate semnalizeaza
miduvei hematogene intensificarea elaborarii de cat mai multe leucocite, ori
administrarea in vivo a eotaxin duce la cresterea in maduva osoasid a numarului
progenitorilor mieloizi care exprima CCR3 (16, 17).

Eotaxin este constitutiv exprimatd in medulara si corpusculii Hassal
timici, receptorul sdu (CCR3) fiind detectat ka nivelele cele mai inalte, pe
timocitele CD8+. Chemokina induce atdt migrarea celulelor cat si mobilizarea
calciului intracelular in toate timocitele, cu excepfia celor imature
CD4(-)/CD8(-). De aici supozitia cd activitatea timocitelor induséd de eotaxin
poate avea implicatii fiziologice importante in mobilizarea limfocitelor in i din
organul limfoid (18).

Clone de limfocite umane cu selectivitate pentru antigeni proteinici i
neproteinici au fost analizate pentru exprimarea CCR3 si pentru productia de
citokine de tip Thl si Th2. Din 13 clone cu CCR3 de suprafatd, 9 secretau
nivele amplificate de IL-4 si/sau IL-5 reiesind faptul cad acest receptor
predomind in limfocitele Th2.. Limfocitele Th2 CCR3+ migreaza ca rdspuns la
eotaxin §i In plus, aratd schimbdri caracteristice in calciul liber, citosolic.

Imunocolorarea tegumentului cu dermatitd , a polipilor nazali si a
mucoasei din colitele ulcerative aratd ca limfocitele T CCR3+ sunt recrutate
impreund cu eozinofilele. Dimpotriva, aceste celule lipsesc din fesuturile in care
nu sunt prezente eozinofilele, cum este cazul tegumentului normal sau sinoviei
din artritele reumatoide. Se conclude cé, limfocitele T se colocalizeazd cu
eozinofilele 1n inflamatiile alergice, exprimdand CCR3 si sugerdnd cd
eotaxin/CCR3 reprezintd un mecanism de recrutare a celulelor T esentiale in
aceastd afecfiune. Astfel se explicd de ce soarecii lipsiti de limfocite T sunt
insensibili la agresiunea alergicd. CCR3 poate marca un subset de limfocite T
care induc mobilizarea eozinofilelor si activarea acestora prin productia locald
de citokine tip RTh2 (19).

Analiza DNA CCR3 de la cobai relevd existenfa unui ORF, exon ce
codifica proteina de 358 reziduuri aminoacizi a receptorului §i care are 67%
omologii cu CCR3 uman §i 69% cu cel murin. Anticorpii monoclonali cupleazi
selectiv la transfectante CCR3 de cobai, ca §i la eozinofilele acestora. Anticorpii
inhibd, de asemenea, chemotaxisul si cresterea calciului citosolic in eozinofilele
de cobai ca réspuns la eotaxin., Prin urmare, blocarea functionala a receptorului
chemoatractant pentru eozinofile se poate obtine in vivo oferind suport pentru
descoperirea a noi droguri anti-inflamatorii care {intesc recrutarea eozinofilelor
(20). Procesul mobilizarii acestora din organele formatoare a suscitat interes in
condiiii de inflamare alergica. Mobilizarea lor sin miduva osoasi este o treapti
timpurie importantd in traficul acestora in timpul raspunsului la conditia
alergicd. Experimental s-a constatat ca eotaxin induce selectiv, in functie de
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doza, ( 10nM/Kg) mobilizarea rapida a eozinofilelor de cobali, de la 3,8+/-1,2 la
28+/-0,9x10 celule/ml, in 30 minute. in concluzie, eotayin este implicat in
mobilizarea atat a progenitorilor medulari si eozinofilelor mature din sangele
circulant cat si in recrutarea lor ulterioara la locurile inflamatiei alergice (21).

Celulele in care se expriméi eotaxin

Eotaxin i receptorul sdu CCR3 se exprimd in tesuturile embrionare
hematopoietice (ficat, sac vitelin). Chemokina actioneaza sinergic cu factorul
celulei stem si pentru diferentierea progenitorilor embrionari ai mastocitelor, a
caror diferentiere catre celula maturd promotatd de eotaxin, s-a definit prin
expresia proteazelor specifice acestor celule. Se sugereaza astfel cd, dincolo de
faptul ca chemokina este implicatd in inductia progenitorilor granulocitari, este
implicata si in diferentierea si/sau functionarea mastocitelor atat embrionare cat
si a celor din anumite condifii patologice care determind nivele inalte ale
acesteia, cum este si cazul reactiilor alergice (22).

Eozinofilele normale contin in granulatiile lor specifice eotaxin pe care il
elaboreazd dupa stimularea cu C5a sau inomicinSde aici posibilitatea acumularii
la locul inflamatiei a eozinofilelor (23). in coculturile de mastocite-fibroblaste
eotaxin creste considerabil in ciuda faptului cd este o chemokind specifica
pentru eozinofile. Productia ei este dependentd de contactele intercelulare
putdnd fi inhibatd de anticorpi anti-SCF, la randul lui produs constitutiv de
fibroblaste §i indus de TNF. In plicile acoperite cu SCF se constati ci
mastocitele produc eotaxin; deci, coculturile fibroblast-mastocit exacerbeazi
productia acestei chemokine si, de asemenea, eliberarea histaminei (24).

Surse majore de eotaxin sunt si celulele endoteliale, dar in modelele
inflamatorii ahsenta lui nu afecteazi recrutarea eozinofilelor deoarece pentru
acestea intervin alti chemoatractanti (25).

In lamina propria a jejunului soarecilor tip-silbatic se constati prezenta
chemokinei dat fiind faptul ci aceasta este reglatorul fundamental al traficului
fiziologic normal al eozinofilelor (26).

Factori care afecteazi productia si functiile chemokinei eotaxin.

Reglarea expresiei chemokinei eotaxin poate fi afectatd de 0-100ng/mi de
TNF alpha si de o.0lmicroM de PMA care induc expresia mRNA sdu in
celulele U-937, linie umand monocit-.like. Expresia indusd de PMA este
maximd mai tardiv decidt cea indusi de TNF-alpha. Dexametazona scade
expresia mRNA eotaxin in aceste celule stimulate cu cei doi agenti, iar expresia

31

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



indusd numai de PMA este inhibatd de ciclofosfamida, nu st cea indusa de
TNFalpha-.Staurosporin (10-50 nM) inhiba expresia mRNA eotaxin indusé de
PMA in timp ce pe aceea indusi de TNFalpha o amplificdi. Mecanismul
inductiei expresiei eotaxin de ciatre PMA presupune activarea PKC, pe cénd cea
indusa de TNFalpha este independentd de aceastd kinazi. Ambele cii
sunt asociate cu NF-kB deoarece activitatea de cuplare a acestuia este
amplificatd In prezenta celor doi stimuli, ambele fiind limitate de inhibitorul
dietilditiocarbamat (27).

In inflanatia pulmonara, expresia eotaxin indusi de limfocitele Th2 si
eozinofilia coexistd cu raspunsul limfocitelor Thl, reactii asociate cu astmul
alergic caracterizat prin infiltrarea masivd cu eozinofile ceea ce determini
ingustarea cdilor respiratorii.. Limfocitele Th2 izolate din acestea se pare ca au
un rol in patogeneza bolii, ele fiind suficiente pentru a induce expresia eotaxin
si eozinofilia dependente de antigeni, in timp ce limfocitele Thl induc primar
recrutarea neutrofilelor cu slabd productie de eotaxin..Cotransfectia cu cele
doud tipuri de limfocite T dovedeste cd hemaglutinina Thl specifici nu
stopeazd eozinofiiia pulmonard indusi de antigeni i nici expresia eotaxin. Prin
urmare, inflamatia alergicd mediatd de Th2 coexistd cu rdspunsul citokinelor
mediate de Thl stimulate de diversi antigeni (28).

Eozinofilele si fibroblastele s-a dovedit ca joacd un rol important atit in
patogeneza astmului bronsgic cat si In afectiunile pulmonare fibrozante. 11-4
stimuleaza fibroblastele pulmonare pentru a secreta chemoatractanti eozinofili
si aceasta deoarece in urma analizei N-terminal se constati prezenta de
secvente similare cu eotaxin, iar pe de altd parte, [FNgamma are influente
neglijabile asupra acestuia.. In schimb, TNFalpha stimuleazi fibroblastele
pulmonare pentru a elibera dou# “varfuri” ale activititii chemokinei. TNFalpha
sinergizeaza cu IL-4 pentru a cregte enorm cele 3 forme de eotaxin dustincte
biochimic, iar IFNgamma sinergizeazd cu TNFalpha pentru a creste productia
de RANTES. IL-2, IL-5, IL-6 si IL-10 nu afecteazd capacitatea fibroblastelor
pulmonare de a exprima sau elibera eotaxin si RANTES.. Aceste celule
stimulate de citokine exprimd mRNA peatru MCP-3 si MCP-4, dar nu pentru
eotaxin-2. Deci, eliberarea in tesutul pulmonar a citokinelor de tip Thl si Th2
direcfioneazd fibroblastele si elaboreze eotaxin sau RANTES ca atractanti
pentru eozinofile (29).

~ Limfocitele T stimulate de IL-2 si IL-4 induc expresia eotaxin i
receptorului siu CCR3, atracfia lor ficindu-se via receptorului. in concluzie,
eotaxin in asociere cu IL-2(citokind derivati din celulele Thl) si cu IL-4
(citokind derivatd din celulele Th2) devine un important activator al
limfocitelor T stimuldnd migrarea directionati, adeziunea, mobilizarea si

acumularea eozinofilelor, dar si bazofilelor in unele tipuri de inflamatii precum
alergia (30).
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Leziunile tegumentare in dermatitele atopice se disting prin hipert.ofia
epidermului i dermului insofita de infiltrarea cu eozinofile si limfocite T, dar si
prin expresia citokinelor IL-4, IL-5 si IFNgamma. Intr-un model murin
determinat prin sensibilizarea epicutanatd cu ovalbumind si prin deletii in
genele celor 3 citokine s-a stabilit functiile acestora. Astfel, pielea sensibilizata,
lipsita de IL-5 (-/-) nu contine eozinofile, iar cele doud paturi structurale scad in
grosime. In schimb, pielea sensibilizata, lipsitd de IL-4 (-/-) are grosime
normald, foarte putine eozinofile dar foaste multe limfocite T, Aceste aspecte se
asociazd cu reducerea mRNA eotaxin si cu cresterea mRNA MIP-1beta, MIP-2
si RANTES (chemokine T). De asemenea, piclea sensibilizata, lipsitd de
IFNgamma (-/-) prezintd dermul de grosime redusa. In concluzie, citokinele
Th2 (IL-4 si IL-5) si Thl (IFNgamma) intervin important in inflamatiile
tegumentare (31).

Limfocitele Th2 produc in cantitdfi apreciabile gi IL-13, citokini
pleiotropd exprimata selectiv in pldménii soarecilor transgenici unde induce
inflamarea cdilor aeriene mari $i mici, dar si a parenchimului ambiant. Pentru a-
I defini acest potential in vivo s-a folosit promotorul de 10kD al proteinei
celulelor Clara.Consecintele experimentului sunt: hiperexpresia I1-13si fibroza
structurilor subepiteliale ale ciilor aeriene, metaplazia celulelor mucoase §i
prezenta depozitelor de cristale Charcot-Leyden-like.. In plimanii acestor
animale s-au detectat cantititi mari de proteine si mRNA eotaxin.. Astfel,
[L-13, pe langa celelalte functii, influenteaza si productia de eotaxin de unde si
rolul sdu in patogeneza astmului sau in alte reactii tisulare polarizate de
limfocitele Th2 (32).

fn interval de o or3, IFNgamma determin3, in functie de concentratie,
cresterea rapida a mRNA CCRI1 si CCR3. PMN tratate cu aceastd citokind
prezintd locuri de cuplare pentru eotaxin, MCP-3 MIP-lalpha, RANTES,
MCP-3 si MIP-5/HCC. De aici concluzia cid aceste granulocite intervin in
orientarea imunitdfii citre raspunsul Thl. Este posibild astfel, speculatia ca
[FNgamma nu numai cd promoteazi direct diferentiereg;limfocitelor tip Thl,
dar si reorienteazd semriificativ funcfionarea celulelor Th2 prin largirea
spectrului efectelor acestora (33).

Eozinofilele sunt reglate si de polipeptidul GM-CSF care promoteazi
supraviefuirea eozinofilelor, iar analogul séu specific E21R le induce apoptoza
care se observi atat in celulele nestimulate cét si in cele activate de RANTES si
eotaxin. Ultimele doua chemokine regleazi in schimb, migrarea eozinofilelor la
locul inflamatiei., i nu supravietuirca acestora., iar RANTES nu afecteaza nici
supraviefuirea §i nici apoptoza lor.E2iR, analog al GM-CSF induce apotoza
eozinofilelor de la pacientii cu astn. Se asugereazi astfel ca, GM-CSF R poate
controla activ atdt apoptoza cét §i supraviefuirea celulelor, regland cu precizie
numdrul gi activitatea lor. In plus, s-a demonstrat ci chemokinele nu intervin in
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“life span” al acestor granulocite. Administrarea lui E2iR ar putea i
o noud terapie in inflamatiile de diverse etiologii in care sunt implicate
eozinofilele (34).

Eotaxin in diverse afectiuni

Ca si celelalte chemokine (RANTES, MCP-3) si proteina eotaxin
atrage celulele in ariile tisulare inflamate de antigeni externi sau interni,
exprimandu-gi cu predilectie tactismul pentru eozinofile..Irfiltrarea mucoasei
nazale, tipicd in rinitele cronice si in sinuzitele polipoase, s-ar putea datora
acttivititii eotaxin de recrutare a eozinofilelor. Comparativ cu mucoasa
normald, cea din cele doui afectiuni aratd prezenfa mRNA RANTES si eotaxin
(35). Soarecii IL-5 transgenici tratati cu extract proteic din ciuperca Aspergillus
fumigatus dezvoltd in mucoasa nazald, un influx de eozinofile comparabil cu cel
de la om, patologia fiind similari (36).

