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PREFAȚĂ
9

In intenția de a facilita cunoașterea de noi informații privind descoperirea unor
molecule cu rol important în chemtaxisul celular în condiții normale și în procese inflamatorii,
în lucrarea de față am sintetizat numeroase aspecte ce vizează chemokinele CC (beta). Astfel,
chemokinele MIP (Macrophage Inflammatory Protein) sunt molecule mici (8kD), care
activează monocitele având, de asemenea, o marcată influență asupra osteoblastelor,
neutrofilelor și limfocitelor T. Chemoatracția este posibilă datorită prezenței unor receptori de
pe suprafața acestor celulele, receptori asupra cărora acționează chemokinele ce manifestă
astfel chemotactism.

Din această familie de chemokine beta (CC), pe lângă MIP face parte și chemokina
RANTES (Regulated on Activation Normal T cell Expressed and Secreted ), frecvent întâlnită
în țesuturile inflamate ale căilor respiratorii (astm, fibroză chistică, alergie la polen), în
cheratinocitele psoriazice unde atrage eozinofilele, limfocitele T și monocitele.

O altă chemokină beta este eotaxin, care deși specifică pentru eozinofile este
chemoatractantă și pentru alte tipuri celulare. Lezarea mucoasei bronhice în astm induce
sinteza de eotaxin ceea ce atrage infiltrarea eozinofilelor, proces mediat de CCR3. La locul
inflamației, leucocitele pot penetra prin schimbarea formei, ceea ce presupune rearanjarea
citoscheletului lor. Acesta este un proces dinamic care duce la polarizarea celulelor, aspect
esențial pentru migrarea acestora din microcirculație, la locurile inflamate. Eozinofilia este
influențată de molecule cum sunt selectinele, ICAM-1, VCAM-1 și VLA, implicate în
migrarea leucocitelor.

Chemokinele CC și îndeosebi receptorii lor (CCR) intervin și în infecțiile virale.
Interesant este faptul că acești receptori sunt, în același timp, coreceptori cu CD4 în cazul
infecției cu HIV pe care astfel o pot bloca.

Din aceeași subfamilie cu eotaxin fac parte și chemokinele MCP-1, -2, -3, -4 care sunt
induse de reglatori precum IL-lbeta, TNF-alpha, IFN-gamma și LPS ce intervin diferit pentu
fiecare chemokină pe care o reglează. Așa numitele citokine proinflamatorii stau la baza
stimulării sintezei chemokinelor, care la rândul lor vor declanșa chemotaxisul diferitelor tipuri
celulare implicate în apărare.

în limitele datelor existente, lucrarea informează asupra structurii moleculelor de
chemokine, asupra genei codificante și asupra receptorilor corespunzători.

Există numeroase tipuri celulare care dețin capacitatea de a sintetiza chemokine, astfel
încât acestea devin detectabile în țesuturile afectate de alergii, infecții (bacteriene, virale,
fungice) sau de paraziteze.

Majoritatea datelor prezentate în lucrare vizează afectarea mucoasei bronhice
și epiteliului respirator pulmonar, dar nu mai puțin interesante sunt și datele care
relevă faptul că și celulele tumorale pot sintetiza chemokine atractante pentru populațiile
celulare implicate în apărare.

AUTORII
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CHEMOK1NELE MIP

(Macrophage Inflammatory Protein)

Chemokinele CC MIP activează principalmante monocitele umane.
MlP-lalpha este o proteină de 8kD elaborată de diferite tipuri celulare precum
macofagele, celulele endoteliale, limfocitele și osteoblastele. De fapt,
chemokina este prezentă în diverse țesuturi în care se exprimă citokinele
proinflamatorii, ea atrăgând astfel diferite celule. Joacă un rol important în
hematopoieză limitând parțial diferențierea timpurie a seriilor celulare din
măduva osoasă.

S-a demonstrat că IL-lbeta și/sau TNF-alpha stimulează celulele
osteoblast-like umane, care produc rapid mRNA MIP-1 alpha și cantități
importante de proteină. Se sugerează că aceste celule produc MIP-1 alpha și in
vivo pentru a susține hematopoieza în ariile medulare în care osteoblastele și
celulele hematopoietice sunt intim asociate (1).

Macrofagele medulare murine tratate cu GM-CSF și IL-3 exprimă nivele
înalte de MIP-1 alpha și alte chemokine și receptorii lor. După tratamentul cu
GM-CSF, macrofagele arată o creștere marcată a nivelelor mRNA MIP-1 alpha
și de proteină, creștere similară indusă și de IL-3. Ambele citokine produc, de
asemenea, și creșterea cantităților de MIP-1 beta, MCP-1 și MCP-3.

GM-CSF stimulează și sinteza receptorului CCR1, dar nu a CCR5. La
suprafața celulelor medulare tratate cu GM-CSF se constată creșterea numărului
receptorilor CCR1. Se sugerează ideea că cele două citokine (GM-CSF și IL-3)
pot fi implicate în mecanismele care reglează nivelele expresiei proteinei
MIP-1 alpha și a receptorilor săi (2). TNF-alpha, o citokină stimulatoare a
multor chemokine, influențează atât proteina MIP-1 alpha cât și proteina
receptorului MIP-1 alpha subtipul CCR5 (3).

Adeziunea progenitorilor hematopoietici la fibronectină via activării
integrinelor alpha-4 beta-1 și alpha-5 beta-1 este superior reglată de factori de
creștere cum sunt SCF, GM-CSF și trombopoietina. MIP-1 alpha modulează
fenotipul de adeziune a progenitorilor, care însă, provenind din diferite surse
sau având diferite stadii de evoluție și afinități pentru integrine expresia
receptorului său (R-MIP-1) afectează diferit migrarea celulelor (4).

9
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MIP-1 alpha de la șobolan este o chemokină puternic atractantă pentru
neulrofile atât in vivo cât și in vitro la concentrația de 3xl0(-8) moli; la
concentrație mai scăzură are potența mai redusă decât C1NC-1 (Cytokme-
Induced Neutrophil Chemoalractant-1). Stimularea neutrofilelor cu M1P-1 alpha
induce,în funcție de doză, creșterea tranzitorie a calciului liber intracelular. Se
sugerează că la șobolan, MIP-1 alpha laolaltă cu CINC joacă un rol important în
infiltrarea neutrofilelor la locul inflamației fiind chemoatraclante pentru
neulrofile (5).

MIP-1 alpha atrage in vitro monocite și limfocite T exprimându-se la
locul inflamat. Biopsiile prelevate de la subiecții cărora li s-a injectat i.d. doze
de până la l.OOOpm de MIP-1 alpha la două, 10 și 24 ore, arată activarea
celulelor endoteliale exprimată prin selectina E. Ca și in vitro, infiltrarea
monocitelor și limfocitelor, mai puțin a eozinofilelor, atinge un maximun la
10 și respectiv 24 ore.

în contrast cu absența activării in vitro a neutrofilelor, in vivo are loc o
rapidă infiltrare (sub 2ouă ore), precedeând apariția celorlalte tipuri celulare și
atingând maximum la 10 ore. Neutrofilele din sângele integral, dar nu cele
izolate, exprimă pe suprafața lor CCR1; se crede că acest receptor este
funcțional numai după reglarea neutrofilelor C D llb  ulterioară stimulării
sângelui integral cu MIP-1 alpha.

în concluzie, efectele biologice ale MIP-1 alpha asupra monocitelor și
limfocitelor T se exprimă și pe neutrofile în procesele de inducere a infiltrării
lor tisulare și în activarea celulelor endoteliale, procese necesare evaluării in
vivo a chemokinelor umane (6).

Ipoteza că acțiunea peroxinitritului format în urma reacției dintre oxidul
hitric și superoxid, poate regla funcția citokinelor în timpul inflamației este
testată prin răspunsul chemotaxic al neutrofilelor și monocitelor la MIP-1 alpha.
Tratarea cu peroxinitrit reduce cuplarea chemokinei la aceste două tipuri
celulare detectându-se în același timp și nitrotirozina, date congruente cu
nitrararea tirozinei de către peroxinitrit urmată de inhibarea ulterioară a cuplării
MIP-1 alpha la aceste celule (7).

Sindromul hemofagocitic (HPS) este determinat de activarea sistemică a
macrofagelor stimulate să fagociteze. Chemokinele au rol important în
recrutarea în țesuturi a celulelor inflamatorii; Astfel, în limfomul periferic cu
celule T, în limfomul nazal T/NK, în cel subtegumentar asemănător paniculitei
și în infecția cronică cu EBV, MIP-1 alpha și IFN-gamma se exprimă la nivele
înalte comparativ cu țesuturile de control, în timp ce factorul chemoatractant
derivat din macrofage nu se exprimă..

MIP-1 alpha poate promota chemotaxisul macrofagelor, iar IFN-gamma,
activarea acestora. Deci, exprimându-se în țesuturile afectate de UPS
chemokină MIP-1 alpha are un rol important (8).

io
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în palogeneza bolii Alzheiner ce presupune procese inflamatorii,
microglia și astrocitele exprimă amplificat receptorii chemokinelor beta CCR3
și CCR5. Se apreciază că nivelul crescut al acestor receptori vizează liganzii
MIP-1 beta, MIP-1 alpha, RANTES, eotaxin și MCP-3, cu mențiunea că M1P-1
beta este predominantă în populația de astrocite reactive. Detectarea
receptorilor chemokinelor beta și ai liganzilor lor pe microglie, astrocite
reactive și neuroni, sugerează rolul acestui sistem în intereiațiile nevroglie-
nevroglie și nevroglie-neuroni, care evident, influențează progresia bolii
Alzheimer (9).

S-au analizat în cazul demielinizării experimentale la șobolani,
chemokinele IP-10, MIP-1 alpha, MCP-1 și RANTES, dar și limfocitele T
reactive, proteina bazică a mielinei, astrocitele și microglia. Analizele
cantitative relevă că astrocitele activate care reprezintă nevroglia dominantă în
sistemul nervos central au nivele înalte de transcripție în comparație cu
transcriptele citokinelor proinflamatorii majore TNF-alpha și IFN-gamma (10).