Eotaxin si MCP-4 apar hiperreglate la locul inflamatiei alergice a cailiori
respiratorii ale pacientilor astmatici. Numarul celulelor cu mRNA -
chemokinelor este semnificativ crescut comparativ cu subiectii sdnatoti..
mRNA celor doud chemokine este puternic exprimat atat in epiteliul bronsic cat
si in pladmanii celor astmatici, coreldndu-se cu numérul eozinofilelor prezente
contribuind la instalarea procesului inflamator (37).

Eozinofilele care se infiltreazi Tn mucoasa brongicd a astmaticilor se
diferectiaza din progenitori CD34+. Modelele animale sugereazi o cooperare
intre eotaxin si IL-5 pentru mobilizarea rapidd a eozinofilelor din méduva
oasoasd citre mucoasa cdilor aeriene,Numirul celulelor CD34+ creste
considerabil la subiectii atopici, iar la pacientii cu astm, maduva mobilizeazd
rapid eozinofilele, care mature sau nu poartd CCR3.. In concluzie, eozinofilele
participd la patogeneza astmului brongic uman, recrutate fiind de eotaxin (38,
39, 40). De asemenea, transcrierea crescutd a genei chemokinei se pare ca
precede aparitia astmului si influxul de eozinofile activate atit in structurile
bronhiolelor cét si in lavajul acestora, iar inflamatia apare numai dupa expresia
crescutd (4 ore dupa inhalarea alergenului) a chemokinei in celule, ceeace se
coreleaza cu numarul mare al celulelor activate. La 24 de ore, expresia citokinei
declind, nsé nu si numaérul eozinofilelor din biopsiile bronhiolare (41).

Dupd agresiunea cu ovalbumind, citokina este detectatd gi in lavajul
bronhoalveolar de la cobai, dar comparativ cu martorii proteina cregte de 5 ori,
iar hiperreglarea genei sale de 25 ori in epiteliul céilor aeriene la 3 ore dupa
agresiune. In caile respiratorii de la cobai existd insd, multiple sige celulare de
eotaxin; astfel sunt celulele epiteliale brongice si bronhiolare, mugchii netezi,
endoteliul vaselor sangvine, condrocitele si macrofagele alveolare (42).
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Eozinotilele activate de eotaxin elibereazd leucotriene sau le
sensibilizeaza la acestea, efecte amplificate si de mastocite, Astfel, mastocitele
si lecotrienele intervin, de asemenea, in recrutarea eozinofilelor (43).
Mastocitele pulmonare obfinute in urma sensibilizarii cu ovalbumind nu
exprima insd eotaxin sau mRNA sdu, degi supernatantul din celulele epitrliale
aratd cantitafi detectabile de chemokind, deoarece acestea sunt sursa majoro a
ei in plamanii cobailor (44).

Astmul alergic se datoreaza unui raspuns celular de tip Th2. Soarecii
deficienti in subunitatea p5S0 a NF-kB nu aratd inflamarea eozinofilica a cailor
aeriene, In timp ce la cei tip-sdlbatic inflamatia apare. Deficienta nu se
datoreazd blocérii limfocitelor T primare gi nici unui defect in exprimarea
VCAM-1 si ICAM-1 reclamate, cum se stie, pentru extravazarea eozinofilelor,
ci absentei productiei de IL-5 (Th2) si eotaxin, ambele cruciale pentru
proliferarea, diferentierea si mobilizarea eozinofilelor in ciile aeriene afectate
de astm. In plus, soarecii p50 (-/) sunt deficienti si in productia de MIP-1alpha
si MIP-1beta, ambele implicate In mobilizarea limfocitelor T la locul
inflamatiei. Reiese astfel cd, NF-kB are un rol crucial in vivo privind
patogeneza astmului (45).

Activarea tisulard indusd de ischemie poate contribui la patogeneza
vasculard. S-a stabilit cu anticorpi anti-capping proteine alpha si eotaxin ca
acestea se exprima in media aortei normale, In timp ce in ischemir produciia lor
creste si treneazd.. De aici supozitia ca ambeke proteien joacd un rol patologic
in remodelarea peretelui vascular ischemic. Rdmane de stabilit dacd genele lor
pot servi ca molecule {intd in interventiile terapeutice destinate prevenirii sau
tratérii vasculopatiei grefei indusé prin conservarea la rece (46).

Recrutarea eozinofilelor marcate iiiln din pielea goarecilor este efectiv
indusd de chemokinele CC eotaxin si MIP-1 constatdimdu-se hiperexpresia
IL-5, dar nu a MCP-1, MCP-3, MCP-4, MIPbeta, KC si MIP-2.

Malignitétile limfoide Hodgkin sunt insotite de diferite tipuri celulare
recrutate de numeroase chemokine printre care si eotaxin, corelat cu abundenta
eozinofilelor in tesutul tumoral. Chemokina s.a detectat, de asemenea, si in
fibroblaste ca gi in muschii netezi din peretii vaselor (48).

Eotaxin a fost detectat si in afectiuni parazitare. Astfel, neurocisticercoza
simptomaticd, cauzi majord a epilepsiei, se instaleazi datoritd inflamatiei
dezvoltate in jurul larvelor de Taenia solium, in serul pacientilor constatdndu-se
concentratii detectabile de eotaxin si IL-5, dar nu de IL-8. Lichidul
cefalorahidian contine, de asemenea, cantitdti importante de Ii-5. in plus, si
eozinofilele sun implicate in aceasti afectiune (48).
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Eotaxin in infectig virala

Macrofagele intervin esential in apdrarea gazdei agresate de diversi
antigeni, inclusiv de HIV-1. La adulfii sanitosi ele exprima nivele scazute de
CCR4 si CCRS. HIV-1 maxrofago-monocitotrop (M-trop,YU2) si cel dual
tropic (89,6) pscudotip-env intrd eficient in macrofagele alveolare ce exprima
CCR3 si CCRS. Competenta acestor receptori chemotactici pentru intrarea
virusurilor in velula este confirmatd de timocitele canine ThCf2 cotransfectate
cu hCD4 si cu receptorii chemokinelor. Intrarea pseudotipului HIV-1 M-trop

YU?2 este mediatd fie de CCR3 fie de CCRS5 ai pseudotipului HIV-1 T-tropic
HxB2 care este mediat de CxCR4, iar HIV-1 dual-tropic sau pseudotipul 1 SIV
pbj 1,9, de CCR3, CCRS sau de CxCR4.

Se sugereazd cd mecanismele intrdrii HIV-1 in celule sunt specifice
receptorilor si tipului celular si, de asemenea, cd@ expresia receptorilor
chemokinelor pentru macrofagele alveolare nu relevd deplin susceptibilitatea
celulelor la diverse izolate virale (50).

Receptorul pentru eotaxin (CCR3) este in acelasi timp coreceptor pentru
HIV-1 si HIV-2 fiind asociat la celulele CD4. Prin comparatie cu ceilalji
receptori chemoatractanfi cum sunt CCRS5 si CxcR4, secveniele primare ale
CCR3 uman si ale omologului sdu de la macaca rhesus sunt marcat diferite in
domeniul extracelular. Limfocitele CD4+ umane exprimd CCR3 si de la
maimuti putdnd fi infectate de HIV-2 cu eficienta relativ similari. In schimb,
numai celulele care exprima CCR3 uman pot fi infectate cu HIV-1. Proteinele
anvelopei HIV-1 si HIV-2 par si interactioneze diferit cu CCR3 care este, cum
mentionam coreceptor pentru HIV-1 (51).

Dupa expunerea mucoaselor la HIV-1 celulele dendritice sunt printre
primele care se infecteazd, identificdndu-se pe suprafata lor multiplii receptori
chemoatractanfi ce pot functiona si ca receptori pentru HIV-1. Astfel, aceste
celule folosesc efectiv. CCRS pentru intrarea izolatelor M-tropice.. De
asemenea, CCR3 identificat initial pe eozinofile este exprimat i in celulele
dendritice putand fi folosit drept coreceptor de intrare in celule a catorva tulpini
dual-tropice CxCR4. Celulele dendritice cu deletie de 32pb din gena CCRS
sunt, de asemenea, infectabile cu tulpina HIV-1 M-tropicé, proces inhibat insi,
de SDF-1 (Stromal cell-Derived Factor) de unde ideia ci acest receptor poate fi
folosit de aceastd tuulpina.virald pentru a intra in celule (52).

Celulele endoteliale ale capilarelor cerebrale sunt finte ale infecgiei cu
HIV-1, independent de limfocitele CD4, reprezentdnd o poartd de intrare 2
virusului in sistemul nerves central, ceea ce duce la afectarea barierei
sdnge-creier contribuind astfel la aparitia dementei SIDA.

Celulele endoteliale ale vaselor cerebrale de la maimuta rhesus exprima
receptorii CCR3, CCRS si CxCR4 implicati in intrarea HIV si SIV in celule.
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Tulpina neurovirulentd SIV/17E-Fr infecteaza celulele endoteliale si poa.e fi
inhibatd de aminooxipentan dupd activarea expresiei limfocitelor T normale.
Proteina env din aceastd tulpind i din cateva tulpini aditionale SIV, mediazi
fuziunea celulelor si infecfia viralda cu celulele CD4- si CCR5+. Deci acest
receptor poate fi un receptor primar pentru SIV pe celulele endoteliale sugerand
un posibil mecanism independent, al disturbantei barierei sdnge-creier si pentru
intrarea virusului in sistemul nervos central (53).

Eotaxin-2

Recent s-a izolat o noud chemokind CC umanid de 78 reziduuri
aminoacid cu g.m. de 8,778.3 daltoni, impreuna cu variante minore trunchiate la
COOH-terminal formate din 73, 75 si respectiv 76 reziduuri aminoacid. Aceasti
noud chemokina a fost numita eotaxin-2 deoarece este foarte similara functional
cu eotaxin, dar ca structurd este destul de diferitd avind numai 39% aminoacizi
identici, iar in regiunea NH2-terminal diferd aproape complet

Chemotaxisul indus eozinofilelor dar si bazofilelor de citre eotaxin-2 sub
influenta IL-3 depinde de concentratie in urma céreia are loc eliberarea
histaminei si leucotrienei-4 din bazofile. Migrarea si reactia de rdaspuns sunt
abrogate de anticorpi care blocheazd selectiv CCR3, ceea ce confirma ci si
eotaxin-2 actioneazd exclusiv pe calea acestui receptor.

in experimente de desensibilizare prin masurarea schimbirilor in calciul
din eozinofile folosind CCR3, se constatd completa cross-desensibilizare intre
eotaxin-2 si eotaxin pe de o parte, §i eotaxin-2 si MCP-4 pe de altd parte, ceea
ce confirmi activarea via CCR3. In neutrofile, monocite si limfocite nu se
constatd mobilizarea calciului,, deoarece lipseste raspunsul chemotactic.

Injectarea intradermica la maimuta rhesus a 100 sau 1000 pM per site
induce o marcatd infiltrare locald de eozinofile, care este mai pronuntatd in
preajma venulelor postcapilare fiind compatibild cu efectul eottaxinului (54).. in
concluzie, eotaxin-2 este o proteind chemoatractantd pentru eozinofile,
exercitdndu-si activitatea via CCR3. Ea promoteazd chemotaxisul gi
mobilizeaza calciul in eozinofilele umane, dar nu si in neutrofile sau monocite.

Eotaxin gi MCP-4 pot cross-sensibiliza complet rdspunsul calciului la
eotaxin-2 pe aceleasi celule confirmind faptul ci acesta detine acelasi receptor
ca cele doud chemokine, Dintre toate chemokinele testate eotaxin-2 se
dovedeste a fi cel mai puternic chemoatractant pentru eozinofile;el inlocueste
cuplarea eotaxinului marcat cu iod radioactiv I'*® 1la CCR3 clonat, stabil
exprimat pe celulele CHO (CHO-CCR3) si pe eozinofilele umane proaspit
izolate, cu afinitate similari cu eotaxin si MCP-4 (55).

L]
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Asemenea eotaxinului, eotaxin-2 induce rapid si tranzitoriu polimerizarea
actinei necesara migrarii celulelor si modularii arderilor respiratorii in
eozinofile. Chemokina induce eliberarea speciilor reactive de 02 in functie de
doza. Eficacitatea sa este comparabild cu a eotaxinului §i C5, ceea ce ar putea
relevalua profilul recent estimat al activitatii chemokinelor CC in activarea
eozinofilelor umane (56).

Schimbarea formei celulelor prin rearanjarea citoscheletuluii printr-un
proces dinamic tipic, rezultd polarizarea celulei, proces esential pentru migrarea
celulelor din microcirculatie la locurile inflamat, cele mai eficiente chemokne in
acest sens dovedindu-se eotaxin si eotaxin-2 ambele actiondnd prinCCR3 si
determinind schimbiri rapide asupra eozinofilelor donorilor.- in plus, MIP-
lalpha induce aceleasi modificdri rapide asupra eozinofilelor mediate insa, de
CCRI1 si nu de CCR3 (57).
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MCP-1
{Mionocyte Chemotactic Protein-1)

Chemokina CC MCP-1 a fost ideniificatd ca un cheinoatractant major
pentru monocite si limfocite T (1).

MCP-1 este o proteina cu greutatea molecuiard micéd (8-10KDa), si are
un rol semnificativ in patologia bolilor intlamatorii acute gi cronice (2). mRNA
precursor sau proteina, au fost detectale ia nivele inalte in leziunile prezente in
mai mule boli cum sunt fibroza pulmonard, artrita reumatoida, ateroscleroza si,
de asemenea, in cateva tipuri de tumori. '

Reglarea productiei MCP-1 si rolul ei in stérile patofiziologice ramén in
mare masurda necunoscute (3). Pentru a identifica regiunile MCP-1 care
contacteaza receptorul siu CCR2, s-au substituit cu alanind toate reziduurile
expuse pe suprafafa celulelor. Citeva reziduuri au fost mutate pe al{i aminoacizi
pentru a identifica la pozitii specifice, importanta sarcinilor, hidrofobiei si a
aromaticitatii reziduurilor.