HTLV-1 codifică proteina tax de 40kD, importantă în imortalizarea
limfocitelor T. MIP-1 alpha, este selectiv exprimată și secretată în linia Jurkat
transfectată cu tax, după stimularea cu mitogeni. Expresia mRNA MIP-1
alpha-R în aceste celule supresează rolul autocrin al chemokinei în limfocitele T
infectate cu HTLV-1. Expresia și secreția indusă de MIP-1 alpha în celulele
Jurkat transfectate cu Tax și stimulate cu PMA/PHA se corelează cu
noninducția factorului de transcriere MNP-1 care este profund implicat în
scăderea modulării genei MIP-1 alpha (11).

CCR5 este un co-receptor major pentru HIV-1; el cuplează MIP-1 alpha,
MIP-1 beta și RANTES care sunt potenți inhibitori ai replicării HIV
intervenind important în patofiziologia SIDA (12).

Maimuțelor Cynomolgus macaques li s-a inoculat i.v. izolat patogen de
clonă moleculară SIV mac 251 sau SIV mac 251 atenuat deletat de nef,
stabilindu-se astfel două grupe de animale la care producția spontană de MIP-1
alpha, MIP-1 beta și RANTES s-a măsurat cu ELISA: grupul infectat cu clona
SIV-nef deletat care arată o semnificativă reducere cantitativă a virusului și o
acumulare mai scăzută de limfocite în plămâni, comparativ cu grupul infectat cu
izolatul SIV mac 251. Comparativ, cu nivelele preinfecțioase s-a constatat în
cele două grupe de animale, la vârful viremiei, o creștere a nivelului RANTES,
MIP-1 alpha, MIP-1 beta. La grupul care a primit virus atenuat s-a constatat o
amplificare a producției de MIP-1 alpha (13).

Printre chemokinele secretate de celulele gliale activate, chemokine care au
rol dominant în apariția răspunsului inflamator al sistemului nervos central sunt și
MIP-2 și MCP-I. Experimentele efectuate pe celulele C6 tratate cu TAU-CI
(taurine monocloramine) arată că în primele 4 ore apare inhibiția producției de
mRNA al celor două chemokine, printr-un mecanism post-trascripțional (14).
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Adăugată la culturi de PBMC activate cu LPS sau PMA, MIP-3 induce,
în funcție de doză, amplificarea semnificativă a producției de IL-10, efect
absent când în cazul adausului de MCP-1, RANTES, MIP-1 alpha, MIP-1 beta
(chemokine CC) sau liganzi de hCC7.

Amplificarea producției de IL-10 de către MIP-3 beta se corelează cu
inhibarea producției de către monocite a IL-12, p40 și TNF-alpha, dar și cu
afectarea producției de către limfocitele T a IFN-gamma.

Abilitatea MCP-3 beta de a crește producția de IL-10 se corelează, de
asemenea, cu expresia mRNA CCR7 și cu stimularea mobilizării calciului
intracelular atât în monocite cât și în limfocitele T. Se sugerează că această
chemokină acționează direct pe mononuclearele umane (monocite și limfocite
T) și că este unică printre liganzii ce cuplează la R-CC, datorită abilității ei de a
modula activitatea inflamatorie via producției amplificate de citokină
anti-inflamatorie IL-10 (15).
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Chemokina RANTES

(Regulated on Activation Normal T cell Expressed and Secreled)

Chemokina RANTES este chemoatractantă pentru eozinofile, limfocile
(fenotipul cu memorie) și pentru monocite. Este un polipeptid de 60 reziduuri
de aminoacizi, fiind membru al subfamiliei chemokinelor beta. RANTES
sintetizat, cu puritate stabilă nu este diferit de RANTES uman recombinant, din
punct de vedere imunochimic și funcțional. Rantes și analogii săi- Rantes
(3-68)- s-au folosit ca substrat în studiul procesării mediate de dipeptidil-
peptidaza IV (CD26), urmărindu-se efectul lor asupra receptorilor (1).

în 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 acționând ca un inhibitor chemotactlc natural, comparativ
cu RANTES intact. Numai o concentrație de 10 ori mai mare de RANTES 3-68)
induce un răspuns semnificativ al Ca Cu toate acestea, RANTES (3-68)
inhibă infectarea mononuclearelor cu o specie HIV-1 (Macrofag-tropică), de 5
ori mai eficient decât RANTES intact. Astfel, procesarea proteolitică a
chemokinei pe CD26/DPP IV poate constitui un mecanism reglator important
în tipul de răspuns anti-inflamator și anti-viral (2).

Receptorii CC

Cum s-a menționat, chemokinele joacă un rol limportant în atragerea
granulocitelor la locurile inflamate. în timp ce chemokinele din subfamilia
alpha (CxC) cum este și IL-8 atrag preferențial neutrofilele, cele din subfamilia
beta (CC) cum sunt RANTES și eotaxin, atrag preferențial eozinofilele. IL-8
induce chemotaxisul eozinofilelor chiar și după prelucrarea prealabilă cu
citokinele Thl și Th2-like. în contrast cu neutrofilele, eozinofilele și
limfocitele, nu exprimă mRNA CxCRl și CxCR2, ceea ce stopează in vivo
influxul lor către locurile inflamatorii alergice (3). Chemokinele contribuie
astfel la recrutarea selectivă a celulelor.
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Chemokinele provenite din macrofage induc cheniotaxisul celulelor
dendritice, al monocitelor și al celulelor NK, cuplând exclusiv la CCR4 și
niciodată la CCR1,2,3,5,6,7. Eozinofilele nu exprimă mRNA CCR4 fiind atrase
în consecință, de chemokinele CC ale macrofagelor, prin alți receptori (4).

Concentrații înalte de RANTES cresc infecțiozitatea izolatelor HIV-1
care folosesc pentru intarea lor în celulă, chemokinele CxC. Totuși, RANTES
are efecte amplificatorii similare asupra virusului macrofagotropic care intră în
celulă via CCR5. Chemokina amplifică infecțiozitatea HIV-1 pseudotipat cu
anvelopa glicoproteică a virusului leucemiei murine sau a virusului stomatitei
veziculare, sugerând că mecanismul amplificării este independent de rata
fuziunii virus-celulă. Modificarea derivatului aminooxipentan RANTES-(AoP-
Rantes) în N-terminal, inhibă eficiența infecției cu HIV-1 via CCR5 (5).

CCR5 și CCR3, receptori ai chemokinelor CC, sunt coreceptori de
fuziune pentru intrarea HIV-1 în macrofage. Reglarea expresiei lor influențează
infecția cu HIV; astfel, IFN-gamma, citokină cu efect bidirecțional pentru
infecția cu HIV a macrofagelor, suprarreglează semnificativ expresia de
suprafață a celor doi receptori în fagocitele mononucleare umane izolate din
sângele cordonului ombilical și din sângele periferic al adultului.

Monocitele tratate cu IFN-gamma manifestă chemotaxis crescut la
liganzii pentru CCR5, MlP-lalpha și MlP-lbeta, confirmând relevanța
funcțională a expresiei CCR5 indusă de IFN-gamma. Totuși, IFN-gamma
supresează intrarea HIV în macrofage, deoarece inhibă expresia de suprafață a
CD4-receptor major pentru HIV-, ceea ce poate explica efectul supresiei
exercitată de IFN-gamma asupra intrării HIV în macrofage, în ciuda efectului
său asupra expresiei CCR5 și CCR3 ai acestor celule. în plus, secreția de către
fagocitele mononucleare de chemokine CC (RANTES, MlP-lalpha și MIP-1
beta) indusă de IFN-gamma supresează, de asemenea, intrarea HIV în
macrofage (6). Olbrich H. și colab. (7) arată că CCR5 mediază și activitatea
limfocitelor T și macrofagelor via chemokinele CC, fiind în același timp,
coreceptor major pentru tulpina HIV-1 macrofag-tropică.

Liganzii RANTES naturali pentru CCR5 ( MlP-lalpha și MlP-lbeta ) și
modificările NH2-terminal al RANTES (Met-RANTES, AOP-RANTES) diferă
semnificativ în abilitatea de a induce sechestrarea CCR5 de la suprafața
celulelor.Aceste observații pot conta pentru diferențele existente între aceste
molecule privind inhibarea infecțiozității in vitro.

Mecanismele reglatoare timpurii inițiate de cuplarea ligandului la CCR5
sunt implicate în endocitoza receptorului; de aici, o eventuală nouă strategie
terapeutică pentru prevenirea infecției cu HIV (7).

Inocularea i.v. a 4 exemplare de Macacus cynomologus cu SIVmac251
induce amplificarea expresiei mRNA CCR1/CCR5 în țesuturile animalelor.
Expresia mRNA CCR5 și RANTES este privită în contextul răspunsului
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inflamator și imun la infecția cu acest virus. S-a demonstrat că CCR1 care este
receptor pentru RANTES nu este coreceptor pentru infectarea cu SIV/HIV (8).

Expresia variatelor chemokine și receptorilor lor este crescută în creierul
afectat de encefalită HIV, particular în ariile de reacție microglială unde se
formează noduli microgliali. Pe de altă parte, prezența chemokinelor pe neuroni
presupune implicarea acestora în patogeneza neurologică a pacienților cu SIDA.
Astfel, CCR5-ieceptorul chemokinelor CC- a fost detectat numai pe
macrofage/microglie, iar CCR3 și CCR1 pe macrofage și pe celulele
endoteliale. Studiile in vitro demonstrează prezența CCR3, CCR5 și CCR4 pe
neuronii și microglia creierului uman infectat cu HIV (9).

Tratate cu IFN-gamma, PMN migrează către chemokinele CC, exprimând
locuri specifice de cuplare pentru RANTES, MCP-3, MlP-lalpha, MIP-5/HCC2
și eotaxin. Anticorpul monoclonal 7B11 anti-CCR3 inhibă răspunsul
chemotaxic al acestor celule la eotaxin, iar aminooxipentan-RANTES, le
blochează migrarea spre RANTES. Se sugerează că selectivitatea unor
chemokine pentru celulele țintă poate fi alterată de citokine produse într-un
context inflamator. De aceea, PMN pot juca un rol în orientarea imunologică a
răspunsului Thl, cât și în reorientarea semnificativă a funcției citokinelor
efector Th2 (10).

Activarea chemokinei RANTES

Activarea transcripțională a hRANTES stimulată de LPS este dependentă
de elemente reponsive specifice, AP-1 și NF-kB care , la rândul lor, sunt reglate
de c-jun, JNK (N-terminal kinază) și respectiv, de NF-kB kinază. S-au analizat
macrofagele care reprezintă “ținte” ale poluanților mediului, deoarece intervin
în inflamarea alergică prin inducția, de către LPS și quinone redox-active, a
mRNA RANTES.

Activarea transcripțională a locului TRE (Tetradecanoyl phorbol acetate
Response Element) este mediată de activarea transcripțională a c-jun de către
JNK. O mutantă c-jun căreia îi lipsește domeniul activării transcripționale,
interferă cu activarea promotorului RANTES. Similar, NF-kB kinaza inactivă,
interferă cu activitatea acestui promotor. Activarea acestora ar putea fi blocată
de kinazele aval de kinaze-inactive I kappa B (inhibitor al NF-kB) și numai
LPS par să fie I kappa alpha inductibil. Quinona redox-activă are efect subtil pe
promotorul hRANTES și induce expresia mRNA în pai alei cu complexele care
generează NF-kB (11).

S-a urmărit dacă factorul de transcriere NF-kB este activat în celulele
epiteliului pigmentar al retinei umane (hRPE) ca răspuns la IL-lbeta.
TNF-alpha sau IFN-gamma, singure sau combinate și dacă expresia genelor pro
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inflamatorii induse de aceste citokine, poate fi blocată de inhibitorul proteosom
MG-132 care inhibă degradarea I kappa B prevenind astfel translocarea
nucleară a NF-kB..

Singure,TNF-alpha și IL-lbeta, dar nu IFNgamma, determină degradarea
lui i-kB, translocarea nucleară a Rel-A și activitatea crescută de cuplare a
NF-kB DNA, efecte blocate prin pretratarea cu MG-132. Acesta represează
expresia mRNA MGSA/GROalpha, RANTES, MCP-1, IL-lbeta, M-CSF și
ICAM-1, dar și secreția proteinelor RANTES, MCP-1, M-CSF și ICAM-1 la
suprafața celulelor, secreție indusă de IL-lbeta și TNF. Deci, ultimele două
citokine induc în celulele hRPE, pe o cale de transducție a semnalelor
dependentă 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 și afecțiunilor oculare inițiate și perpetuate prin activarea
citokinelor (12).

Rezoluția inflamației acute este incomplet elucidată, necesitând probabil,
eliminarea celulelor inflamatorii și producția de citokine inflamatorii. în cazul
celulelor inflamatorii produse de măduva osoasă hematogenă (granulocite,
monocite), scurtarea duratei vieții acestora ar contribui atât la eliminarea lor
cât și a citokinelor pe care le elaborează. în contrast cu acestea, celulele

•permanent rezidente în măduvă, așa cum sunt fibroblastele, reclamă alte
mecanisme pentru stoparea producției de chemokine generate ca răspuns la
țintele inflamatorii printre care și LPS.

Rel-B este un reglator important al expresiei chemokinelor în fibroblaste
având un rol cheie în rezoluția inflamației acute. Totuși, fibroblastele
Rel-B-/- stimulate, induc dramatic chemokinele RANTES, MlP-lalpha,
MlP-lbeta, MIP2, IP-10, JE/MCP-1 și KC/CINC. Superexpresia persistentă a
acestora se coielează cu creșterea cuplării NF-kB și cu expresiei p50, p65/Rel-A
și ik-B alpha

Transfecția cDNA Rel-B în fibroblastele deficiente în Rel-B reversează
superexpresia chemokinei indusă de LPS. In vivo, fibroblastele Rel-B-/-
activate cresc dramatic necesarul de granulocite în țesuturi. Rel-B intervine în
rezoluția inflamației acute a țesuturilor, find necesar în inițierea răspunsurilor
imune prin diferențirea celulelor prezentatoare de antigen. Astfel, el poate fi
important în reglarea tranziției către imunitatea adaptativă (13).

RANTES este o chemokină importantă în generarea infiltratului
inflamator și intrării HIV-1 în celulele sistemului imunitar, dar se exprimă
numai la 3-5 zile după activarea limfocitelor T. în plus, s-a descoperit un factor
de transcriere T “târziu” —RF-LAT-1- (Rantes Factor Late Activated T)
foslbrilat la zinc finger, factor care se exprimă în limfocitele T după 3 zile de
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activare, coincizând cu expresia RANTES. în timp ce proteina Rel joacă un rol
dominant în expresia genei RANTES în fibroblaste, RF-LAT-1 este un puternic
transactivator pentru RANTES în celulele T (14).

RANTES și virusurile

Chemokinele CC produse de limfocite sunt considerate factori supresori
ai HIV-1. Astfel, s-a constatat că limfocitele T citotoxice (CTL) CD8+ sau
mononuclearele sângelui periferic al subiecților infectați cu HIV-1 prezintă
nivele crescute de RANTES. Activitatea citolitică se exprimă și după adausul de
chemokină. Chemokinele MCP-3, MCP-4 și eotaxinul acționează similar cu
RANTES, în timp ce MlP-lalpha, MlP-lbeta, MCP-1 și factorul derivat din
celulele stromale sunt inactive, sugerând intervenția receptorului eotaxin CCR3
și excluzând implicarea receptorilor CCR1, CCR2, CCR5 și CxCR4.

Activitatea CTL abrogată de un anticorp care blochează CCR3 arată că
lizarea specifică se realizează prin acest receptor. Este astfel relevat un
mecanism care induce citotoxicitatea specifică HIV, dependent de activitatea
RANTES via CCR3 (15).

O formă naturală de RANTES uman lipsit de două reziduuri N-terminal
de aminoacizi, a fost izolată din celulele sarcomatoase stimulate, din fibroblaste
și din leucocite. RANTES S (3-68) reduce de 10 ori mai mult potențialul
chemotactic pentru monocite și eozinofile. în celulele transfectate cu CCR5,
coreceptor major pentru speciile de HIV cu tropism pentru macrofage,
RANTES (3-68) este ineficient asupra transfecției CCR1 și CCR3.
Chemotaxisul monocitelor este inhibat de RANTES (3-68) care inhibă
RANTES (1-68), MlP-lalpha sau MCP-3, dar chemotaxisul indus de MCP-1
sau MCP-2 nu este inhibat. Asfel, o modificare minoră post-translațională are
un impact remarcabil asupra activității biologice a lui RANTES. De asemenea,
o stare patofiziologică care induce schimbări în cantitatea de RANTES intact
sau trunchiat, poate afecta rezultatul inflamației sau infecției cu HIV (16).

Toate izolatele HIV pot crește ușor în limfocitele T primare CD4+ și se
disting prin abilitatea de a se replica în macrofage și în liniile de celule T
stabilizate. Macrofagele virus-tropice, în general nu induc sinciți în culturi
celulare, în timp ce limfocitele T virus-tropice induc. Infecția limfocitelor T
CD4+ cu virusul care nu induce sinciții (NSI) sau induce sinciții (SI) are efect
diferit asupra producției de chemokine beta și IFN-gamma. Infecția cu virusul
NSI crește producția de MlP-lalpha, MlP-lbeta și IFN-gamma, pe când cea cu
virus SI nu are efect sau chiar scade producția acestora. în schimb, producția de
RANTES este ușor crescută în ambele cazuri. Acest efect diferit al celor două
variante se evidențiază la nivelul mRNA al chemokinelor beta, ca și la nivelul
expresiei proteinei. Infectarea cu NSI crește proliferarea celulelor T CD4+ (17).
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într-un model experimental de infectare a endoteliului cu CMV
(citomegalovirus) apar stimuli inflamatori, printre care și RANTES care se
cuplează la suprafața celulei endoteliale stimulând influxul de calciu în etapa
târzie a infecției. La 96 ore post-infecție, celulele infectate exprimă mRNA
receptorului chemokinei CC codificat CMV-US28, dar nu exprimă mRNA altor
receptori, cum sunt cei care leagă RANTES (CCR1, CCR4, CCR5). Prin
expresia receptorului US28, CMV poate utiliza proteina G rezidentă în celulele
infectate (18).

Vectorii amplicon HSV (Herpes Simplex Virus) exprimă chemokina
RANTES (HSV-RANTES) și ligandul B7,l costimulator al limfocitelor
T (HSV-B7,1). Inocularea în tumorile EL4 a celui din urmă, numai a
HSV-RANTES sau combinației acestora, duce la completa regresie a tumorilor
implantate și/sau injectate, în timp ce tumorile de control sau cele infectate cu
HSV care exprimă beta-galactozidaza, nu regresează (19).

în vederea analizei capacității mediatorilor imunologici stimulați și
nestimulați, s-au studiai linii de celule epiteliale vaginale, de ecto-și endocol
uterin imortalizate cu HPV16/E6, E7. Astfel, celulele endocolului exprimă
caracterul epitelial columnar simplu iar cele ale exocolului și vaginale exprimă
caracterul epiteliului scvamos stratificat necheratinizat. în absența stimulării,
toate 3 liniile produc în mod constant M-CSF, TGF-beta-1, IL-8, PGE2,
leucoproteinază secretorie inhibitoare și receptori polimerici ai
imunoglobulinelor. Linia celulelor endocolului produce citokinele
limfoproteinice IL-6, IL-7 și nivele detectabile apreciabile de chemokină
RANTES.

Stimularea cu citokinele exogene IFN-gamma și TNF-alpha induce sau
hiperreglează semnificativ expresia în toate 3 liniile a IL-6, IL-8, RANTES,
M-CSF, antigeni MHC clasa I I , iar pe membrană, expresia ICAM-1. Reiese că
celulele epiteliale ale tractului genital inferior feminin participă la funcțiile
imunologice care variază în diferitele segmente ale acestuia și, de asemenea, că
activitatea lor este reglată de citokine pro inflamatorii (20).

în coriomeningita limfocitică, infecție fatală a sistemului nervos central
provocată la șoareci, la nivelul creierului se constată în ziua a 3-a, expresia
genelor chemokinelor IP-10, RANTES, MCP-1, MlP-lbeta și MCP-3. în
această afecțiune sunt profund influențate fenotipul caracteristic și răspunsul
leucocitelor în creier contribuind la imunopatogeneza ei (21).