Afinitatea de cuplare a fiecdrui mutant pentru CCR2, a fost examinata
pentru celulele CHL transfectate cu CCR2. S-a constatat cd majoritatea
mutatiilor punctiforme nu au efect. Reziduurile la terminusul N al proteinei,
cunoscut a fi crucial pentru semnalizare, contribuie mai putin la afinitatea de
cuplare. Situsul de cuplare al receptorului pentru MCP-1 este semnificativ
diferit de situsurile de cuplare ale RANTES i IL-8. '

Au fost realizate mutatii punctiforme la nivelul a 6 reziduuri acide din
regiunea N-terminald a receptorului, pentru a testa rolul lor in cuplarea
ligandului, demonstrandu-se astfel implicarea motif-ului DYDY fin cuplarea
ligandului (1). S-a constatat cd MCP-1 glicozilat (12 si 13,5kD) este de 2-3 ori
mai putin chemotactic pentru monocite si celulele THP-1, decit MCP-1
neglicozilat (10kD), MCP-1 (5-76) si (6-76) trunchiate N-terminal, au fost
lipsite de bioactivitate in timp ce MCP-1 (1-69) procesat COOH-terminal reine
intreaga sa capacitate de inducere a Ca®" ca §i a activitifii chemotactice.
Cu?hcitalea formelor MCP-1 modificate natural de a desensibiliza raspunsul
Ca™" indus de MCP-1 intact in celulele THP-1, se coreleazi cu potenialul
agonistic al lor,
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MCP-2 (6-76) modificat natural este lipsil de activitate, dar poate bloca
complet efectul chemotactic al MCP-1, MCP-3 si RANTES. MCP-2 (1-74)
procesat COOH-terminal, nu retine potentialul sdu chemotactic. Comparativ cy
MCP-1, MCP-2 natural intact este de 10 ori mai puternic in induceiea cregterii
Ca®" intracelular; astfel, modificirile postranslationale fiziologice sau
patologice afecteaza potentialul chemokinei (4).

Receptorul MCP-1

CCR2, receptorul chemokinei MCP-1, este considerat o proteind G
majord care cupleazd receptorul pentru MCP-1/JE (5). S-au investigat
mecanismele moleculare prin care endotoxina bacteriand LPS, mediaz
hiporeglarea receptorilor CCR2 pe monocitele umane. Se constatd cd LP§
induce o reducere marcati a nivelelor proteinei de suprafatd CCR2, care a fost
blocata prin pretratarea cu inhibitori ai TK, cum sunt ginestein gi herbamycin A.

Mecanismul efector care std la baza hiporeglérii CCR2 indusd de LPS,
implic3, se pare, activitatea proteinazelor intrucét analizele Western blot ale
monocitelor stimulate cu LPS, relevd degradarea speciilor de 38kD ce
corespund monomerului CCR2B. in celulele RBL ce¢ exprimi proteina de
fuziune CCR2B, LPS stimuleazi internalizarea si degradarea CCR2. Inhibitorul
serinproteinazei N-alpha-p-tosyl-L-lysine chloromethyl ketone, blocheazi
hiporeglarea CCR2, indusd de LPS in monocite. Astfel, s-a demonstrat ci
mecanismul hipomoduldrii receptorului chemokinelor CC este dependent de
activarea TK si de degradarea receptorului mediata de serin -proteinaza (6).

Studii de cuplare ale receptorului, demonstreazi ci MCP-1 marcat '*°I, se
leagd la o singura clasd de receptori cu afinitate crescutd cu o constantd Kd de
0,14 (0,07-0,32) nM. In studii de competitie, MCP-2 si MCP-3 inhibd complet
legarea MCP-1 marcat '*’I , cu valori K; de 0,3 (0,16-0,46), 8,8 (3,4-26) si 12,2
(0,6-22) (D).

Mecanismele celulare ale MCP-1

Expresia hMCP-1 este prezentd in variate tipuri celulare gi fiind
amplificatd de o varietate de stimuli. S-a demonstrat initial ci efectele a variafi
stimuli precum IL-1beta, TNF alpha, 2-O- tetradecanoy! forbol 13-acetat asupra
expresiei hMCP-1 mRNA au fost diferite in celulele glioblastomului A172,
tibrosarcomului HT1080 si in celulele leiomiosarcomului SKLMS. Aceste
constatdri sugereazi cd expresia hMCP-1 este reglatd atdt intr-o manierd
stimul-specifica cat §i intr-o maniera esut specifica.
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Pentru a elucida mecanismul care std la baza acestei reglari, s-a izolat
DNA genomic de la capatul 5’al hMCP-1, DNA secventiat pana la perechea de
bazz 3011 in amonte de situsul start transcripfional. Printre elementele cis
puiative, s-au identificat doud elemente cis critice pentru transcriptia genei
hMCP-1. Primul element 1l constituie indepértarea situsului de cuplare kappa B
localizat amonte, intre perechile de baze -2612 si -2603, care este important
pentru activitatea enhancer-ului indusi de IL-1 beta, TNF alpha si
2-O-tetradecanoyl phorbol 13-acetat. Mutafia la situsul consens kappaB,
conduce la o pierdere completd a activitdtilor enhancer-ului indusa de stimuli.
Elementul secundar este box GC, localizat intre perechile de baze -64 si -59
care este important in mentinerea activitétii transcriptionale bazale.

Superexpresia rSP1 conduce la o cregtere a activitifi transcriptionale
hMCP-1, via box GC. Aceste date indicd faptul cd expresia MCP-1 este
controlatd prin cel putin doud elemente reglatoare: un situs kappaB gi box GC,
care este asociat, se pare, cu reglarea stimul-specificd i respectiv
tesut-specifica (8).

Un alt posibil mecanism care regleazd expresia chemokinei MCP-1 este
hiperexpresia proteinei AP-1, ce provoaca direct co-inducerea expresiei genelor
moleculelor de adeziune intercelulard (ICAM-1) si ale chemokinei, MCP-1 in
celulele endoteliale vasculare umane (EC). Expresia genei indusd de AP-1 se
produce printr-un mecanism independent de factorul nuclear kappaB. Deoarece
inducerea expresiei ICAM-1 si MCP-1 in EC a fost implicatd in activarea
endoteliului vascular $i intr-un numdér de afectiuni vasculare, s-a sugerat ca
activarea AP-1 poate juca un rol in patogeneza inflamatiei, angiogenezei si
aterogenezei (9).

Expresia MCP-1 in procese fiziologice

MCP-1 este neexprimat in osul normal sau in osteoblastele normale in
vitro, insd dupi stimularea cu mediatori inflamatori, chemokina MCP-1 este
hiperreglatd. Aceastd expresie este temporal §i spatial asociatd cu recrutarea
monocitelor atit in inflamatia cat si In timpul remodeldrii osului in procesul de
dezvoltare. De asemenea, s-a constatat cd MCP-1 exogen aplicatd osului
inflamat, amplificd recrutarea monocitelor. Monocitele produc factori care
influenteazi metabolismul oaselor, agsa cum sunt prostaglandinele, PDGF, IL-1
$i TNF, iar chemokinele MCP-1 care initiaza recrutarea acestorar par a fi de
asemenea, importante in metabolismul oaselor (10).

MCP-1, recruteazid si macrofage, fiind exprimata in corpul galben de la
sobolan unde creste cantitativ in timpul luteolizei. Expresia temporald i
spatiald a MCP-1 si modificarile in numarul macrofagelor au fost examinate
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imunocitochimic. Imunocolorarea MCP-1 a fost marcatd in cazul regenerarii
corpului galben comparativ cu cea din faza luteinica timpurie. Expresia MCP-1
a fost, de asemenea, marcata in peretele vaselor de sdnge care inconjura corpul
galben, comparativ cu cea din vasele localizate la distanta de acesta. Se
conclude astfel cd, expresia MCP-1 si numérul macrofaglor se amplifica odati
cu regresia corpului galben §i cd MCP-1 poate juca un rol in recrutarea
macrofagelor in timpul regresiei acestuia (11).

Nivelele circulante ale MCP-1, s-a demonstrat cd sunt amplificate intr-o
manierd dependentd de varstd; astfel, utilizand tehnica ELISA, s-a constatat ci
varsta reprezintd un predictor important al nivelelor circulante ale MCP-1, odati
cu Tnaintarea in varstd observandu-se cresterea acestora. O posibild explicatie ar
consta 1n faptul cd nivelul plasmatic al MCP-1 poate reflecta existenta
aterosclerozei, desi la pacientii cu boli coronariene sau cu accidente
cerebro-vasculare,acesta nu variaza in functie de varsta (3).

Celulele pigmentare ale retinei, situate intre retind si coroida
vascularizatd, formeazi o parte a barierei sdnge-ochi §i sunt importante in
homeostazia globului ocular. Aceste celulé sunt capabile sd produca o varietate
de citokine care pot juca un rol in raspunsurile inflamatorii intraoculare. S-a
urmdrit dacd celulele epiteliului pigmentar al retinei secretd citokinea anti-
inflamatorie TGF-beta 2 si citokina pro-inflamatorie MCP-1, intr-o maniera
polarizata. Secretia TGF-beta 2 si MCP-1 la polul bazal si la cel apical al
monostraturilor celulelor RPE netratate cu IL-1beta a fost analizatd prin ELISA.
S-a demonstrat cé secretia TGF-beta 2 nu este hiperreglatd de stimularea cu IL-
lbeta in schimb IL-1 beta induce puternic secretia MCP-1, preferential in
compartimentul bazal al monostraturilor RPE.

Astfel, se demonstreazd céd celulele RPE umane sunt capabile sd secrete
TGF-beta 2 si MCP-1 intr-o manierd polarizatd. De asemenea, se sus{ine ci,
MCP-1 poate fi secretat de celulele RPE in directia vaselor coroidale din partea
posterioard a ochilor, in timpul réspunsurilor inflamatorii, fapt ce poate limita
leziunile retinei neurosenzoriale (12).

Expresia MCP-1 modulati de diferiti stimuli

Monocitele si limfocitele T, implicate in rdspunsurile imune/inflamatorii
pot fi atrase din circulafie in fesuturi prin MCP-1, iar ulterior, monocitele pot fi
activate prin CSF, GM-CSF sau M-CSF.

Efectele IL-6 sau ale TGF-beta asupra productiei de MCP-1 sau CSF au
fost examinate in celulele foliculare tiroidiene (TFC). IL-6, fiind eficient numai
in prezenfa receptorului solubil IL-6R, stimuleazi expresia MCP-1 si GM-CSF,
dar are efect inhibitor asupra expresiei GM-CSF. TGF-beta stimuleazi expresia
atdt a MCP-1 si GM-CSF, dar supreseazi expresia M-CSF.
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Aceste rezultate sugereaza un posibil rol al 1L-6 sau TGF-beta in inifierea
si modularea raspunsurilor tiroid imune/inflamatorii (13).

Expresia chemokinelor, incluzand MCP-1 a fost examinatd in celulele
endoteliale ale venei ombilicale umane (EC) in urma tratamentului cu citokine.
S-a comparat efectul TGF-beta 1 asupra acestei expresii induse a chemokinelor
si s-a demonstrat cd TGF-beta are efecte imunosupresive pe celulele endoteliale.
EC exprimd mRNA MCP-1 si proteina, ca raspuns la TNF-alpha, IFN-gamma
sau IL-1beta, dar nu ca rispuns la. TGF-beta 1. TGF-beta 1 prin co-tratament
cu TNF-alpha sau IL-lbeta, dar nu cu IFN-gamma, reduce semnificativ
expresia mRNA MCP-1 si a proteinei comparativ cu tratamentul separat cu
TNF-alpha sau IL-1.

Pretratamentul cu TGF-beta nu are efect asupra expresiei MCP-1 indusi
de orice citokind, de asemenea, TGF-beta 1 nu are nici un efect asupra
stabilitdfii mRNA MCP-1. S-a demonstrat cd TNF-alpha provoaca o reducere a
expresiei p75 pe suprafata celulard iar tratamentul celulelor endoteliale cu
TGF-beta singur provoacd o reducere aditivd a expresiei p75 comparativ cu
tratamentul TNF-alpha singur.

Aceste observatii sustin existenta unor mecanisme aditionale prin care
TGF-beta exercita proprietdti imunosupresive asupra EC (14).

Un alt studiu evalueazd chemokinele exprimate de celulele endoteliale
umane derivate din piele (HDMEC) si reglarea expresiei acestor chemokine,
indusd de citokine. Dupa stimularea cu IL-1beta gi TNF-alpha, HDMEC si
HMEC (linie celulard endoteliald microvasculard umand) exprima nivele inalte
ale IL-8, GRO, MCP-1. RANTES a fost indus doar intr-o mica masura.

Tratamentul concomitent cu TNF-alpha si IFN-gamma conduce la
hiporeglarea RANTES, indicAnd o sinergie intre aceste doud citokine.
Chemokina CXC, IP-10 este hiporeglata prin actiunea IFN-gamma, dar nu ca
rezultat al actiunii altor citokine. MIP-1alpha si beta, 1-309 si ENA-78 nu pot fi
induse. Profilul chemokinelor din HDMEC si HMEC-1 a fost comparat cu acela
al chemokinelor din endoteliul venei ombilicale umane gi s-a gésit a fi similar
cu acesta, cu exceptia faptului cd IFN-gamma si IL-4 hiporegleazd MCP-1doar
in endoteliul macrovascular (15).

TNF- alpha este o citokina cu efecte majore asupra expresiei chemokinei
MCP-1. Astfel, s-a demonstrat cd TNF-alpha regleazi transcripfional expresia
MCP-1 murin. S-au realizat o serie de studii pentru a determina mecanismul
prin care TNF regleazi MCP-1 si s-a demonstrat ci doua situsuri distale kappa
B, o secventd hipersensibila dimetilsulfat i un situs SP-1 promotor proximal
sunt necesare pentru inductia TNF. Studiile de transactivare, realizate prin
co-transfectia vectorilor de expresie p50 si/sau p65 cu constructele MCP-1
demonstreazi c¢i TNF-alpha regleazi expresia MCP-1 prin intermediul
NF-kappa B. Acest studiu ilustreazd rolul crucial al p65 NF-kappa B in
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inducerea genei MCP-1 de cadtre TNF ca si in asamblarea enhancer-ului
dependent de NF-kappa B, in vivo (16).