Producția atât localizată cât și sistemică de citokine în celulele infectate
cu virus, joacă un rol important în patogenitate și în activarea factorilor reglatori
ai IFN (IRF) care este un mediator critic al transcrierii genelor citokinelor.
Produsul genei IRF-3, de 55kD este un reglator transcripțional direct al activării
IFN-alpha și IFN-beta (IFN tip 1), în răspunsul la infecția virală. Infecția induce
fosforilarea IRF-3 pe reziduurile de serină specific C-terminal, permițând
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translocația din citoplasmă în nucleu a IRF-3, activarea cuplării la DNA,
transactivarea potențială și asocierea cu coactivatorul CBP/p300.

Transcrierea genei RANTES endogene umane este indusă direct în
celulele care exprimă tetraciclin-inducible IRF-3 (5D) sau în cele infectate cu
paramixovirus. Mutanta IRF-3 dominant negativă inhibă expresia proteinei
RANTES indusă de virus. Mutageneze specifice pe situri ISRE-like localizate
între nucleotidele -123 și -96 în promotorul RANTES reduc activarea
dependentă de IRE-3 indusă de virus (22).

Chemokinele și celulele gliale

Microgliile- macrofage rezidente în sistemul nervos central- sunt celule
primare care răspund la injuria creierului (inflamații, scleroze, traume).
Chemokinele sunt potențiali mediatori ai microgliei prelevată de la locul
injuriei, migrând ca răspuns la atracția exercitată de MCP-1, MCP-lalpha,
MCP-lbeta, RANTES, IL-8 și IP-10 (IFN-gamma inducible protein-10). Toate
aceste citokine induc schimbări în distribuția filamentelor de actină din
microglia șobolanilor adulți și din linia de microglie umană CHME-3 in vitro.
Ambele tipuri de celule răspund prin migrarea semnificativă, dincolo de nivelul
de control, la toate cițpkinele testate, în manieră dependentă de doză. Deci,
chemokinele intervin impprtanț în recrutarea microgliei în ariile inflamatorii ale
sistemului nervos central (23).

Celulele gliale primare umane pot produce chemokine alpha și beta
(IL-8, GRO-alpha) și respectiv (RANTES, MIP-1 alpha, MlP-lbeta), paralel cu
PGE2 și PGE2alpha, după stimularea citokinelor pro-inflamatorii. TNF-alpha
plus IL-lbeta care le induce pe toate cu excepția lui RANTES care este indus
numai de TNF-alpha și IFN-gamma. Pentru a produce - toți mediatorii
menționați, cu precizarea că MJP-1 alpha și M lP-lbeta sunt predominant
elaborate de astrocite, culturile purificate de astrocite și microglii pot fin induse
de aceleași combinații de citokine,

Inhibarea cu indometacin a producției de prostaglandine, duce la
creșterea cu 37-60% a RANTES, MlP-lalpha și MlP-lbeta, dar nu a
GRO-alpha și IL-8. Inhibarea cu anticorpi a ultimelor două chemokine
conduce însă, la creșterea de 6 ori a PGE2, dar nu a PGE2alpha de către
microgliile și astrocitele stimulate, în timp ce anticorpii anti-chemokinele beta
nu au efect. Se sugerează că în condițiile inflamației, producția
intraparenchimală de PGG ar putea controla capacitatea chemotactică a
chemokinelor beta de recrutare a celulelor efectoare sau pentru activarea lor.
Invers, chemokinele alpha cantitativ crescute intracerebral, ar putea redcc
secreția de PG prevenind astfel exacerbarea inflamației și neurotoxicitatea (24).
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Chemokina RANTES în diferite afecțiuni

Inflamarea căilor aeriene este asociată cu astmul și se caracterizează prin
infiltrarea eozinofilelor mediată parțial de factori chemoatractanți specifici. în
aspiratele nazale de la copii cu astm exacerbat, s-a urmărit prezența citokinelor
și a proteinelor bazice, cele din urmă fiind produse toxice ale granulațiilor
eozinofile. Nivelele crescute de asemenea proteine bazice sunt însoțite de nivele
crescute de chemokine RANTES și MlP-lalpha. în probele obținute din
perioadele asimptomatice s-a detectat și GM-CSF.

Se apreciază că cei doi chemoatractanți (RANTES și MlP-lalpha)
intervin major în atragerea eozinofilelor la locul infectat viral al tractului
respirator superior (25).

în fibroza chistică a căilor aeriene sunt atrase în plămâni leucocitele,
constatându-se exprimarea chemokinelor RANTES, MCP-1 și IL-8 (26).

Recrutarea selectivă a eozinofilelor în mucoasa căilor aeriene este o
trăsătură caracteristică a astmului atopic și se considră a fi o componentă
importantă în patogeneza bolii. Atât astmul atopic cât și cel non-atopic se
caracterizează prin inflamarea cronică a mucoasei bronșice cu dominanța
eozinofilelor care este considerată a fi asociată cu distrugrea tisulară locală.
Factorii mobilizatori sunt chemoatractanți! specifici RANTES și MCP-3 care
prelungesc supraviețuirea eozinofilelor.

In comparație cu controlul, celulele căilor respiratorii ale subiecților cu
astm relevă creșteri semnificative de mRNA RANTES și MCP-3, precum și de
IL-5, IL-3 și GM-CSF. Se conclude astfel că, chemokinele beta intervin
important în mecanismul recrutării eozinofilelor în mucoasa căilor aeriene ale
celor cu astm bronșic (27, 28).

Inflamarea alergică a căilor nazale ulterioară provocării cu alergeni nazali
este reglată de producția locală de citokine. Biopsiile prelevate înainte și după
provocarea cu polen recoltat toamna, (în afara sezonului) arată creșterea
numărului eozinofilelor și a celulelor care exprimă mRNA chemokinelor IL-8 și
RANTES, ca și pentru citokinele Th2, IL-10 și IL-13.. în faza timpurie a
reacției la alergen s-au constatat corelații semnificative între eozinofile și
RANTES și între acestea și IFN-gamma, și în faza târzie, între eozinofile
și IL-15 pe de o parte și eozinofile și RANTES, pe de altă parte. Chiar și la o
săptămână după administrarea polenului, se observă o creștere a eozinofiliei cu
mRNA pozitiv. în concluzie, provocarea cu alergen nazal induce eozinofilie
tisulară însoțită de o semnificativă creștere a celulelor cu mRNA IL-8, IL-15 și
RANTES (29).

Limfocitele Th2 specifice la alergen joacă un rol central în astm;
transferate adoptiv, ele induc eozinofilele pulmonare și chemokinele specifice.
Supernatantul de celule Th2 administrat intranazal șoarecilor naivi, induce
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expresia citokinelor eoiaxin, RANTES, MCP-1 și KC concomitent cu infiltarea
cu eozinofile a mucoase nazale..

Testarea independentă a citokinelor a stabilit că IL-4 și IL-5 induc nivele
înalte de MlP-lalpha și KC, IL-4 crește și producția de MCP-1, iar IL-13 și
IL-14 induc eotaxin. IL-13 se dovedește cel mai puternic inductor al eotaxinei,
neutralizarea ei cu anticorpi anti-IL-13 sistând, în mare parte, activitatea
chemokinei din supematantul Th2, deși nu blochează total recrutarea
eozinofilelor (30).

Eozinofilele sunt predominante în afecțiunile alergice, dar și în țesuturile
conjunctive. Recrutarea lor la locurile inflamației și eliberarea de specii reactive de
oxigen conduc la distracția țesutului și la propagarea inflamației mediată de
chemokine. Astfel, se urmărește găsirea unor agenți terapeutici care să
antagonizeze chemoatracția exercitată de chemokinele tactice RANTES, MCP-3 și
eotaxin. Așa este Met-RANTES -antagonist al CCR3 și CCR1- care acționează
asupra eozinofilelor umane ca răspuns la acțiunea celor-3 chemokine (31).

Cantitățile crescute de RANTES din cheratinocitele tegumentului
cu psoriasis semnifică rolul activator în atragerea limfocitelor T cu memorie și a
celor nad’ve activate, iar MCP-1 se dovedește un puternic chemoatractant pentru
mononucleare (32). Clona limfocitelor T din acest tegument produce citokine
Thl, printre care și IFN-gamma. în plus, în leziunile psoriazice este prezentă și
citokina pro inflamatorie TNF-alpha. La rândul lor cele două citokine pot
produce RANTES. în biopsii, RANTES s-a detectat imunohistochimic la
nivelul spațiilor dintre cheratinocite, către periferia plăgilor scade cantitativ, iar
în tegumentul sănătos din preajma plăgilor lipsește total. Combinate, TNF-alpha
și IFN-gamma cresc sinergie producția de RANTES (33).

Implicate în migrarea leucocitelor inflamatorii, chemokinele au abilitatea
de a adera la celulele endoteliale exercitându-și astfel mai eficient, rolul lor
promigrator. Lezarea mai multor chmokine beta (RANTES, MCP-1 și MCP-3)
în pielea intactă de la om se face într-o manieră saturabilă, specifică celulelor
endoteliale ale venulelor și micilor vene, dar nu ale arteriolelor și capilarelor.
RANTES inhibă legarea MCP-1 și MCP-3 și vice-versa, indicând faptul că
siturile de legare sunt împărțite între aceste chemokine beta. MIP-1 alpha însă,
nu se leagă la celulele endoteliale și deci nu concurează cu RANTES.

Se constată, de asemenea, că în tegumentul normal cele 3 chemokine, dar nu
și MIP-1 alpha sau IL-8, se leagă specific Ia celulele endoteliale ale vaselor
limfatice aferente dermului, implicându-se astfel, în procesul intrării leucocitelor în
acestea. Deși concurează încrucișat pentru fiecare altă legare la endoteliul
limfaticelor, cele 3 chemokine sugerează un situs de legare comun (34).

Chemokinele CC RANTES și MCP-3 influențează replicarea HIV în
mononuclearele umane, cea mai sensibilă specie la efectele antivirale ale
acestora fiind H1V-1SF-2. Concentrația inhibitorie de RANTES a fost pentru
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această specie, 4ng/ml, iar de MCP-3 de Ing/ml, inhibarea fiind de 50% în
ambele cazuri. Speciile HIV-IMN și HIV-1HE sunt mai puțin sensibile la
efectele antivirale ale acestor două chemokine, iar alte specii au fost total
insensibile.

RANTES și MCP-3 nu interferă numai cu procesul de fuziune indus de
HIV, dar au și 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. Există astfel premize
importante în strategiile imunoterapeutice pe care le oferă chemokinele
în SIDA (35).

Cum s-a mai menționat, eozinofilele joacă un rol important în bolile
alergice, rinoconjunctivite și dermatite atipice fiind atrase de chemokinele
RANTES, MCP-3 și eotaxin și eliberând la locul inflamației specii reactive de
oxigen care conduc la distracția tisulară. Met-RANTES este un compus puternic
și eficient care antagonizează funcțiile efector ale eozinofilelor umane stimulate
cu cele 3 chemokine. Pe lângă efectul său asupra calciului, Met-RANTES
inhibă, în funcție de doză, și polimerizarea actinei în eozinofile. De aici
perspectiva folosirii lui în prevenirea invaziei eozinofilelor și implicit distracției
tisulare în afecțiunile alergice (36).

în artrita reumatoidă indusă la șoareci de DBA-1 se constată la locul
inflamației atât prezența chemokinelor CC (RANTES, MlP-lalpha, MlP-lbeta
MlP-lbeta, .MCP-1) și receptorilor lor, cât și a chemokinelor CxC (IL-8,
GRO-alpha, ENA-78). Comparativ cu martorii, la șoarecii intoxicați se constată
hiporeglarea CCR1, CCR2, CCR3 și CCR5. Tratarea animalelor cu
Met-RANTES reduce incidența bolii, evident în funcție de doza administrată.
Se conclude că, chemokinele CC și receptorii lor au un rol important în
distracția articulațiilor inflamate, situație care poate fi ameliorată prin folosirea
Met-RANTES (37). De asemenea, APQ^RANTES (amino oxy pentan-
RANTES) sintetizat chimic este utilizat în locul lui RANTES și deoarece acesta
din urmă cuplează CCR5 care este folosit și de HIV-1 la intrarea în celule (prin
blocarea acestui receptor de către APO-RANTES), se produce stoparea infecției
cu HIV-1 (38).

Chemokina RANTES este secretată și de celulele melanomului uman,
.deoarece supematantul celulelor tumorale reacționează cu anticorpi specifici
anti-Rantes. Secvențierea resturilor de aminoacizi ale fragmentelor N-terminal
ale proteinei, confirmă analogia de 100% cu proteinele RANTES. Din 8 linii
celulare de melanom, patru exprimă constitutiv chemokina RANTES-beta, care
este secretată de 5-50 ori mai mult decât citokina IL-8.

Nivelele înalte de secreție a RANTES in vitro sunt asociate cu formarea
crescută de tumori după transplantarea la șoarecii nuzi a 6 linii de melanom
uman, sugerând faptul că acțiunea lui RANTES poate susține progresia
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tumorilor. Un subset de celule melanotice care exprimă mRNA și care secretă
proteina RANTES poate fi responsabil de recrutarea în tumori a limfocitelor T
și a celulelor dendritice. Se apreciază că IL-2, IFN-gamma sau MSH pot
supraregla secreția citokinelor RANTES și IL-8 (39).
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Chemokina EOTAXIN

Eotaxin este o chemokină CC frecvent întâlnită atât în țesuturile
sănătoase cât și în cele inflamate. cDNA eotaxin de la șobolani codifică o
proteină acidă de 97 reziduuri aminoacizi, care în urma maturării are 74
aminoacizi fiind identică în proporție de 97.3% cu chemokina de la șoareci.
Proteina genei eotaxin are activitate chemoatractantă pentru câteva tipuri
celulare, fiind însă specifică pentru eozinofile. Expresia crescută (1,6 ori a mRN

A eotaxin apare imediat după expunerea la ozon, fiind de 4 ori mai înaltă
după 20 ore. In același timp, numărul eozinofilelor din lavajul bronhoalveolar
este de 3 și respectiv 15 ori mai mare decât la control.. în plus, macrofagele
alveolare și celulele epiteliale ale bronhiilor sunt eotaxin pozitive (1).

Gena eotaxin de la om reunește exonii 132, 112 și 542 p.b. și doi introni
de 1211 și 378 p.b, ceea ce însumează un DNA de 3kb. Printre elementele
potențial reglatoare ale expresiei genei și/sau efectele mediate de drogurile
proinflamatorii, s-au evidențiat secvențe consens care interacționează cu
factori nucleari precum NF-IL-6, AJP-1, cu o secvență consens NF-kB și
cu IFN-gamma (2).

Eotaxin este o chemokină selectivă pentru eozinofile pe care le
stimulează via CCR3. Atât m RNA cât și proteina sunt în mod specific înalt
corelate. CeluLle epiteliale pozitive pentru citocheratină și celulele endoteliale
CD31+ reprezintă sușa majoră de mRNA eotaxin, iar CCR3 este predominant
colocalizat în eozinofile.

Lezarea mucoasei bronhice în astm implică secreția de eotaxin de către
celulele epiteliale și endoteliale, ceea ce duce la infiltrarea eozinofilelor
mediată de CCR3. Deși produsă în diferite tipuri celulare exercitându-și
funcțiile pe diverse celule țintă,, pricipala țintă o reprezintă eozinofilele pentru a
căror recrutare la nivel pulmonar este solicitat odată cu eotaxin și receptorul
său, și IL-5.

într.o reacție alergică indusă la nivelul tegumentului de șoarece prin
injectarea intradermică de eotaxin și MlP-lalpha murine are loc o semnificativă
recrutare de eozinofile, aspect prezent și în reacția anafilactică activă cutanată.
Pretratarea pielii cu anti-eotaxin, dar nu cu anticorpi anti-MIP-1 alpha
supresează recrutarea celulelor în această reacție.
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Desensibilizarea CCR3 cu eotaxin murin, sau blocarea receptorului cu
Met-RANTES inhibă semnificativ recrutarea celulelor în reacția alergică. De
aici rolul important al chemokinei în medierea recrutării celulelor în inflamația
alergică, sugerând faptul că blocarea CCR3 ar putea fi o strategie validă pentru
inhibarea eozinofilelor in vivo (3, 4, 5).

Schimbarea formei leucocitelor este mediată de rearanjarea
citoscheletului acestora, într-un proces dinamic care duce la polarizarea celulei,
schimbare esențială pentru migrarea leucocitelor din microcirculație în locurile
inflamate.. Chemokinele care acționează prin CCR33 induc o rapidă schimbare
a formei eozinofilelor de la toți donorii, cele mai potente dovedindu-se eotaxin
și eotaxin-2.

Subseturile de limfocite Thl și Th2 pot fi recrutate diferențiat pentru a
promota diferite tipuri de reacții inflamatorii induse de Thl și nu de Th2..
Eotaxin stimulează și creșterea calciului intracelular, ca și chemotaxisul
limfocitelot T CCR3 pozitive. Atracția limfocitelor Th2 (care dețin puțini
receptori CCR3 comparativ cu limfocitele Thl) , de către eotaxin ar putea
reprezenta mecanismul cheie în reacțiile alergice, deoarece promovează
producția direcționată de alergeni cum sunt IL-4 și 11-5 necesari activării
eozinofilelor și bazofilelor (6)

Eozinofilia pulmonară dependentă de eotaxin din reacția inflamatorie este
influențată de molecule implicate în transportul celulelor așa cum sunt
selectinele P și E, ICAM-1 și VCAM-1 indispensabile în transmigrarea in vitro
Studii de neutralizare cu anticorpi sugerează că integrinele M ac-l/CDl lb/18,
VLA-4/alpha4beta și LFA-1 (CDlla/18) sunt implicate în chemotaxisul
transendotelial al eozinofilelor către eotaxin. Migrarea transmembranară a
acestor celule indusă de eotaxin atât in vivo cât și in vitro, s-s-ar efectua prin
interacțiunea integrinelor Mac-l/ICAM-1 și VLA-4/INCAM-1, cele din urmă
fiind mai relevante mai târziu în procesul mobilizării (7).

Anticorpii murini anti-ICAM-1 și anti-VCAM-1 scad semnificativ
adeziunea eozinofilelor indusă de eotaxin, de unde concluzia că acesta reglează
acumularea celulelor în mucoasa nazală prin efectul său asupra moleculelor de
adeziune prezente pe celulele endoteliale microvasculare (8). Experimențele de
adeziune a eozinofilelor în care s-au folosit selectinele E, P și L purificate și
VCAM-1, comparativ cu neutrofilele demonstrează că selectina P și nu
selectina E, este direct implicată în reținerea și fixarea eozinofilelor, pe
endoteliul inflamat, în timp ce selectina L mediază principalmente, interacția
eozinofile- VLA-4 care intervine în arestul celulelor ții este amplificată de
expunerea la chemoatractanți (9).

Recrutarea eozinofilelor la locul inflamației este astfel controlată de
citokine, chemokine și molecule de adeziune. Astfel, s-a urmărit efectul
provocat de alergeni in vitro, și al eotaxin asupra eozinofilelor din sângele
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periferic uman, vizând expresia CDllb/CD18 și adeziunea la fibronectina
matriceală. La subiecții sănătoși și la pacienții cu astm asimptomatic datorat
polenului, nu s-a constatat efectul eotaxin asupra expresiei CDllb/CD18 sau
asupra eozinofilelor. Totuși chemokina hiperreglează semnificativ nivelul
cantitativ al LFA-1 și adezivitatea crescută la fibronectină a eozinofilelor
preincubate in vitro cu IL-5, de la subiecții sănătoși. Celulele obținute la 24
orrre după inhalarea in vivo a alergenulu, arată hiperreglarea LFA-1 după
incubare^ in vitro numai cu eotaxim (10).

Studiul markerilor CD11b și selectina L de la suprafața eozinofilelor umane
proaspăt izolate din sângele donorilor sănătoși și stimulate cu r eotaxin, folosind
inhibitorul selectiv rolipram (fosfodiesteraza4-PDE4) arată că acesta inhibă la doza
cea mai mare testată (10 microM), hiperreglarea C D llb  în proporție de
60,6%+/- 7,6%. Chemotaxisul transendotelial este numai parțial inhibat la
concentrația de o,l microM rolipram, atingând un platou maxim de aproximativ
30%. Deci, inhibitorul scade activarea eozinofilelor mediată de eotaxin (11).