Efectul IL-10 asupra productiei induse de LPS a chemokinelor
MIP-lalpha si MCP-1 a fost examinat la 16 subiecti sdnatosi care au fost
injectati intravenos cu LPS si cu IL-10. LPS induce o crestere tranzienta in ser a
MIP-1alpha, MIP-1beta si MCP-1 dar pretratamentul cu IL-10 inhiba eliberarea
chemokinelor indusd de LPS. Inhibarea productiei de MIP-lalpha si beta,
indusd de catre IL-10 este independentd de prezentia sau absenta anticorpilor
anti-TNF (17).

GM-CSF derivat din celulele tumorale gi activitatea tumoricidd a
macrofagelor, reduc tumorigenicitatea. Pentru a investiga implicarea sa in acest
fenomen, gena GM-CSF murind a fost transfectatd in celulele KM12SM - celule
de carcinom de colon uman - observandu-se o infiltrare densd cu PMN, urmati
de infiltrare cu macrofage, care se coreleazi cu expresia MIP-1alpha si MCP-1.
Incubarea macrofagelor cu GM-CSF induce expresia moleculelor de adeziune
ceulard CD11b, molecule ce au fost asociate cu cresterea atasamentului la celule
tumorale. Celulele KM12SM au fost iInalt sensibile la liza mediatd de
macrofage, in prezenta MCP-1 recombinant i a rGM-CSF.

In ansamblu rezultatele sugereazi ci GM-CSF derivat din celulele
tumorale, stimuleazd celulele polimorfonucleare si macrofagele sd secrete
MIP-1alpha si MCP-1, care determind recrutarea celulelor mononucleare,
induce expresia moleculelor de adeziune pe suprafata macrofagelor si cregte
citoliza dependents de contact a celulelor tumorale (18).

Activitatea chemotactici a MCP-1 poate fi alteratd prin tratamentul cu
peroxinitrit, un oxidant care poate nitra reziduurile de Tyr ale MCP-1, si astfel,
poate reduce activitatea chemotactica monocitard indusi de MCP-1, intr-o
manierd dependentd de dozi. Peroxinitritul reduce cuplarea MCP-1 la monocite
si conduce la formarea nitrotirozinei. Se concluzioneazi ci peroxinitritul poate
juca un rol in reglarea chemotaxisului monocitelor indus de MCP-1 (19).

Expresia MCP-1 in patologie
Expresia MCP-1 in infectii bacteriene

Infectia bacteriand coincide cu migrarea leucocitelor in circulatie, in
tesutul infectat cu bacterii. Recent, s-a demonstrat ci celulele endoteliale, dupd
cuplarea si ingestia Staphyloccocus aureus, expun proprietifi proinflamatorii
incluzind activitatea procoagulanti si cresterea expresiei ICAM-1 si VCAM-1
pe suprafafa celular, conducdnd la o superadeziune in principal pentru
monocite. '
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Cresterea extravazarii monocitelor la situsurile infectiei bacteriene este
facilitatd de productia locald a factorilor chemotactici. Se observa cd, dupa
infectia celulelor endoteliale umane cu bacterii acestea elibereazi MCP-1, care,
in schimb, stimuleazd chemotaxisul monocitelor. Astfel, dupd 24 ore, dupi
ingestia S. aureus, celulele endoteliale elibereazd cantitifi semnificative de
MCP-1, intr-o manierd dependentd de numdrul si de virulenta bacteriilor
utilizate pentu infectie. Kineticile, ca de asemenea, cantitatea de MCP-1
eliberatd de celulele endoteliale infectate cu S. aureus, diferd marcat de acelea
eliberate de celulele endoteliale stimulate cu IL-1 beta.

Se concluzioneazi ci celulele endoteliale pot initia si sustine activ un
raspuns inflamator dupé invazia microorganismelor patogene, fara a fi necesara
o interventie cu citokine proinflamattorii derivate din macrofage (20).

Expresia MCP-1 in nefrite

IL-6, un factor de crestere autocrin pentru celulele mesangiale, si
chemokinele care sunt eliberate de celulele mesangiale activate gi care induc
infiltrarea leucocitelor, joaca un rol critic in progresia bolilor renale mediate de
sistemul imun. S-a analizat dacd IL-6 singur sau in combinatie cu forma
solubild a receptorului sdu, poate induce celulele mesangiale umane normale
(NHMC) si elibereze chemokine alpha si sau beta (MCP-1, IL-8, RANTES).

Se constatd ca doar tratamentul sincron al IL-6 cu IL-6R este eficient in
inducerea eliberdrii semnificative a chemokinelor in celulele NHMC. Astfel,
tratamentul cu IL-6 si IL-6R determind un efect sinergic puternic asupra sintezei
si eliberdrii MCP-1, dar nu are nici un efect asupra IL-8, RANTES sau
MIP-lalpha. S-a demonstrat cd NMHC exprima doar lantul de transducere a
semnalului (gp130) nu si subunitatea specifcé a receptorului IL-6 (gp180).

Aceste constatdri sustin implicarea IL-6 in reactiile inflamatorii ale
rinichiului prin reglarea selectiva a recrutérii monocitelor (21).

Secrefia MCP-1 de cidtre celulele mesangiale umane, se produce si ca
raspuns la acfiunea IL-1 gi aceastd secrefie are un rol central in amplificarea
rdspunsului inflamator in glomerulonefrita (22).

Mecanismul prin care IL-1 regleaza transcriptia sa nu a fost elucidat. S-a
observat cd membrii familiei kappa B/rel (NF-kappa B), pot regla expresia
MCP-1 intr-o maniera specificd de fesut sau de stimulare. Prin analize Western
blot s-a caracterizat actiunea membrilor familiei NF-kappa B care cupleaza la
doud situsuri NF-kappa B ale enhancer-ului MCP-1 (A;si A;), in vitro.
Transactivarea genei MCP-1 a fost investigatd prin transferul enhancer-ului in
celulele mesangiale.

S-a observat ci celulele mesangiale umane primare -contin in plus
fajd de p50 (NF-kappa B,) si p65 (RelA), oncoproteina c-rel si RelB, dar nu p52
(NF-kappaB,).
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II.-1 induce c-rel si formeze un complex cu p65, care cupleazi
la situsul A; MCP-1, dar nu la A,. IL-1 hiperregleazi activitatea transfectata a
enhancer-ului MCP-1. Co-transferul enhancer-ului cu heterodimerul c-rel p65
poate transactiva selectiv gena MCP-1 via situsurilor A;si A;, in celulele
mesangiale. Deci, c-rel poate amplifica transcriptia MCP-1 in celulele
mesangiale §i poate determina amplificarea expresiei genei in glomerulul
infectat (22).

Se sustine c@ interac{ia dintre celulele mesangiale (MC) si
monocite/macrofage (Mo/Mo) este o trasdturd patogenicd importantd a
glomerulonefritei dar mecanismul sdu nu este incd elucidat. Interactiunile
celuld-celuld au fost examinate in conditiile expresiei MCP-1 iar rezultatele
releva ci adeziunea celulard a culturilor de macrofage la celulele mesangiale,
induce expresia MCP-1 care este observatd, in principal, in celulele
mesangiale. Se pare cd inducerea expresiei MCP-1 este, cel putin in parte,
mediata de activarea factorului kappa B, care se produce preferential in celulele
mesangiale (23).

S-a observat cd inhibitorii Angiotensin-converting enzyme (ACE) reduc
infiltrarea macrofagelor in cateva modele de injurie renald i s-a emis ipoteza ca
angiotensin (Angll) poate fi implicatd in recrutarea celulelor inflamatorii in
leziunile renale prin inducerea sintezei MCP-1. Intr-un model de nefrits imun,
s-a observat o hiperreglare a MCP-1 renal (mRNA si proteina) in asociatie cu
infiltrarea celulelor mononucleare, procese reduse semnificativ prin tratamentul
cu inhibitorul ACE, quinapril. Expunerea celulelor mesangiale de sobolan la
Angll amplificd expresia ( 2,5ori ) §i sinteza ( 3ori ), similar cu efectele
observate la actiunea TNF-alpha. Intrucat NF-kappa B este implicat in reglarea
genei MCP-1, s-a investigat dacd efectele Angll sunt mediate tot prin activarea
factorului NF-kappa B si s-a observat cd Angll activeazid NF-kappa B ( 4.30ri )
iar inhibitorul NF-kappa B pyrolidine dithiocarbamate abolegte activarea NF-
kappa B si expresia genei MCP-1, induse de ciitre Angll in celulele renale.
Acesta poate fi un mecanism care poate explica in viitor efectele benefice ale
inhibitorilor ACE 1n bolile renale progresive (24).

MCP-] in astm

Chemokinele beta sunt cunoscute pentru rolul lor fundamental in
dezvoltarea bolilor alergice ale ciilor aeriene printre care §i astmul. S-a
demonstrat cd celulele muschilor netezi ai ciilor aeriene umane (HASMC) nu
au doar functii contractile ci sunt capabile si exprime si s secrete chemokine
ale familiei MCP/eotaxin.

Nivelele de expresie ale MCP (MCP-1,-2, -3)mRNA au fost comparate cu
acelea ale mRNA RANTES in 1in cultura de HASMC. Aceste celule exprimd
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mRNA MCP si RANTES dupd stimularea cu IL-lbeta, TNF-alpha si
IFN-gamma. MCP mRNA a atins un nivel maxim la 8 ore dupa stimulare, in
timp ce expresia mRNA RANTES s-a observat la 24 ore, dupa stimulare.
Expresia mRNA MCP, indusad de citokine in HASMC, a fost asociatd de
eliberarea MCP, care a fost inhibatd prin dexametazona gi postranslational
prin IL-4.

Se poate sustine cd HASMC participa activ la patogeneza astmului prin
expresia si eliberarea chemokinelor implicate in generarea raspunsului
inflamator caracteristic al bolilor alergice ale céilor respiratorii (25).

Studii realizate pe un caz particular de astm si anume astmul indus de
diisocyanate (DOA) si s-a observat cé existd o asociere, in vitro, intre aceasta
formd de astm si factorii eliberatori de histamind stimulati de antigenul
diisocynate in PBMC. Chemokinele identificate in supernatantele PBMC, se
cunosc a exprima activitatea factorului eliberator de histamina.

PBMC de la muncitorii expusi la diisocyanat, s-au testat in vitro, pentru
necesarul specific de diisocyanat al MCP-1, MCP-3, MIP-1 alpha, RANTES,
IL-8 si citokinele celulelor T care pot juca un rol reglator in sinteza citokinelor
(IL-4, IL-5, IFN-gamma gi TNF-alpha). Muncitorii cu DOA prezinta PBMC ce
expun cresteri semnificative ale secrefiei MCP-1 comparativ cu muncitorii
asimptomatici expusi la diisocyanate.

Cuantificarea citokinelor in supernatante arata o productie medie crescuté
de IL-8 si TNF-alpha, in timp ce IFN-gamma, IL-4 si IL-5 nu erau crescute la
subiectii DOA.

Astfel, stimularea antigenicd a secretiei MCP-1 si TNF-alpha, sugereazi
cd reactiile imune celulare specifice diisocyanate au drept rezultat activarea
macrofagelor, care pot fi importante in patogeneza DOA (26)..

MCP-1 in boli alcoolice de ficat

Bolile alcoolice de ficat sunt asociate cu cresterea expresiei hepatice a
MCP-1 si a MIP-lalpha. Concentratiile MCP-1 in ser sunt mai inalte in
hepatitele alcoolice comparativ cu ciroza sau comparativ cu subiectii control
sdnatogi. Concentratiile MIP-1alpha au fost sub sensibilitatea de detectare la cei
mai mulfi pacienti insd concentratiile din ser ale MCP-1, au fost corelate
semnificativ cu aspartat aminotransferaza §i creatinina serici. In hepatitele
alcoolice severe, concentratile MCP-1, au fost mai inalte in venele
hepatice comparativ cu venele periferice; in hepatitele alcoolice blande nu
exista diferente.

Secretia de citre celulele mononucleare atat a MCP-1 cat si a MIP-lalpha,
este mai inaltd in hepatitele alcoolice severe comparativ cu controalele
sdndtoase, iar mRNA-ul chemokinei a fost identificat in monocite (27).
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Aceste rezultate sus{in MCP-] drept candidat pentru activarea si
infiltrarea celulelor mononucleare in hepatitele alcoolice (AH). Productia
MCP-1 de catre monocitele de la pacientii AH a fost redusd, in vitro, prin
pretratamentul monocitelor cu N-acetilcisteina §i, de asemenea, este redusi la
pacientii ameliorati clinic, dupa 6 luni. Nivelele plasmatice ale MCP-1 au fost
sub limitele de detectare ale tehnicilor utilizate atat la pacienfii AH cét si la
subiectii normali.

S-a observat cd monocitele de la pacienfii cu AH produc atat nivele
constitutive ale MCP-1, dar, de asemenea produc nivele inalte ale MCP-1 atunci
cand sunt stimulate cu LPS (28).

MCP-1 in boli inflamatorii intestinale

Boala intestinald inflamatorie (IBD) indica disfunctii inflamatorii acute
ale tractului gastrointestinal de etiologie necunoscutd. Perturbarea sistemului
imun intestinal la nivel celular i umoral constituie un element important in
patogeneza multifactoriald a IBD.

Expresia citokinelor proinflamatorii (IL-1, IL-6, TNF-alpha) si a
chemokinelor (IL-8, ENA-78, MCP-1, RANTES), in mucoasa intestinald de la
pacienfi IBD este marcat crescutd, totusi nu este intotdeauna insofitd de
cresterea nivelelor serice ale citokinelor. In IBD se observd §i modificiri
importante in expresia tisulard a citokinelor imunoreglatorii. Astfel, se observa
nivele crescute ale IL-2 mRNA si IFN-gamma precum s§i nivele scazute ale
IL-4 in mucoasa intestinala inflamata (29).

Se sustine cd chemokinele sunt importante pentru recrutarea
granulocitelor si a celulelor mononucleare si astfel, pentru menfinerea
inflamatiei in colitele ulcerative (UC). Pentru a examina rolul chemokinelor in
progresia bolii a fost studiatd expresia proteinei 10 (IP-10) indusd de
IFN-gamma ca, de asemenea, expresia IL-8, MCP-1, MCP-3 si MIP-1alpha, atat
la pacientii UC cét si la indivizi control.

S-a constatat cd chemokinele analizate se exprimd in celulele ce
infiltreaza lamina propria dar nu si in celulele epiteliale. Procentajul celulelor
ce exprima IP-10, IL-8, MCP,1 si MCP-3 a fost semnificativ crescut in toate
mostrele UC, comparativ cu controalele. Expresia MIP-lalpha nu a fost
detectatd nici la controale nici la indivizi UC (30).

Celulele colonului au o productie diferenfiatd de chemokine care se
presupune cd ar contribui la infiltrarea crescutd, caracteristici de populatii de
leucocite selectate in boala inflamatorie a colonului.

IL-13 amplificd secretia IL-lalpha ce induce IL-8 in linia HT-19.
Combinafia TNF-alpha i IFN-gamma stimuleazi minim reglarea activdrii
expresiei mMRNA RANTES si MCP-1 in celulele HT-29. Aceeasi stimulare
induce insa o expresie mai puternici a secretiei mRNA IL-8.
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Pretratarea cu IL-13 sau IL-4 reduce semnificativ RANTES si MCP-1,
dar nu expresia secrefiei mRNA IL-8. Dimpotriva, IL-10 nu are efect asupra
generarii mMRNA RANTES, MCP-1 si IL-8.

Deci productia de chemokine de citre celulele epiteliale colonice poate fi
diferit reglatd de citokine derivate din celulele T si sugereazi un interjoc intre
celulele epiteliale si limfocitele T, potential important in inflamarea intestinului
gros (31).

MCP-1 in inflamatia §i injuria creierului

Injuria in tesuturile ne-neuronale stimuleazd expresia chemokinelor ce
conduc la migrarea celulelor inflamatorii responsabile de procesul de reparare.
Semnalele implicate in procesul de reparare a leziunilor din creier sunt foarte
putin intelese.

Se presupune ca in urma injuriei creierului, chemokinele se exprimi si
regleazd rata gi patern-ul acumuldrii celulelor inflamatorii. Au fost evaluate
patern-urile expresiei mRNA pentru chemokinele alpha si beta (MCP-1/JE,
MIP-1alpha, MIP-1beta, RANTES) precum si acumularea leucocitelor in urma
leziunilor cerebrale. Leziunile cerebrale analizate se datorau in parte aditiei
endotoxinei bacteriene LPS, care stimuleazi expresia citokinelor. In leziunile
induse de LPS, toate citokinele se exprimé la nivele crescute. MCP-1 si MIP-
alpha erau crescute la doud ore si atingeau un varf la 6 ore, MIP-1beta atingea
un nivel maxim la 6 ore dar scddea mai rapid decdt MCP-1 sau MIP-1 alpha iar
IP-10 avea un peak la 6 ore si prezenta un declin rapid. Spre deosebire de
inductiile induse LPS, injuriile sterile, produse in absenta endotoxinei, induceau
doar mRNA pentru chemokina beta MCP-1 iar expresia sa era intdrziatd
comparativ cu expresia citokinelor din injuriile corticale induse de LPS.

Prezenta mesajului chemokinic la aproximativ o ord indica faptul ca
expresia acestei clase de molecule este un rdspuns timpuriu in procesul de
reparatie ulterior injuriei traumatice a creierului. In leziunile corticale induse de
endotoxina bacteriand se observdi o acumulare mai rapidd a
macrofagelor/microgliilor, de asemenea, se observd activarea suplimentard a
microgliilor din marginile leziunii precum §i o acumulare celulard mai mare,
comparativ cu leziunile sterile.

Aceste rezultate sustin capacitatea creierului de a exprima multiple gene
pentru chemokine, in conditiile unei stimuldri adecvate (exemplu: tratamentul
cu LPS). Gradientul activarii microgliei este corespunzitor leziunii care
stimuleazi eliberarea de chemokine la situsul injuriei (32). |

Expresia chemokinelor in sistemul nervos post-traumatic a fost studiat
pe un model de degenarare wallerianid a axonilor din sistemul nervos periferic
§i s-a constatat cd celulele Schwann pot inifia procesul degenerarii walleriene
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prin eliberarea citokinelor proinflamatorii (IL-1beta, MCP-1, 1L-8 si IL-6)
implicate 1n recrutarea si diferentierea leucocitelor.

O comparatie a patern-ului secretor dintre explantele de nervi si celulele
Schwann cultivate, sustine c@ fiecare citokind a fost reglatd diferential prin
absenta factorilor de crestere sau a fragmentelor membranei axonale. Intrucat
degenerari similare degenerarii walleriene se produc intr-o largd varietate de
neuropatii periferice, productia citokinelor mediatd de celulele Schwann poate
juca un rol important in multe bolii (33).

Expresia chemokinelor MCP-1, MCP-2, MCP-3 a fost, de asemenea
studiatd in leziuni de scleroza multipla (MS) la indivizi cu vérste §i nivele ale
activitafii inflamatorii  diferite. Imunocolorarea pentru MCP-1, -2, -3, a
leziunilor de sclerozd multipld cronice-active sau acute, este proeminentd in
centrul leziunii iar reactivitatea este abrupt diminuatd la periferia leziunii.
Astrocitele hipertrofice apar puternic reactive iar celulele inflamatorii prezinta o
reactivitate variabild. Creierele normale, de control nu prezinta
imunoreactivitate pentru MCP-1,-2 si -3.

Desi distribufie celulard a celor trei membrii ai acestei familii este
similard, anticorpii pentru MCP-3 induc coloratii proeminente ale matrixului
extracelular, care nu au fost descrise pentru MCP-1 si MCP-2.

Toate aceste experimente sustin implicarea chemokinelor proceselor de
reparatie de la nivelul creierului (34). _

In meningitele virale, riaspunsul inflamator implici celulele T si
monocitele, care sunt necesare in spatiul subarahnoidian. S-au investigat
semnalele chemotactice ce atrag celulele la locul inflamatiei din meninge si s-a
constatat cd patru citokine §i anume MCP-1, RANTES, MIP-lalpha si
MIP-1beta precum si citokinele IL-15 si IL-16 sunt prezente in lichidul
cerebrospinal al pacientilor cu meningité virald. Rezultatele indicd o implicare a
MCP-1 si IP-10 intrucdt s-a constatat cd spre deosebire de alte chemokine,
MCP-1 si IP-10 sunt prezente in 97% si 79% din CSF, la concentratii suficiente
pentru a induce chemotactismul celulelor mononucleare, de asemenea, s-a
observat cd mai mult de 90% din CSF-urile din meningitele virale induceau
chemotaxisul celulelor mononucleare din singele periferic (PBMC) (35).

MCP-] in endometriozd

Endometrioza, una din cele mai frecvente boli ginecologice, este
dependentd de estrogeni §i este adesea asociatd cu modificdri imunologice.
Acestea includ amplificarea activirii §i infiltrdrii macrofagelor in implanturile
endometriotice ca §i in implanturile care se dezvolti in cavitatea peritoneald. In
ciuda rolului critic al estrogenilor in dezvoltarea acestei boli, mecanismele
biochimice nu sunt cunoscute.
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S-a demonstrat cad estradiolul (E;) creste responsivitatea celulelor
endometriotice la citokinele proinflamatorii IL-lbeta prin hiperreglarea
expresiei MCP-1 indusa de catre IL-1, in timp ce progesteronul nu are efecte
semnificative.

Analizele de imunohistochimie ale expresiei MCP-1 1in {esutul
endometriotic relevad o imunocolorare intensa atit in glandele epiteliale cét si in
stroma indiferent de faza ciclului menstrual, ceea ce este in conformitate cu
datele obtinute pe culturi de celule si indicad faptul ca expresia MCP-1 nu este
subiect de variatie ciclica.

Constatdrile acestui studiu furnizeazi dovezi care sustin cid E,
hiperregleazi, desi pe o cale indirectd, expresia unui factor activator si
chemotactic puternic, de catre celulele endometriale ectopice, care se poate
produce local la situsul inflamator si poate contribui la activarea
macrofagelor peritoneale, si releva o noud cale de actiune a E, in patofiziologia
endometriozei (36). ‘

In fluidul peritoneal al femeilor cu endometriozi, s-au detectat nivele
inalte ale MCP-1. Un studiu asupra endometriozei investigheazi dacd expresia
MCP-1 este indusd de adeziunea celulelor stromale endometriale sau acest
proces este mediat de integrine.

Dupd cum este cunoscut, endometrioza este o boald care se datoreaza
abilitafii edometrului menstrual de a se implanta si a creste, proces dependent de
conexiunile celuld-celuld sau celuld-matrix (ECM), conexiuni ce pot fi mediate
de integrine. Se demonstreazi ci integrinele sunt asociate cu adeziunea
celulelor endometriale in endometrioza si conduc la hiperreglarea expresiei
genei MCP-1 si a secretiei proteinei.

Disruptia citoskeletului de actind prin tratarea celulelor cu citochalasin D,
blocheaza complet cresterea MCP-1 indusa ca raspuns la activarea integrin. Prin
urmare adeziunea ECM este un eveniment important care conduce la stimularea
expresiei MCP-1, iar acest proces este mediat de integrine (37).

MCP-1 in miopatie inflamatorie

Miopatiile inflamatorii idiopatice (IIM) sunt boli musculare cu
patogenezad autoimund caracterizate de infiltrarea celulard mononucleard a
tesutului muscular. Intuct acumularea celulelor imune la situsul competitiei
antigenice este, uzual, mediatd de chemokine, s-a evaluat expresia a doud beta
chemokine - MCP-1 si MIP-lalpha - la pacienfii cu poliomiozitd,
dermatomiozita, si s-a corelat expresia lor cu alterdrile patologice din muschi.
Transcriptele MCP-1 si MIP-1alpha au fost detectate, prin PCR, in tofi muschii
de la bolnavii IIM dar nu la control. Prin imunocitochimie, chemokinele au fost
detectate in toate sectiunile muschilor 1IM, localizate in celulele inflamatorii
mfiltrunte si, de asemenea, in matrixul extracelular din apropiere.
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Avind in vedere abilitatea cunoscutd a chemokinelor de a cupla
matrixul extracelular si posibilitatea lor de sintezd de citre componentele
matrixului extracelular, s-a sugerat cd acumularea chemokinelor in matrixul
extracelular poate actiona ca un factor de micromediu ce amplifica activarea si
migrarea limfocitelor, prin care se mentine atacul impotriva antigenilor
musculari necunoscuti (38).

MCP-1 in infectii parazitare

Conform definifiei MCP-1 este o chemokind cu rol critic in bolile
inflamatorii acute si cronice sustindndu-se implicarea sa §i in infectii parazitare.

Pentru a demonstra aceastd posibilitate, soareci Balb-C au fost infectafi
cu Trichinella spiralis, iar dupa infectie au fost sacrificati la intervale diferite de
timp si au fost cuantificate nivelele serice ale MCP-1 si TNF-alpha. Nivelele
MCP-1, pentru un interval de studiu de 50 zile, cresc si ating un maxim la 33
zile si ulterior scad, in timp ce nivelele TNF-alpha in ser au rdmas identice pe
tot intervalul. Serul de la soarecii neinfectati nu contine nivele detectabile ale
MCP-1 sau TNF-alpha dar toate aceste date nu elucideazi rolul si functia
MCP-1 in bolile inflamatorii parazitice (2).

O altd boald parazitard, keratita oncocercald, indusi de infectia cu
Onchocerca valvulus, a fost studiatd din punct de vedere al efectelor citokinelor
si al expresiei chemokinelor.

Keratita oncocercalda poate fi indusd la soareci prin imunizdri SC si
injectare intracornealda a O. valvulus Ags (OvAg) solubil iar rédspunsul
inflamator este dependent de celulele T si de IL-4. intrucét IL-12 recombinant
afecteazd rdspunsurile mediate de Th2, dependente de IL-4, in alte infectii
parazitare gi in modele de astm alergic, s-a incercat determinarea efectului IL-12
in keratita oncocercala.

Surprinzitor este faptul cad tratamentul cu IL-12 provoacid exacerbarea
patologiei corneale care era’ asociatdi cu cresterea infiltrafiei celulelor
mononucleare §i a eozinofilelor in stroma corneand. Corespunzator cu efectul
cunoscut al IL-12 asupra dezvoltarii celulelor Thl, corneea animalelor tratate cu
IL-12 prezintd expresia crescutd a citokinelor Thl, IFN-gamma i expresia
diminuatd a citokinelor Th2 - IL-4, IL-5, IL-10, IL-13. Totusi corneea acestor
animale prezenta o cregtere marcat a chemokinelor alpha si beta cunoscute a fi
active pe eozinofile gi mononucleare: Ip-10, MIP-1alpha, MIP-1beta, JE/MCP-1
si RANTES.

Aceste date susfin cd IL-12 exacerbeazd patologia corneeani mediatd
OvAg, prin amplificarea expresiei chemokinelor (induse de agentul patogen) si
a necesarului de celule inflamatorii (39).
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MCP-1 in diabet

In dezvoltarea diabetului dependent de insulini celulele Thl, nu insi si
celulele Th2 conduc la distructia insulelor beta si la debutul bolii. Pentru a
identifica evenimentele care regleaza intrarea celulelor CD4 in pancreas, s-au
transferat celule Thl si Th2 induse in vitro de la celule CD4 trasgenice TCR
specific de insuld, la recipien{i imunodeficienti (NOD scid).