Inițial s-a crezut că și chemokinele CxC alpha atrag eozinofilele, dar
experimente cu IL-8 demonstrează că celulele nu elaborează m RNA CxCRl și
CxCR2 care sunt receptorii familiei alpha de chemoatractanți. S-a demonstrat
astfel căm eozinofilele umane nu exprimă acești receptori nici chiar după
activarea lor cu diferite citokine specifice. Se sugerează că la locurile
inflamației alergice, chemokinele CC cum sunt eotaxin-2 și MCP-4 sunt
predominante în atragerea acestor granulocite (12). Testarea CCR3 arată însă,
că acesta poate fi un antagonist natural al CxCR3, blocând activitatea
limtocitelor mediată de IP-10 (13).

Bazofilele exprimă, pe lângă receptori CxCRl și CxCR2, receptorul
factorului activator plachetar și receptorii chemokinelor neta respectiv CCR2,
MCP, CCR3-eotaxin, ca și nivele înalte de receptor C5a.. Pe de altă parte,
CCR3 care se exprimă la nivele înalte și pe bazofile cărora le mediază migrarea,
nu reglează însă, expresia citokinelor (14).

Așa cum s-a menționat, CCR3 este receptorul major implicat în reglarea
traficului eozinofilelor, Factorii care caracterizează intemalizarea CCR3 după
expunerea celulelor la liganzii receptorului, depind de calitatea și doza acestora.
Expunerea la lOOng/ml eotaxin reduce expresia de suprafață a receptorului, la
43,43% la 15 minute și la 7.6% la 3 ore.. La aceeași doză, RANTES induce
receptorului o intemalizare mai semnificativă și mai îndelungă decât eotaxin,
dar acest proces nu este dependent de cuplarea la proteinele Gi sau la PKC (15).

CCR3 se dovedește astfel, un important reglator al migrării eozinofilelor,
granulocite implicate în numeroase patologii de tip inflamator inclusiv astm
Cuplarea eotaxin la CCR3 ar reprezenta de fapt, procesul cheie în inflamarea
căilor respiratorii indusă de eozinofile.; în plus are efect dramatic asupra
mobilizării calciului.
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în timpul proceselor inflamatorii, țesuturile inflamate semnalizează
măduvei hematogene intensificarea elaborării de cât mai multe leucocite, ori
administrarea in vivo a eotaxin duce la creșterea în măduva osoasă a numărului
progenitorilor mieloizi care exprimă CCR3 (16, 17).

Eotaxin este constitutiv exprimată în medulara și corpusculii Hassal
timici, receptorul său (CCR3) fiind detectat ka nivelele cele mai înalte, pe
timocitele CD8+. Chemokina induce atât migrarea celulelor cât și mobilizarea
calciului intracelular în toate timocitele, cu excepția celor imature
CD4(-)/CD8(-). De aici supoziția că activitatea timocitelor indusă de eotaxin
poate avea implicații fiziologice importante în mobilizarea limfocitelor în și din
organul limfoid (18).

Clone de limfocite umane cu selectivitate pentru antigeni proteinici și
neproteinici au fost analizate pentru exprimarea CCR3 și pentru producția de
citokine de tip Thl și Th2. Din 13 clone cu CCR3 de suprafață, 9 secretau
nivele amplificate de IL-4 și/sau IL-5 reieșind faptul că acest receptor
predomină în limfocitele Th2.. Limfocitele Th2 CCR3+ migrează ca răspuns la
eotaxin și în plus, arată schimbări caracteristice în calciul liber, citosolic.

Imunocolorarea tegumentului cu dermatită , a polipilor nazali și a
mucoasei din colitele ulcerative arată că limfocitele T CCR3+ sunt recrutate
împreună cu eozinofilele. Dimpotrivă, aceste celule lipsesc din țesuturile în care
nu sunt prezente eozinofilele, cum este cazul tegumentului normal sau sinoviei
din artritele reumatoide. Se conclude că, limfocitele T se colocalizează cu
eozinofilele în inflamațiile alergice, exprimând CCR3 și sugerând că
eotaxin/CCR3 reprezintă un mecanism de recrutare a celulelor T esențiale în
această afecțiune. Astfel se explică de ce șoarecii lipsiți de limfocite T sunt
insensibili la agresiunea alergică. CCR3 poate marca un subset de limfocite T
care induc mobilizarea eozînofilelor și activarea acestora prin producția locală
de citokine tip RTh2 (19).

Analiza DNA CCR3 de la cobai relevă existența unui ORF, exon ce
codifică proteina de 358 reziduuri aminoacizi a receptorului și care are 67%
omologii cu CCR3 uman și 69% cu cel murin. Anticorpii monoclonali cuplează
selectiv la transfectante CCR3 de cobai, ca și la eozinofilele acestora. Anticorpii
inhibă, de asemenea, chemotaxisul și creșterea calciului citosolic în eozinofilele
de cobai ca răspuns la eotaxin., Prin urmare, blocarea funcțională a receptorului
chemoatractant pentru eozinofile se poate obține in vivo oferind suport pentru
descoperirea a noi droguri anti-inflamatorii care țintesc recrutarea eozinofilelor
(20). Procesul mobilizării acestora din organele formatoare a suscitat interes în
condiții de inflamare alergică. Mobilizarea lor sin măduva osoasă este o treaptă
timpurie importantă în traficul acestora în timpul răspunsului la condiția
alergică. Experimental s-a constatat că eotaxin induce selectiv, în funcție de
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doză, ( lOnM/Kg) mobilizarea rapidă a eozinofilelor de cobai, de la 3,8+/-1,2 la
28+/-0,9xl0 celule/ml, în 30 minute. în concluzie, eotayin este implicat în
mobilizarea atât a progenitorilor medulari și eozinofilelor mature din sângele
circulant cât și în recrutarea lor ulterioară la locurile inflamației alergice (21).

Celulele în care se exprimă eotaxin

Eotaxin și receptorul său CCR3 se exprimă în țesuturile embrionare
hematopoietice (ficat, sac vitelin). Chemokina acționează sinergie cu factorul
celulei stern și pentru diferențierea progenitorilor embrionari ai mastocitelor, a
căror diferențiere către celula matură promotată de eotaxin, s-a definit prin
expresia proteazelor specifice acestor celule. Se sugerează astfel că, dincolo de
faptul că chemokina este implicată în inducția progenitorilor granulocitari, este
implicată și în diferențierea și/sau funcționarea mastocitelor atât embrionare cât
și a celor din anumite condiții patologice care determină nivele înalte ale
acesteia, cum este și cazul reacțiilor alergice (22).

Eozinofîlele normale conțin în granulațiile lor specifice eotaxin pe care îl
elaborează după stimularea cu C5a sau inomicinȘde aici posibilitatea acumulării
la locul inflamației a eozinofilelor (23). în coculturile de mastocite-fibroblaste
eotaxin crește considerabil în ciuda faptului că este o chemokină specifică
pentru eozinofile. Producția ei este dependentă de contactele intercelulare
putând fi inhibată de anticorpi anti-SCF, la rândul lui produs constitutiv de
fibroblaste și indus de TNF. în plăcile acoperite cu SCF se constată că
mastocitele produc eotaxin; deci, coculturile fibroblast-mastocit exacerbează
producția acestei chemokine și, de asemenea, eliberarea histaminei (24).

Surse majore de eotaxin sunt și celulele endoteliale, dar în modelele
inflamatorii absența lui nu afectează recrutarea eozinofilelor deoarece pentru
acestea intervin alți chemoatractanți (25).

în lamina propria a jejunului șoarecilor tip-sălbatic se constată prezența
chemokinei dat fiind faptul că aceasta este reglatorul fundamental al traficului
fiziologic normal al eozinofilelor (26).

Factori care afectează producția și funcțiile chemokinei eotaxin.

Reglarea expresiei chemokinei eotaxin poate fi afectată de 0-100ng/ml de
TNF alpha și de o.olmicroM de PMA care induc expresia mRNA său în
celulele U-937, linie umană monocit-.like. Expresia indusă de PMA este
maximă mai tardiv decât cea indusă de TNF-alpha. Dexametazona scade
expresia mRNA eotaxin în aceste celule stimulate cu cei doi agenți, iar expresia
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indusă numai de PMA este inhibată de ciclofosfamidă, nu și cea indusă de
TNFalpha-.Staurosporin (10-50 nM) inhibă expresia mRNA eotaxin indusă de
PMA în timp ce pe aceea indusă de TNFalpha o amplifică. Mecanismul
inducției expresiei eotaxin de către PMA presupune activarea PKC, pe când cea
indusă de TNFalpha este independentă de această kinază. Ambele căi
sunt asociate cu NF-kB deoarece activitatea de cuplare a acestuia este
amplificată în prezența celor doi stimuli, ambele fiind limitate de inhibitorul
dietilditiocarbamat (27).

în inflanația pulmonară, expresia eotaxin indusă de limfocitele Th2 și
eozinofilia coexistă cu răspunsul limfocitelor Thl, reacții asociate cu astmul
alergic caracterizat prin infiltrarea masivă cu eozinofile ceea ce determină
îngustarea căilor respiratorii.. Limfocitele Th2 izolate din acestea se pare că au
un rol în patogeneza bolii, ele fiind suficiente pentru a induce expresia eotaxin
și eozinofilia dependente de antigeni, în timp ce limfocitele Thl induc primar
recrutarea neutrofilelor cu slabă producție de eotaxin..Cotransfecția cu cele
două tipuri de limfocite T dovedește că hemaglutinina Thl specifică nu
stopează eozinofilia pulmonară indusă de antigeni și nici expresia eotaxin. Prin
urmare, inflamația alergică mediată de Th2 coexistă cu răspunsul citokinelor
mediate de Thl stimulate de diverși antigeni (28).

Eozinofilele și fibroblastele s-a dovedit că joacă un rol important atât în
patogeneza astmului bronșic cât și în afecțiunile pulmonare fibrozante. 11-4
stimulează fibroblastele pulmonare pentru a secreta chemoatractanti eozinofili
și aceasta deoarece în urma analizei N-terminal se constată prezența de
secvențe similare cu eotaxin, iar pe de altă parte, IFNgamma are influențe
neglijabile asupra acestuia.. în schimb, TNFalpha stimulează fibroblastele
pulmonare pentru a elibera două “vârfuri” ale activității chemokinei. TNFalpha
sinergizează cu IL-4 pentru a crește enorm cele 3 forme de eotaxin dustincte
biochimic, iar IFNgamma sinergizează cu TNFalpha pentru a crește producția
de RANTES. IL-2, IL-5, IL-6 și IL-10 nu afectează capacitatea fibroblastelor
pulmonare de a exprima sau elibera eotaxin și RANTES.. Aceste celule
stimulate de citokine exprimă mRNA pentru MCP-3 și MCP-4, dar nu pentru
eotaxin-2. Deci, eliberarea în țesutul pulmonar a citokinelor de tip Thl și Th2
direcționează fibroblastele să elaboreze eotaxin sau RANTES ca atractanți
pentru eozinofile (29).