Desi ambele subseturi infiltreazd pancreasul §i necesitd receptori de
adeziune multipli (adresin in nodulii limfatici periferici, molecula-1 de adeziune
celulard adresin mucosal, LFA-1, ICAM-1 si VCAM-1) asupra endoteliului
vascular, intrarea §i acumularea celulelor Thl este mai rapidd decat aceea a
celulelor Th2, si doar celuleleTh1 induc diabet.

In vitro, celulele Thl erau distincte de celulele Th2 prin capacitatea de a
sintetiza mai multe citokine care includ limfotactinul, MCP-1, MIP-1alpha, pe
cand ambele subseturi produceau MIP-1beta. Unele din aceste citokine cum ar
fi RANTES, MCP-3, MCP-5, s-au asociat cu celulele Thl dar nu cu celulele
Th2 infiltrate pancreatic.

Aceste rezultate demonstreazd polarizarea expresiei chemokinelor pe
celulele Thl si Th2 in micromediul pancreasului, in corelatie cu infiltratele
inflamatorii distinctive care determind dacd celulele beta producitoare de
insulind sunt protejate sau distruse (40).

MCP-1 in infectia cu HIV

Importanta expresiei chemokinelor in infectia HIV-1, a fost subliniati
prin descoperirea faptului ca infectia celulelor T CD, (+) cu tulpinile M-tropice
ale HI'V, este antagonizatd de chemokinele RANTES, MIP-1alpha gi MIP-1beta,
care sunt liganzi naturali ai CCRS - un co-receptor major pentru HIV-1 tropic
pentru macrofage (M-tropic).

intr-o manierd similars, liganzii MCP-1 si MCP-2 ai CCR2b, inhibi
infecfia productivi a PBMC cu tulpinile HIV-1 dependente CCRS si CCR4,
sugerdnd c# expresia chemokinei MCP-lpoate afecta infectia HIV, via
semnalizdrii prin receptorul CCR2 si desensibilizarea ulterioard a ciii de
semnalizare a CCRS5 si/sau CXCR4. Intrucat receptorii chemokinici joaca un rol
major in fuziunea/intrarea HIV, iar chemokinele exercits efecte reglatorii asupra
infectiei HIV-1, s-a examinat patern-ul expresiei genelor pentru chemokine in
celulele mieloide infectate cu HIV-1 ca si in monocitele/macrofagele primare.
Infectia cronica HIV-1 a celulelor U937, amplificd expresia genelor RANTES,
MIP-1alpha, MIP-1beta si IL-8, dar inhib3 puternic transcriptia genei MCP-1
indusa de TNF-alpha.
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Inhibitia transcriptiei gi secrefieit MCP-1, mediata HIV-1, a fost corelat3
cu o intdrziere a cuplirii NF-kappa B la promotorul MCP-1, indusd de HIV-|
sau de semnal. Aceastd inhibare a expresiet genei MCP-1, poate furniza un
mecanism prin care HIV-1 se sustrage de influenfa expresiei chemokinelor in
celulele monocitare (41).

Un alt studiu sustine cd dementa asociatd SIDA, caracterizatd prin
pierderea neuronilor §i prin leziuni sinaptice, are ca predictor central pentru
debutul clinic infiltrarea cu monocite si macrofage a parenchimului sistemului
-nervos central. Utilizdnd o co-culturd de celule endoteliale si astrocite, s-a
examinat mecanismul prin care factorul derivat HIV, si anume Tat, poate
facilita transmigrarea monocitelor, si s-a demonstrat cé tratamentul co-culturii
cu Tat HIV-1, induce semnificativ MCP-1. Sursa expresiei MCP-1 s-a constatat
cd sunt astrocitele si nu celulele endoteliale.

Supernatantele de la coculturi tratate cu Tat, induc transmigrarea
semnificativdi a monocitelor la 2,5 ore dupd adifia PBMC. Pretratamentul
acestor supernatante cu anticorpi anti MCP-1 blocheazd complet transmigrarea.
Analizele de flow citometrie ale PBMC stimulate Tat, demonstreazi cd Tat
hiperregleazi expresia CCR5 pe monocite Intr-o manierd dependentd de timp.
Aceste date sustin ca Tat-HIV poate facilita recruterea monocitelor in SNC, prin
inducerea expresiei MCP-1 in astrocite (42).

Proteina Tat HIV-1 s-a dovedit a fi un chemoatractant principal pentru
monocite §i s-a observat ca prezintd aminoacizi conservafi la situsurile critice
ale chemokinelor familiei de molecule cunoscutd pentru abilitatea de a atrage
monocitele. Tat sintetic gi un peptid (Cys Lass;), ce cuprinde regiunea
“chemokine-like” a Tat, induc un influx rapid si tranzient de Ca** in monocite
si macrofage, analog chemokinelor beta. Se demonstreazd cd Tat Imparte
receptorii cu MCP-1, MCP-3 si eotaxin gi este capabild sd lege chemokinele
beta la receptorii beta chemokinici CCR2 si CCR3 dar nu la CCR1, CCR4 si
CCRS5. HIV-Tat mimeazi, se pare, trasiturile chemokinelor beta gi faciliteazd
activarea si infectia HIV (43).

Chemokinele care regleazd infiltrarea macrofagelor s-au mdisurat in
fluidul cerebrospinal al indivizilor HIV () si HIV(+), cu sau fird boala
neurologica §i s-a constatat cd RANTES, MIP-1alpha, MIP-1beta gi IL-8 sunt
foarte crescute in dementa HIV. MCP-1 este corelat cu CSF viral si severitatea
dementei i el creste dupd un timp la pacientii care dezvoltd dementa (44).

MCP-1 in cancer ovarian
MCP-1 este un important mediator al infiltrarii monocitare in variate

tumori solide cu origine epiteliala. S-a evaluat rolul MCP-1 in evolutia
cancerului ovarian §i s-au determinat valorile sale ca marker de diferentiere §i
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de prognostic intr-un studiu retrospectiv ce cuprinde 86 paciente cu carncer
ovarian, 48 cu cancer ovarian primar §i 38 cu cancer ovarian recurent, 68
paciente cu chisturi ovariene benigne si 42 de femei sénatoase.

Nivelele medii in serul pacientelor cu cancer ovarian primar, cancer
ovarian recurent, chisturi ovariene benigne si la femei sénétoase a fost 535, 6 pg
ml (-1), 427, 3 pg ml (-1), 371, 2 pg ml (-1) si 318, 7 pg ml (-1). Modelele de
regresie relevd o influentd semnificativd a nivelelor serice ale MCP-1 asupra
pacientelor cu cancer ovarian primar contra pacientelor cu chisturi benigne si
contra femeilor sinitoase. Pe un model de regresie multivariatid, considerand
nivelele serice simultane ale MCP-1 si CA125, atdt MCP-1 cat si CA125 releva
o semnificafie statistici asupra subiectilor cu cancer ovarian impotriva celor cu
chisturi benigne.

La pacientele cu cancer ovarian, nivelele serice ale MCP-1 aratd o
corelatie semnificativd statisticd cu gradul histologic si vérsta la momentul
diagnozei.

in ansamblu aceste date sustin ca MCP-1 poate juca un rol functional in
istoria cancerului ovarian §i poate servi ca marker de diferentiere intre chisturile
benigne §i cancer ovarian (45).

Rezultate recente sustin cd semnalele proinflamatorii i anti-inflamatorii
regleazd expresia receptorului chemokinic pe monocite. Astfel, s-a examinat
expresia CCR2, receptorul ce cupleazd MCP-1, in macrofagele asociate
tumorilor (TAM) de la pacientii cu cancer ovarian. TAM izolat de la carcinoma
ovariand ascitic3 sau solidd, expune mRNA CCR2 defectiv, prezintd o expresie
de suprafata deficientd si nu migeraza ca raspuns la MCP-1.

Defectul a fost selectiv pentru CCR2 intrucdt CCR1 gi CCRS au fost
exprimate normal in TAM. Expresia genei CCR2 si raspunsul chemotactic la
MCP-1 a fos redus la o extindere mai micd in monocitele sidngeluli de la
pacientii cu cancer. Nivelele mRNA CCR2 si raspunsul chemotactic la MCP-1
a fost drastic redus in monocitele cultivate proaspete in prezenta ascitelor din
tumorile pacientelor cu cancer. Anticorpii anti TNF-alpha refac nivelele mRNA
in monocitele cultivate in prezenta fluidului ascitic.

Constatarea expresiei defective a CCR2 in TAM, dependentd masiv de
productia locald de TNF, este in conformitate cu datele anterioare asupra
hiporeglarii receptorilor chemokinici prin molecule proinflamatorii.in prezenta
inflamatiei cronice sau a tumorilor avansate, hiporeglarea sistemici a
receptoruluj prin molecule proinflamatorii, ajunse in circulatia sistemica, pot
avea importan{d pentru chemotaxisul deficient §i pentru capacitatea deficientd
de a amplifica rdspunsurile inflamatorii asociate cu neoplazia avansata (46).
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MCP-2
(Monocyte Chemotactic Protein-2)

MCP-2 (Monocyte Chemotactic Protein-2) este un membru al subfamiliei
de chemokine CC sau B, cu o omologie secventiala de peste 60% cu MCP-1 i
MCP-3 si cu 30% cu MIP-1a, RANTES, MIP-1f. In ciuda acestei omologii
secventiale cu alte chemokine CC, MCP-2 pare a avea proprietdfi junctionale
unice in comparatie cu alte chemokine CC, cum ar fi MCP-1 si MCP-3 (47).

Gena MCP-2 este situatd pe cromozomul uman 17q 11.2 “YAC contig”
avand cu genele MCP-1 si MCP-3 o structurd comuna intron-exon §i o gmologie a
secveniei de nucleotide de 77%. Gena MCP-2 este localizatd impreun cu genele
eotaxin, MCP-1, MCP-3, MCP-4 pe cromozomul 17q 11.2 (48).

S-a detectat mRNA MCP-2 de 1,0 Kb predominant in intestinul subfire,
sdngele periferic, inimé, placentd, plamén, muschi scheletic, ovar, colon,
pancreas si timus. Transcriptele de 1,5 si 2,4 Kb s-au gésit in testicuyl, intestin
subtire si colon (49).

MCP-2 este secretatd de o varietate de tipuri celulare normale, incluzind
fibroblastele, celulele epiteliale si leucocitele, precum si de celulele tumorale.
Dupa stimularea cu diferite citokine si inductori citokinici, nivelele MCP-2 sunt
intotdeauna mai scézute decat acelea ale MCP-1. In fibroblastele diploide
umane, citokinele regleazi diferential inductia chemokinelor, IL-1f, IFN-y si
TNF-a, fiind stimuli ai MCP-1 si MCP-2. Se poate presupune ¢, producerea
sinergici a MCP-1 gi MCP-2 indica o contributie egali a acestor chemokine in
conditii patologice si normale (50, 51). -«

MCP-2 a fost izolatd inifial din celulele osteosarcoma stimulate ca 0
chemokind co-produsi cu MCP-1 si MCP-3. ¢cDNA-ul MCP-3 complet s-a
clonat dintr-un cDNA din midduva osoas3 umani. S-a constatat ci existd
doua variante alelice MCP-2 datoritad pozitiei 46, codonii a doudi reziduuri (Lys
46 si Gln 46). A fost codificata o proteind MCP-2 de 76 reziduuri, dar diferd de
secvenfa cDNA MCP-2 din codonul 46 care codificd o Lys in loc de Gln (51).

Nu s-a observat nici o diferenta in activitatea biologica dintrre isoformele
rMCP-2 Gln 46 si rMCP-2 Lys 46. Totusi, pentru ambele variante MCP-2,
pyroglutamatul NH2 - terminal s-a aritat a fi esential pentru chemotaxis, dar nu
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pentru mobilizarea calciului. Astfel, pGlu NH2 - terminal in MCP-2 este
necesar pentru activitatea chemotactica, dar si ca el protejeazi contra degradirii
de catre proteaza CD26/dipeptidil peptidaza IV (CD 26/DPP IV) (52).

Chemokinele mediaza activitaile lor prin receptorii cuplati la proteina G.
Receptorii pentru MCP-2 sunt: CCR1 pe monocite, eosinofile, bazofile si Thl;
CCR2 pe monocite, bazofile, neutrofile, Th2; CCR3 pe Th2, eosinofile,
bazofile, Thl, menocite (53, 54).

Date recente au constatat cd MCP-2 se cupleaza si la receptorul CCRS, un
receptor chemokinic exprimat pe celulele T §i macrofage. CCR5 este cel mai
inrudit cu CCR2b si functioneazd ca un coreceptor pentru virusul HIV-1
macrofagic-tropic pentru a intra in celulele gazda, limfocitele TCD4(+) (55, 56).

Cu toate ca MCP-2 se poate lega si semnaliza prin CCR1, CCR2b si
CCRS, dintre care CCR2 si CCRS5 se exprimd la nivele inalte pe celulele T
activate, se pare a fi preferabil utilizat CCRS5 pe aceste celule. Loops-urile
extracelulare ale receptorului - printre care cel secundar are un rol important -
sunt necesare pentru a determina - semnalizarea eficientd a receptorului.
Functional, CCRS5 este implicat in procesul de fuziune cu anvelopa HIV si va
ajuta la dezvoltarea agentilor capabili si interfere cu etapele timpurii ale
infectiei virale (56).

MCP-2 determind internalizarea dependentd de dozd si remarcabild a
CCRS in celulele CCR5/293. MCP-2 inhiba intrarea/replicarea HIV-1ADA in
celulele CCR5/293 ce comprimd CD4 indicind faptul cd MCP-2
foloseste CCRS5 ca principal receptor functional si este un inhibitor puternic al
i HIV-1 (57).

MCP-2 este un mediator important al migrérii limfocitelor gi monocitelor.

Pentru a determina activitatile acestei chemokine s-au facut numeroase
investigatii pe celulele EBNA-293 din rinichi de embrion uman, transfectate cu
receptorul CC CKR2B. Datele au aratat ca MCP-2 isi poate exercita efectele
sale prin receptorul MCP-1, CC CKR2B determinédnd o inhibare dependenta de
doza a activitdfii adenilciclazei stimulate de forskolin (58).

MCP-2 are rol in ridspunsurile gazdei in inflamatie §i neoplazie, pe
celulele tumorale si mezenchimale normale (51).

MCP-2 induce chemotaxisul, modificari ale [Ca2+]i precum si eliberarea
granzimei A si N-acetil-D-glucosamidei din celulele TCD8+ dup# tratamentul
cu cytochalasin B indicind c&, chemokinele CC activeazi celulele NK si sunt,
astfel, nu doar atractan{i pentru monocite, limfocite T, ci §i pentru eosinofile,
bazofile (59).

Studiul expresiei si distributiei MCP-1, MCP-2 si MCP-3 in leziunile de
scleroza multipla la diferite varste §i nivele inflamatorii aratd ci in cele mai
multe leziuni cronice imunoreactivitatea pentru MCP-1, MCP-2 gi MCP-3 era
considerabil diminuatd, iar in leziunile ugor cronice imunoreactivitatea era
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restrdnsd la cateva astrocite reactive impragstiate. Aceste rezultate determinj
faptul ca membrii familiei MCP de chemokine sunt implicati in dezvoltarea
leziunilor de sclerozd multipla in sistemul nervos central (34).

in sinuzitele cronice asociate sau nu cu alergiile s-a constatat ca MCP
erau localizate in celulele epiteliale si in celulele inflamatorii din mucoasa,
Chemokinele pot fi o legaturd comund intre eosinofilia sinuzitelor asociate say
nu alergiilor, rolul principal il au MCP-3 si MCP-4, constatare care poate avea
implicatii terapeutice (59).
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MCP-3
(Monocyte Chemoatractant Protein-3)

MCP-3 este o chemokind CC care interactioneazd cu receptorii CCR,
CCR2(MCP-1) si CCR3 cu spectru de actiune pe celulele T, NK, eozinofile,
celule dendritice §i pe fagocitele mononucleare.

Chemokina MCP-3 este cconstituitd din 76 reziduuri de aminoacizi,
prezentdnd multe situsuri de legare pentru celulele tintd. Structura sa
monomerica, aceeasi cu a altor chemokine, o incadreazi in subfamilia RANTES
si hMIP-1 beta (60).

MCP-3 purificatd din PBMC are 11kD si acelasi potential ca MCP-3 din
celulele tumorale. In monocitele si celulele endoteliale umane, MCP-3 se
exprimd sub actiunea LPS, IL-1 si TNF, la nivele transcriptionale apreciabile,
ca g1 prin produs de secretie redus cantitativ. IFN-gamma are insi, un
efect mai slab.

Citokinele anti-inflamatorii nu induc expresia MCP-3, ci din contrd, o
supreseazd. MCP-3 elaborat de celulele epiteliale poate fi important in regiarea
extravazdrii celulelor ce prezinta receptori corespunzitori, asa cum sunt NK si
eozinofilele (61).

Nivelele productiei MCP-3 (1-10ng/ml) induse sinergic de IL-1 beta si
IFN-gamma 1n fibroblastele diploide sunt de 10 ori mai mari comparativ cu cele
induse de MCP-1. IFN-alpha gi IFN-beta, dar nu IFN-gamma sau virusul
rujeolei induc in PBMC cantitdti importante de MCP-3, sugerand printre altele,
rolul acestei chemokine in stadiul timpuriu al infectiei virale. Inductia MCP-3
de catre IFN este diferentiat reglata in fibroblaste si PBMC, productia sa locald
fiind importantd pentru orientarea selectivd a raspunsului imunitar in cazul
infectiilor si a inflamatiilor (62).

MCP-3/FIC (Fibroblast-Induced Citokine) este chemoatractantd pentru
celulele care infiltreaza locurile inflamate ale cdilor aeriene alergice in faza
tirzie. Pretratarea goarecilor cu anticorpi anti-MCP-3/FIC inhiba semnificativ
inflamafia cailor aeriene indusi de OVA ca si eozinofilia celulelor lavajului
bronhiolar. Se conclude ca, acest complex joaca un rol important in inflamatia
eozinoflica indusi de alergen in ciile aeriene (63).
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MCP-3 apartine astfel, chemokinelor CC, care sunt citokine implicate in
recrutarea celulelor atat in preocese inflamatorii cét si in neoplazie. Exprimarea
variata la diferifi stimuli in diferite tesuturi se explica prin modul de abordare a
diferitelor situsuri ale promotorului genei MCP-3. Astfel, virusul rujeolei si
PMA (Phorbol 12-Miristate 13-Acetate) induc mRNA MCP-3 la 6 ore dupi
stimulare, iar IFN-beta, la 16 ore. in celulele MG-63 nu s-a observat cresterea
semnificativd a nivelelor mRNA sub actiunea IL-1 beta. Promotorul genei
MCP-3 de 5kb, care detine un microsatelit, este polimorf In diverse linii
celulare. Prin deletii la capatul 5’ in promotor s-au stabilit elemente reglatoare
transcriptionale negative si pozitive. Astfel, un element pozitiv s-a gasit in box
TATA, element similar cu AP-1. De asemenea, s-a observat o regiune care
contine un element Ets-like, precum i alte elemente. Stimularea cu PMA creste
dramatic activitatea promotorului, prin activarea elementului pozitiv prezent
intre secventele -172 i -100 (64).

Receptorii pentru MCP-3 (CCR)

in raspunsul lor la chemokine, leucocitele suporti rearanjiri ale
citoscheletului intr-un proces dinamic care conduce la polarizarea celulari.
Aceste modificdri sunt esentiale pentru migrarea leucocitelor din
microcirculatie la locurile inflamatiei.

Eozinofilele raspund la chemokinele CC via receptorului CCR3,
inducdnd modificiri rapide de formd ale celulelor tuturor donatorului.
Eozinofilele umane exprima receptorul eotaxin CCR3, si rdspund la o varietate
de chemokine incluzdnd MCP-3, MCP-2, MCP-4 si RANTES (65).

Leucocitele PMN tratate cu IFN-gamma exprima situsuri de legare
specifice pentru MCP-3 si migreaza sub actiunea MIP-1 alpha, MCP-3, MCP-5,
HCC 2 si eotaxin, iar IFN-gamma induce o crestere rapidd (circa o ord) a
mRNA CCR1 si CCR3 (66).

Celulele dendritice care sunt stimulate de mediatori inflamatori, se pot
matura §i migra din {esuturile nelimfoide in organele limfoide unde initiazi
rdspunsuri imunitare mediate de limfocitele T. Aceastd etapd de migrare este
strans legata de maturarea celulelor dendritice.

EBI1/CCR-7, receptorul pentru chemokinele ce pot regla migrarea
celulelor dendritice exprimind maturarea acestora, apare hiperreglat in 3 culturi
distincte de celule dendritice. MIP-1alpha, MCP-3 si RANTES pot media
migrarea celulelor dendritice imature din locurile periferice, in timp ce MIP-3
beta directioneazd migrarea celulelor purtitoare de antigen, de la situsurile
inflamatorii periferice. Se apreciazi astfel, ca diferite chemokine sunt implicate
in migrarea celulelor dendritice care poartda CCR7 (67).
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Receptorul CCR10 a carei gena este localizatd in cromosomul 3
(3p21.31-3p21.32-gena care se considerd ca are rol in imunitatea placentara si
in hematopoiezd) se exprima principalmente in placenta si ficatul fetale, legind
cu inalta afinitate chemokinele MCP-1 si MCP-3 (68).

Factori activatori ai chemokinei MCP-3

IFN-gamma este un puternic activator al functiei fagocitare a
mononuclearelor, promotand aparitia rdspunsului limfocitelor T, pe langa faptul
cd induce si moduleazi productia de chemokine intr-o varietate de tipuri
celulare inclusiv fagocitele mononucleare. Astfel, IFN-gamma induce
chemokinele MCP-1 si MCP-3 in fagocitele mononucleare inhiband, in acelasi
timp, expresia receptorului MCP CCR2 in monocite, fdra insi a fi substantial
afectati receptorii chemokinelor CCR1, CCRS. IFN-gamma laolaltd cu LPS,
TNF-alpha si IL-1 beta inhib4, de asemenea expresia CCR-2. In monocitele
tratate cu IFN-gamma, half-life mRNA CCR-2 este scurt (69). Datele
mentionate mai sus sunt in acord cu paradigma reglarii divergente prin mai
mulfi agenti, a productiei de chemokinesi, de asemenea, cu expresia
receptorului in monocite.

Componentele microbiene induc expresia si productia de MCP-3 in
monocitele umane. LipoArabino Mannan (Ara LAM) micobacterial induce
expresia mRNA MCP-3 in celulele mononucleare, monocitele aparand
responsabile de exprimarea acestui mRNA indus de Ara LAM.

Mycobacterium bovis BCG induce puternic expresia MCP-3, care fiind
activd pe fagocitele mononucleare, pe celulele NK, T si dendritice, devine
relevanta in inducerea §i exprimarea imunitatii anti-mycobacteriene (70).

Ca reactie le proteinele derivate din Mycobacterium bovis si din
Schistosoma mansoni aplicate soarecilor cu granulom, dar deprivati de
IFN-gamma i IL-4, se constatd producerea de citokine regionale. Astfel, in
urma inhibérii IL-4, granulomul de tip 2 nu se converteste in granulom de tip 1,
in schimb este persistent exprimatd IL-3 si, mai putin IL-5 si MCP-3,
sugerdndu-se cd aceste citokine pot susfine un raspuns compensatoriu
de tip 2 (71).

MCP in patologie

MCP-3 este o chemokind atractantd pentru celulele mononuclerare
(monocite, limfocite) implicate in procesele inflamatorii, celule care domina in
leziunile de sclerozi multipla. In ideea stabilirii asocierii MCP-3 cu aparitia
sclerozei multiple Swedish (55)! s-a studiat polimorfismul microsatelitului
CA-GA din regiunea promotor-enhancer a genei MCP-3.
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In mostrele provenite de la 129 pacienti cu scleroza Sweish s-au detectat
cu o frecventd redusd, 5 variante de alele MCP-3 (MCP-3A1-MCP-3A5),
Alelele MCP-3 individuale nu diferd insd semnificativ la pacientii cu sclerozi,
comparativ cu controlul. S-a constatat insa, ca alela MCP-3A4 poate preveni
aparitia sclerozei (72).

Sinuzita cronicd se caracterizeaza prin ingrosarea mucoasei inflamate si
prin formarea polipilor cu infiltrat dominant eozinofilic. Membrii subfamiliei de
chemokine MCP sunt mediatori inflamatori capabili de atragerea populatiilor
de celule specifice. Chemokinele MCP-1, MCP-4 releva proprietéfi functionale
comune, printre care $i activitatea chemotactica pentru eozinofile.

I biopsiile de sinuzitdi cronici etmoidald, chemokinele MCP apar
localizate in celulele epiteliale ale mucoasei si in celulele inflamatorii. La
pacientii cu aceastd afecfiune, dar §i alergici, cea mai expresivi
imunoreactivitate o demonstreazdi MCP-3 si MCP-4, in comparatie atit cu
afectiunile neasociate cu alergii cét si cu normalul.

In expresia chemokinelor MCP-1 nu apar diferente in epiteliul celor cu
sinuzitd gi cel al subiectilor normali. Nivelul expresiei MCP-3 si MCP-4 se
coreleazd cu infiltrarea eozinofilelor si limfocitelor T CD4+, dar nu cu a
limfocitelor T CD8+. In patofiziologia sinuzitelor se sugereazd potenialul
terapeutic al celor doua chemokine (59).

Investigarea mucoasei intestinale umane inflamate de la pacientii cu IBD
(Inflammatory Bowel Disease) evidentiazd predominant proteina MCP-3 in
celulele epiteliale ale mucoasei active, inflamate, ca si in zonele in care
endoteliul este distrus. mRNA MCP-3 este intens exprimat in liniile de celule
epiteliale intestinale HT-29, Caco-2 i T-84, stimulate cu IL-1 beta, IL-6 §i
TNF-alpha. Concluzia este cd, productia de MCP-3 creste esential in ariile
intestinale active sugerdnd rolul imunoreglator al acesteia in inflamafia
intestinala (73).

Capacitatea de recrutare a diferitelor tipuri celulare (limfocite T, NK,
eozinofile, celule dendritice) de citre proteina MCP-3 presupune interventia ei
importantd si in evolufia celulelor tumorale, astfel, celulele mastocitomului
P815 transfectate cu gena care codificd chemokina MCP-3 (p815/MCP-3) cresc
in gazde singeneice §i suferd rezectii. Deci, trasferul de gene MCP-3 induce
rejectia tumorilor prin activarea imunitétii dependenti de celulele T tip 2 (74).
Anticorpii monoclonali anti CD4, CD8 si IFN-gamma, dar nu anti IL-4, inhibé
rejecfia celulelor producédtoare de MCP-3. Numirul macrogagelor asociate
tumorii, ca §i numdrul limfocitelor T, al eozinofilelor si neutrofilelor cregte
odati cu transferul genei. In schimb, celulele dendritice nu prolifereazi in masa
tumorald, ci peritumoral, acumuldndu-se in ariile perivasculare. Acumularea
crescuta a macrofagelor i PMN neutrofile este evident crescuti la soarecii nuzi.
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MCP-4
(Monocyte chemotactic protein-4)

MCP-4 este o chemokind beta recent descoperitd (75), care prezintd o
puternicé activitate chemoatractanta pentru eozinofile.

Gena MCP-4 este constituita din trei exoni (138, 115 si 578pb) si doi
introni (867 si 437pb) si prezintd o secventd reglatoare de 1,4 Kb, situata
imediat in amonte de capatul 5’. Ca elemente promotor, ce regleazd potential
expresia genei MCP-4 si/sau  medierea efectelor medicamentelor
antiinflamatorii, au fost identificate o serie de secvenie consens, care
interactioneaza cu factori nucleari cum ar fi NF-IL-6, AP-2, o secventa consens
NF-KB like, elemente IFN-gamma responsive, elemente YY, precum si
elemente de raspuns la glucocorticoizi (76).