Limfocitele T stimulate de IL-2 și IL-4 induc expresia eotaxin și
receptorului său CCR3, atracția lor facându-se via receptorului. în concluzie,
eotaxin în asociere cu IL-2(citokină derivată din celulele Thl) și cu IL-4
(citokină derivată din celulele Th2) devine un important activator al
limfocitelor T stimulând migrarea direcționată, adeziunea, mobilizarea și
acumularea eozinofilelor, dar și bazofilelor în unele tipuri de inflamații precum
alergia (30).
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Leziunile tegumentare în dermatitele atopice se disting prin hipertiofia
epidermului și dermului însoțită de infiltrarea cu eozinofile și limfocite T, dar și
prin expresia citokinelor IL-4, IL-5 și IFNgamma. într-un model murin
determinat prin sensibilizarea epicutanată cu ovalbumină și prin deleții în
genele celor 3 citokine s-a stabilit funcțiile acestora. Astfel, pielea sensibilizată,
lipsită de IL-5 (-/-) nu conține eozinofile, iar cele două pături structurale scad în
grosime. In schimb, pielea sensibilizată, lipsită de IL-4 (-/-) are grosime
normală, foarte puține eozinofile dar foaste multe limfocite T, Aceste aspecte se
asociază cu reducerea mRNA eotaxin și cu creșterea mRNA MlP-lbeta, MIP-2
și RANTES (chemokine T). De asemenea, pielea sensibilizată, lipsită de
IFNgamma (-/-) prezintă dermul de grosime redusă. In concluzie, citokinele
Th2 (IL-4 și IL-5) și Thl (IFNgamma) intervin important în inflamațiile
tegumentare (31).

Limfocitele Th2 produc în cantități apreciabile și IL-13, citokină
pleiotropă exprimată selectiv în plămânii șoarecilor transgenici unde induce
inflamarea căilor aeriene mari și mici, dar și a parenchimului ambiant. Pentru a-
I defini acest potențial in vivo s-a folosit promotorul de lOkD al proteinei
celulelor Clara.Consecințele experimentului sunt: hiperexpresia Il-13și fibroza
structurilor subepiteliale ale căilor aeriene, metaplazia celulelor mucoase și
prezența depozitelor de cristale Charcot-Leyden-like.. In plămânii acestor
animale s-au detectat cantități mari de proteine și mRNA eotaxin.. Astfel,
IL-13, pe lângă celelalte funcții, influențează și producția de eotaxin de unde și
rolul său în patogeneza astmului sau în alte reacții tisulare polarizate de
limfocitele Th2 (32).

în interval de o oră, IFNgamma determină, în funcție de concentrație,
creșterea rapidă a mRNA CCR1 și CCR3. PMN tratate cu această citokină
prezintă locuri de cuplare pentru eotaxin, MCP-3 MlP-lalpha, RANTES,
MCP-3 și MIP-5/HCC. De aici concluzia că aceste granulocite intervin în
orientarea imunității către răspunsul Thl. Este posibilă astfel, speculația că
IFNgamma nu numai că promotează direct diferențiere^Jimfocitelor tip Thl,
dar și reorientează semnificativ funcționarea celulelor Th2 prin lărgirea
spectrului efectelor acestora (33).

Eozinofilele sunt reglate și de polipeptidul GM-CSF care promotează
Supraviețuirea eozinofilelor, iar analogul său specific E21R le induce apoptoza
care se observă atât în celulele nestimulate cât și în cele activate de RANTES și
eotaxin. Ultimele două chemokine reglează în schimb, migrarea eozinofilelor la
locul inflamației., și nu supraviețuirea acestora., iar RANTES nu afectează nici
supraviețuirea și nici apoptoza ldr.E2iR, analog al GM-CSF induce apotoza
eozinofilelor de la pacienții cu astn. Se asugerează astfel că, GM-CSF R poate
controla activ atât apoptoza cât și supraviețuirea celulelor, reglând cu precizie
numărul și activitatea lor. în plus, s-a demonstrat că chemokinele nu intervin în
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“life spân” al acestor granulocite. Administrarea lui E2iR ar putea fi
o nouă terapie în inflamațiile de diverse etiologii în care sunt implicate
eozinofilele (34).

Eotaxin în diverse afecțiuni

Ca și celelalte chemokine (RANTES, MCP-3) și proteina eotaxin
atrage celulele în ariile tisulare inflamate de antigeni externi sau interni,
exprimându-și cu predilecție tactismul pentru eozinofile..Infiltrarea mucoasei
nazale, tipică în rinitele cronice și în sinuzitele polipoase, s-ar putea datora
acttivității eotaxin de recrutare a eozinofilelor. Comparativ cu mucoasa
normală, cea din cele două afecțiuni arată prezența mRNA RANTES și eotaxin
(35). Șoarecii IL-5 transgenici tratați cu extract proteic din ciuperca Aspergillus
fumigatus dezvoltă in mucoasa nazală, un influx de eozinofile comparabil cu cel
de la om, patologia fiind similară (36).

Eotaxin și MCP-4 apar hiperreglate la locul inflamației alergice a căiliori
respiratorii ale pacienților astmatici. Numărul celulelor cu mRNA -
chemokinelor este semnificativ crescut comparativ cu subiecții sănătoți..
mRNA celor două chemokine este puternic exprimat atât în epiteliul bronșic cât
și în plămânii celor astmatici, corelându-se cu numărul eozinofilelor prezente
contribuind la instalarea procesului inflamator (37).

Eozinofilele care se infiltrează în mucoasa bronșică a astmaticilor se
diferecțiază din progenitori CD34+. Modelele animale sugerează o cooperare
între eotaxin și IL-5 pentru mobilizarea rapidă a eozinofilelor din măduva
oasoasă către mucoasa căilor aeriene,.Numărul celulelor CD34+ crește
considerabil la subiecții atopici, iar la pacienții cu astm, măduva mobilizează
rapid eozinofilele, care mature sau nu poartă CCR3.. în concluzie, eozinofilele
participă la patogeneza astmului bronșic uman, recrutate fiind de eotaxin (38,
39, 40). De asemenea, transcrierea crescută a genei chemokinei se pare că
precede apariția astmului și influxul de eozinofile activate atât în structurile
bronhiolelor cât și în lavajul acestora, iar inflamația apare numai după expresia
crescută (4 ore după inhalarea alergenului) a chemokinei în celule, ceeace se
corelează cu numărul mare al celulelor activate. La 24 de ore, expresia citokinei
declină, însă nu și numărul eozinofilelor din biopsiile bronhiolare (41).

După agresiunea cu ovalbumină, citokina este detectată și în lavajul
bronhoalveolar de la cobai, dar comparativ cu martorii proteina crește de 5 ori,
iar hiperreglarea genei sale de 25 ori în epiteliul căilor aeriene la 3 ore după
agresiune. în căile respiratorii de la cobai există însă, multiple sișe celulare de
eotaxin; astfel sunt celulele epiteliale bronșice și bronhiolare, mușchii netezi,
endoteliul vaselor sangvine, condrocitele și macrofagele alveolare (42).
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Eozinofilele activate de eotaxin eliberează leucotriene sau le
sensibilizează la acestea, efecte amplificate și de mastocite, Astfel, mastocitele
și lecotrienele intervin, de asemenea, în recrutarea eozinofilelor (43).
Mastocitele pulmonare obținute în urma sensibilizării cu ovalbumină nu
exprimă însă eotaxin sau mRNA său, deși supematantul din celulele epitrliale
arată cantități detectabile de chemokină, deoarece acestea sunt sursa majoro a
ei în plămânii cobailor (44).

Astmul alergic se datorează unui răspuns celular de tip Th2. Șoarecii
deficienți în subunitatea p50 a NF-kB nu arată inflamarea eozinofilică a căilor
aeriene, în timp ce la cei tip-sălbatic inflamația apare. Deficiența nu se
datorează blocării limfocitelor T primare și nici unui defect în exprimarea
VCAM-1 și ICAM-1 reclamate, cum se știe, pentru extravazarea eozinofilelor,
ci absenței producției de IL-5 (Th2) și eotaxin, ambele cruciale pentru
proliferarea, diferențierea și mobilizarea eozinofilelor în căile aeriene afectate
de astm. In plus, șoarecii p50 (-/) sunt deficienți și în producția de MlP-lalpha
și MlP-lbeta, ambele implicate în mobilizarea limfocitelor T la locul
inflamației. Reiese astfel că, NF-kB are un rol crucial in vivo privind
patogeneza astmului (45).

Activarea tisulară indusă de ischemie poate contribui la patogeneza
vasculară. S-a stabilit cu anticorpi anti-capping proteine alpha și eotaxin că
acestea se exprimă în media aortei normale, în timp ce în ischemir producția lor
crește și trenează.. De aici supoziția că ambeke proteien joacă un rol patologic
în remodelarea peretelui vascular ischemic. Rămâne de stabilit dacă genele lor
pot servi ca molecule țintă în intervențiile terapeutice destinate prevenirii sau
tratării vasculopatiei grefei indusă prin conservarea la rece (46).

Recrutarea eozinofilelor marcate iiiln din pielea șoarecilor este efectiv
indusă de chemokinele CC eotaxin și MIP-1 constatâmdu-se hiperexpresia
IL-5, dar nu a MCP-1, MCP-3, MCP-4, MlPbeta, KC și MIP-2.

Malignitățile limfoide Hodgkin sunt însoțite de diferite tipuri celulare
recrutate de numeroase chemokine printre care și eotaxin, corelat cu abundența
eozinofilelor în țesutul tumoral. Chemokină s.a detectat, de asemenea, și în
fibroblaste ca și în mușchii netezi din pereții vaselor (48).