Aceastd noud chemokind a fost detectatd prin secventierea randomicd a
secventei tags exprimatd in cDNA. MCP-4 ¢cDNA a fost clonat in celulele
Drosophila S, si a fost purificatdi o proteind maturd de 24-98 reziduuri
aminoacizi (77).

MCP-4 prezintd comun cu alte trei proteine chemotactice monocitare, un
motif piroglutamic acid proline si o identitate de secvenfd de 56-61%, de
asemenea, prezintd o identitate de secventa de 60% cu eotaxin (75).

Berkhout si colaboratorii confirma rezultatele obtinute de Uguccioni,
susfindnd cd secventa MCP-4 prezintd nivele inalte de omologie (59-61%) cu
MCP-1, MCP-3 si eotaxin.

Receptorul MCP-4

Ca si alte chemokine, MCP-4 nu interactioneazi printr-un receptor unic
ci printr-un numdr de receptori diferifi in functie de tipul celular si efectele pe
care le induce. S-a observat ca MCP-4 si MIP-1 alpha, spre deosebire de
MCP-2, actioneaza prin receptori multipli pe aceeasi celula (55).

Studiile de cuplare realizate pe monocite susin cd MCP-4, MCP-3 si
MCP-1 interactioneaza cu receptorul 2 al chemokinelor CC (MCP-1 receptor).
Aceste date au fost confirmate prin studii pe celule ovariene de hamster
chinezesc, transfectate stabil cu receptorul chemokinic CCR2b (77).
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Similar MCP-3, MCP-4 este un chemoatractant cu eficien{d inaltd pentru
monocite si limfocite T si cupleaza pe aceste celule prin receptori care recunosc
MCP-1, MCP-3 si RANTES (75).

Cercetari asupra fluxului de Ca®* sustin ci MCP-4 activeaza receptorul
CCR; ce cupleaza proteine G, receptor care, de asemenea, recunoaste MCP- |
si MCP-3 (78). CCR2b s-a constatat ca prezintd omologie de secventd cu un alt
receptor pentru chemokine CC si anume CCRS5 (cupleazd MIP-1 alpha, MIP-1
beta, RANTES). S-au investigat prin mutageneza regiunile potential implicate
in specificitatea rispunsului functional si de cuplare la liganzii respectivi si s-a
demonstrat ca regiunea cheie a CCRS, implicata in interactia specificd cu MIP-1
alpha, MIP-1 beta si RANTES, este localizata pe inelul extracelular!! Secundar
iar 'domeniul NH-2 terminal al CCR, reprezintd regiunea responsabild de
afinitatea de cuplare naltdi a MCP-1, dar aceasta nu este suficientd pentru a
determina activarea cascadelor intracelulare (56).

Receptorul CCR3, exprimat In numér ridicat pe eozinofile, este specific
pentru eotaxin dar poate cupla si MCP-4 precum si alte chemokine CC (MCP-2,
MCP-3, RANTES). Anticorpii monoclonali 7B11 sunt selectivi pentru CCR3 si
blocheazi cuplarea a diferite chemokine radiomarcate la eczinofile sau la
transfectantii CCR3. Pretratamentul eozinofilelor cu acesti anticorpi blocheazi
chemotaxisul si fluxul de Ca®* indus de toti liganzii CCRs. La donorii alergici
s-a observat cd mai mult de 95% din rispunsurile eotaxin, RANTES, MCP-2,
MCP-3 si MCP-4 sunt mediate de CCR3 (65).

Studii de Northern blothing sau flow citometrie, releva faptul cd CCR;
este, de asemenea, exprimat la nivel inalt pe bazofilele din sdngele uman si au,
in principal, rol de mediere a chemotaxisului (79).

Eotaxin si MCP-4 stimuleazid migrarea bazofilelor cu eficacitate similard
cu cea reglatd de activarea limfocitelor T normale ce exprimd RANTES si
MCP-4. Pretratamentul bazofilelor cu anticorpi care blocheazd CCR3, anuleazi
migrarea indusi de de eotaxin, RANTES si MCP-4, dar reduce numai minimal
raspunsul la MCP-3. Anticorpii care blocheazi CCR3 afecteazid exocitoza:
abroga eliberarea histaminei si a leucotrienelor indusi de eotaxin, si inhibd
partial raspunsul la RANTES si MCP-4. S-a observat ci anticorpii nu afecteazi
rispunsurile la MCP-1, MCP-3 si MIP-1 alpha, chemokine care pot acfiona si
prin receptorii suplimentari CCR1 si CCR2.

Acest studiu demoiistreazd ci CCR3 este un receptor major pentru
eotaxin, RANTES si MCP-4 in bazofilele umane si sugereazi ci bazofilele §i
eozinofilele, celule efectoare caracteristice ale inflamatiei alergice, depind
masiv de CCR3 in procesul de migrare citre situsurile inflamatiei (80).
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Expresia MCP-4

Analizele Northern blot realizate pe extracte de fesuturi umane normale,
relevd expresia mRNA MCP-4 in intestinul subjire, timus, colon. De asemenea,
expresia proteinei MCP-4 a fost identificatd, prin studii de imunocitochimie,
in leziunile aterosclerotice unde este asociatd celulelor endoteliale si
macrofagelor (77).

Alte studii de hibridizare Northern indica faptul cd MCP-4 este exprimat
constitutiv la nivele inalte, atat in intestinul subtire si colon céat si in plamani.
Acest profil de expresie este in conformitate cu rolul sdu de chemoatractant
pentru eozinofile, care pot fi mobilizate din plamén sau intestin ca raspuns la
patogenii invadatori.

Se sustine cd MCP-4, spre deosebire de MCP-1 nu a fost indus in liniile
celulare tratate cu stimuli proinflamatori cum ar fi LPS sau TNF alpha (78).
Aceasta afirmatie se afla in contradictie cu rezultatele altor experimente (80)
care demonstreaza ca celulele epiteliale g1 endoteliale activate de TNF-alpha si
IL-1, in vitro, exprima aceastd chemokina.

Expresia proteinei a fost, de asemenea, identificata in mucoasa epiteliald
a pacientilor cu sinuzitd de tip alergic Th2 dar si la cei cu sinuzitd de tip
non-alergic Thl. S-a constatat ca atdt IFN- gamma cit si 1L-4, secretate de Thl
si Th2, sinergizeazd cu TNF-alpha si IL-1, in inducerea acumularii
mRNA-MCP. Aceste proprietdti ale MCP-4 oferd o explicatie moleculara
pentru acumularea monocitelor, eozinofilelor si bazofilelor in rispunsurile
imune de tip Th1 si Th2 (80).

MCP-4 - Rol

Principala actiune a chemokinei MCP-4 este de chemoatractant pentru
evzinofile si nu numai. S-a demonstrat cd MCP-4, ca si MCP-3, este un
chemoatractant cu eficientd inaltd pentru monocite si limfocite T. Pe eozinofile,
MCP-4 are eficientd similara MCP-3, RANTES si eotaxin.

Dintre cele doud variante ale chemokinei, numai (LA)-MCP-4 a putut fi
purificatd i testatd, si s-a observat ci este de peste 30 ori mai putin eficienta
decat MCP-4 (75).

Garcia-Zapeda confirmd rolul de chemoatractant puternic al MCP-4
pentru eozinofile si monocite si, de asemenea, susfine cd aceastd chemokina
stimuleaza bazofilele si elibereze histamina (77, 80). Atat eotaxin cét i MCP-4
cupleazia CCR3 si stimuleazi migrarea bazofilelor cu o eficientd similard cu cea
indusd prin activarea limfocitelor T normale ce exprimd RANTES si MCP-3.
Cele doud chemokine stimuleazi bazofille IL-3 “primed” sd migreze si s
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elibereze histamina si leucotriene dar cu o eficien{d mai mica decit MCP-1 s;
MCP-3, care sunt cei mai potenti stimulatori ai exocitozei (79).

O serie de studii (77, 80, 81) susfin ¢ MCP-4 induce crestere a Ca®
intracitoplasmatic in eozinofile. Astfel, s-a demonstrat ci, proteina MCP-4
induce un influx de Ca** in celulele HEK-293 transfectate cu receptorul MCP-]
selectiv pentru monocite (CCR2B) si cu receptorul eotaxin selectiv pentru
monocite (CCR3) dar nu induce acest influx via receptorilor mai bine exprimati,
CCR1 si CCRS5 (80).

S-a constatat cd chemokinele §i in special chemokinele CC, sunt
implicate in modificarea formei leucocitelor in procesul de migrare al acestora
din microcirculatie la situsurile inflamatiei. Aceste chemokine actioneazi via
CCR3, induc o rapidd modificare de forma a eozinofilelor; cele mai eficiente
s-au dovedit a fi eotaxin §i eotaxin-2. Spre deosebire de celelalte chemokine
CC, efectele induse de MCP-4 au fost calitativ diferite, relevind o reversare
marcatd a raspunsurilor de modificare a formei, proces dependent de
concentratia agonistului gi durata de tratament (82).

Activitatile biologice si profilul de activare al MCP-4 au fost descrise pe
eozinofile si ulterior au fost comparate cu o serie de activatori cum ar fi Platelet
Activating Factor (PAF), eotaxin si RANTES. Astfel, s-a demonstrat cd MCP-4
stimuleazd productia metabolifilor oxigen reactivi §i induce hiperreglarea
integrinei CDy;b. -

Studiile de flow citometrie relevd o polimerizare rapidd §i tranzientd a
actinei dupa stimularea cu MCP-4. La concentratii optime, modificérile induse
de MCP-4 au fost mai reduse decat efectele obtinute dupa stimularea cu PAF,
si comparabile cu acelea obfinute in urma actiunii RANTES si eotaxin.
Rispunsurile celulare stimulate de MCP-4 au fost inhibate de toxina pertussis
indicand implicarea proteinelor G; in céle de comunicare.

Aceste constatdri sustin rolul MCP-4 in -patogeneza inflamafiei
eozinofilice ca chemotaxin gi, de asemenea, ca activator al functiilor efectoare
proinflamatorii (83).

MCP-4 in patologie
MCP-4 in astm

Efectele MCP-4 au fost analizate pe efectorii eozinofilici ce conduc la
activarea “respiratory burst”. In eozinofilele umane, MCP-4 induce intr-o
manierd dependentd de dozid, productia speciilor de oxigen reactive Ssi
polimerizarea actinei. Pretratamentul eozinofilelor cu diferiti inhibitori ai
enzimelor implicate in cascada de trasducfie a semnalului, relevd ca proteinele
G, protein-kinaza C, tirozin-kinaza si fosfatidil inozitol 3 kinaza sunt implicate
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in semnalizarea ce urmeaza activarii MCP-4. Se observa ca fibroblastele umane
dermale exprima nivele inalte de MCP-4 mRNA (84).

Desi s-a constatat un infiltrat eozinofilic in caile aeriene mici ale
indivizilor astmatici, mecanismele responsabile de recrutarea celulard din
plamanul periferic sunt incd ambigue (85). Infiltrarea eozinofilica caracteristicd
in leziunile astmatice ale mucoasei bronhiale, este mediatd atit de chemokine
selective (eotaxin) cat si de cele neselective cum sunt RANTES, MCP-3 si
MCP-4 via CCR3. . |

Intrucat acest receptor este exprimat in numér mare pe eozinofilele dar nu
si pe alte leucocite, el poate constitui tinta terapeuticd in spectrul bolilor care
implicd leziuni tisulare mediate de eozinofile (86).

Eotaxin si MCP-4 sunt douid chemokine care sunt hiperreglate la
situsurile inflamatiei alergice. Expresia acestor doud chemokine in ciile aeriene
periferice si in parenchimul pulmonar la pacientii astmatici, a fost examinata, de
asemenea, a fost examinatd relatia dintre expresia chemokinelor gi numarul
eozinofilelor rezidente.

Numirul de celule pozitive pentru mRNA chemokinic a fost semnificativ
crescut atit in cdile aeriene mari cit si in cele mici la subiectii astmatici
comparativ cu subiectii non-astmatici. Desi mRNA eotaxin §i MCP-4 este larg
exprimat In pldménii pacientilor cu astm, expresia lor a fost evidentiatd in mod
particular in epiteliul bronhial al celulelor inflamatorii. In caile aeriene ale
indivizilor astmatici, expresia mRNA eotaxin a fost semnificativ corelati cu
numarul eozinofilelor prezente.

Se poate concluziona ca existd o crestere a expresiei mRNA eotaxin si
MCP-4 in ciile aeriene periferice ale plamanilor la pacientii cu astm, sugerdnd
cd aceste chemokine contribuie la inflamatia cdilor aeriene mici §i a celor
periferice, inflamatie ce apare in astm (85).

MCP-4 in sinuzita cronicd

intrucat subfamilia de chemokine MCP prezintd proprietii functionale
chemoatractante pentru eozinofile, s-a analizat expresia MCP-3, MCP-4,
MCP-2 in sinuzitele cronice asociate cu alergie sau neasociate cu alergie.
Astfel, chemokinele MCP au fost localizate in celulele epiteliale gi intr-un
subset de celule inflamatorii din mucoasd. Expresia imunoreactivititi MCP-3
si MCP-4 a fost semnificativ crescutd atit la pacientii cu sinuzitd cronici
asociatd cu alergie cit si la forma neasociatdi cu alergie, comparativ cu
controalele normale.

Nici o diferentd semnificativa nu a fost observata in expresia MCP-1 in
biopsiile nazale provenite de la indivizi care suferd de sinuzitd cronica gi de la
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indivizi normali. Nivelul expresiei MCP-3 si MCP-4 a fost corelat cu infiltratul
eozinofilic si infiltratul celulelor T CD4 pozitive dar nu cu infiltratul celulelor T
CD8 pozitive.

Toate aceste date sugereazd redundanfa biologicd in expresia
chemoatractantilor eozinofilici din sinuzita cronica si un potential rol al MCP-3
si MCP-4 dar nu MCP-1 in patofiziologia acestei boli (59).
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