Eotaxin a fost detectat și în afecțiuni parazitare. Astfel, neurocisticercoza
simptomatică, cauză majoră a epilepsiei, se instalează datorită inflamației
dezvoltate în jurul larvelor de Taenia solium, în serul pacienților constatându-se
concentrații detectabile de eotaxin și IL-5, dar nu de IL-8. Lichidul
cefalorahidian conține, de asemenea, cantități importante de 11-5. In plus, și
eozinofilele sun implicate în această afecțiune (48).
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Eotaxin în infecți^ virală

Macrofagele intervin esențial în apărarea gazdei agresate de diverși
antigeni, inclusiv de HIV-1. La adulții sănătoși ele exprimă nivele scăzute de
CCR4 și CCR5. HIV-1 maxrofago-monocitotrop (M-trop,YU2) și cel dual
tropic (89,6) pseudotip-env intră eficient în macrofagele alveolare ce exprimă
CCR3 și CCR5. Competența acestor receptori chemotactici pentru intrarea
virusurilor în velulă este confirmată de timocitele canine ThCf2 cotransfectate
cu hCD4 și cu receptorii chemokinelor. Intrarea pseudotipului HIV-1 M-trop
YU2 este mediată fie de CCR3 fie de CCR5 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, CCR5 sau de CxCR4.

Se sugerează că mecanismele intrării HIV-1 în celule sunt specifice
receptorilor și tipului celular și, de asemenea, că expresia receptorilor
chemokinelor pentru macrofagele alveolare nu relevă deplin susceptibilitatea
celulelor la diverse izolate virale (50).

Receptorul pentru eotaxin (CCR3) este în același timp coreceptor pentru
HIV-1 și HIV-2 fiind asociat la celulele CD4. Prin comparație cu ceilalți
receptori chemoatractanți cum sunt CCR5 și CxcR4, secvențele primare ale
CCR3 uman și ale omologului său de la macaca rhesus sunt marcat diferite în
domeniul extracelular. Limfocitele CD4+ umane exprimă CCR3 și de la
maimuță putând fi infectate de HIV-2 cu eficiență relativ similară. în schimb,
numai celulele care exprimă CCR3 uman pot fi infectate cu HIV-1. Proteinele
anvelopei HIV-1 și HIV-2 par să interacționeze diferit cu CCR3 care este, cum
menționam coreceptor pentru HIV-1 (51).

După expunerea mucoaselor la HIV-1 celulele dendritice sunt printre
primele care se infectează, identificându-se pe suprafața lor multiplii receptori
chemoatractanți ce pot funcționa și ca receptori pentru HIV-1. Astfel, aceste
celule folosesc efectiv CCR5 pentru intrarea izolatelor M-tropice.. De
asemenea, CCR3 identificat inițial pe eozinofile este exprimat și în celulele
dendritice putând fi folosit drept coreceptor de intrare în celule a câtorva tulpini
dual-tropice CxCR4. Celulele dendritice cu deleție de 32pb din gena CCR5
sunt, de asemenea, infectabile cu tulpina HIV-1 M-tropică, proces inhibat însă,
de SDF-1 (Stromal cell-Derived Factor) de unde ideia că acest receptor poate fi
folosit de această tuulpină virală pentru a intra în celule (52).

Celulele endoteliale ale capilarelor cerebrale sunt ținte ale infecției cu
HIV-1, independent de limfocitele CD4, reprezentând o poartă de intrare a
virusului în sistemul nervos central, ceea ce duce la afectarea barierei
sânge-creier contribuind astfel la apariția demenței SIDA.

Celulele endoteliale ale vaselor cerebrale de la maimuța rhesus exprimă
receptorii CCR3, CCR5 și CxCR4 implicați în intrarea HIV și SIV în celule.
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Tulpina neurovirulentă SIV/17E-Fr infectează celulele endoteliale și poaie fi
inhibată de aminooxipentan după activarea expresiei limfocitelor T normale.
Proteina env din această tulpină și din câteva tulpini adiționale SIV, mediază
fuziunea celulelor și infecția virală cu celulele CD4- și CCR5+. Deci acest
receptor poate fi un receptor primar pentru SIV pe celulele endoteliale sugerând
un posibil mecanism independent, al disturbanței barierei sânge-creier și pentru
intrarea virusului în sistemul nervos central (53).

Eotaxin-2

Recent s-a izolat o nouă chemokină CC umană de 78 reziduuri
aminoacid cu g.m. de 8,778.3 daltoni, împreună cu variante minore trunchiate la
COOH-terminal formate din 73, 75 și respectiv 76 reziduuri aminoacid. Această
nouă chemokină a fost numită eotaxin-2 deoarece este foarte similară funcțional
cu eotaxin, dar ca structură este destul de diferită având numai 39% aminoacizi
identici, iar în regiunea NH2-terminal diferă aproape complet

Chemotaxisul indus eozinofilelor dar și bazofilelor de către eotaxin-2 sub
influența IL-3 depinde de concentrație în urma căreia are loc eliberarea
histaminei și leucotrienei-4 din bazofile. Migrarea și reacția de răspuns sunt
abrogate de anticorpi care blochează selectiv CCR3, ceea ce confirmă că și
eotaxin-2 acționează exclusiv pe calea acestui receptor.

In experimente de desensibilizare prin măsurarea schimbărilor în calciul
din eozinofile folosind CCR3, se constată completa cross-desensibilizare între
eotaxin-2 și eotaxin pe de o parte, și eotaxin-2 și MCP-4 pe de altă parte, ceea
ce confirmă activarea via CCR3. în neutrofile, monocite și limfocite nu se
constată mobilizarea calciului,, deoarece lipsește răspunsul chemotactic.

Injectarea intradermică la maimuța rhesus a 100 sau 1000 pM per site
induce o marcată infiltrare locală de eozinofile, care este mai pronunțată în
preajma venulelor postcapilare fiind compatibilă cu efectul eottaxinului (54).. în
concluzie, eotaxin-2 este o proteină chemoatractantă pentru eozinofile,
exercitându-și activitatea via CCR3. Ea promotează chemotaxisul și
mobilizează calciul în eozinofilele umane, dar nu și în neutrofile sau monocite.

Eotaxin și MCP-4 pot cross-sensibiliza complet răspunsul calciului la
eotaxin-2 pe aceleași celule confirmând faptul că acesta deține același receptor
ca cele două chemokine, Dintre toate chemokinele testate eotaxin-2 se
dovedește a fi cel mai puternic chemoatractant pentru eozinofilejel înlocuește
cuplarea eotaxinului marcat cu iod radioactiv I125 la CCR3 donat, stabil
exprimat pe celulele CHO (CHO-CCR3) și pe eozinofilele umane proaspăt
izolate, cu afinitate similară cu eotaxin și MCP-4 (55).
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Asemenea eotaxinului, eotaxin-2 induce rapid și tranzitoriu polimerizarea
actinei necesară migrării celulelor și modulării arderilor respiratorii în
eozinofile. Chemokina induce eliberarea speciilor reactive de 02 în funcție de
doză. Eficacitatea sa este comparabilă cu a eotaxinului și C5, ceea ce ar putea
relevalua profilul recent estimat al activității chemokinelor CC în activarea
eozinofilelor umane (56).

Schimbarea formei celulelor prin rearanjarea citoscheletuluii printr-un
proces dinamic tipic, rezultă polarizarea celulei, proces esențial pentru migrarea
celulelor din microcirculație la locurile inflamat, cele mai eficiente chemokne în
acest sens dovedindu-se eotaxin și eotaxin-2 ambele acționând prinCCR3 și
determinând schimbări rapide asupra eozinofilelor donorilor. în plus, MIP-
lalpha induce aceleași modificări rapide asupra eozinofilelor mediate însă, de
CCR1 și nu de CCR3 (57).
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MCP-1
(Monocyte Cheniotactic Protein-1)

Chemokina CC MCP-1 a fost identificată ca un chemoatractant major
pentru monocite și limfocite T (1).

MCP-1 este o proteină cu greutatea moleculară mică (8-lOKDa), și are
un rol semnificativ în patologia bolilor inflamatorii acute și cronice (2). niRNA
precursor sau proteina, au fost detectate ia nivele înalte în leziunile prezente în
mai muie boli cum sune fibroza pulmonară, artrita reumatoidă, ațeroscleroza și,
de asemenea, în câteva tipuri de tumori.

Reglarea producției MCP-1 și rolul ei în stările patofiziologice rămân în
mare măsură necunoscute (3). Pentru a identifica regiunile MCP-1 care
contactează receptorul său CCR2, s-au substituit cu alanină toate reziduurile
expuse pe suprafața celulelor. Câteva reziduuri au fost mutate pe alți aminoacizi
pentru a identifica la poziții specifice, importanța sarcinilor, hidrofobiei și a
aromaticității reziduurilor.

Afinitatea de cuplare a fiecărui mutant pentru CCR2, a fost examinată
pentru celulele CHL transfectate cu CCR2. S-a constatat că majoritatea
mutațiilor punctiforme nu au efect. Reziduurile la terminusul N al proteinei,
cunoscut a fi crucial pentru semnalizare, contribuie mai puțin la afinitatea de
cuplare. Situsul de cuplare al receptorului pentru MCP-1 este semnificativ
diferit de situsurile de cuplare ale RANTES și IL-8.

Au fost realizate mutații punctiforme la nivelul a 6 reziduuri acide din
regiunea N-terminală a receptorului, pentru a testa rolul lor în cuplarea
ligandului, demonstrându-se astfel implicarea motif-ului DYDY în cuplarea
ligandului (1). S-a constatat că MCP-1 glicozilat (12 și 13,5kD) este de 2-3 ori
mai puțin chemotactic pentru monocite și celulele THP-1, decât MCP-1
neglicozilat (lOkD). MCP-l (5-76) și (6-76) trunchiate N-terminal, au fost
lipsite de bioactivitate în timp ce MCP-1 (1-69) procesat COOH-terminal reține
întreaga sa capacitate de inducere a Ca2+’ ca și a activității chemotactice.
Capacitatea formelor MCP-1 modificate natural de a desensibiliza răspunsul
Ca * indus de MCP-1 intact în celulele THP-1, se corelează cu potențialul
agonistic al lor.
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MCP-2 (6-76) modificat natural este lipsii de activitate, dar poate bloca
complet efectul chemotactic al MCP-1, MCP-3 și RANTES. MCP-2 (1-74)
procesat COOH-terminal, nu reține potențialul său chemotactic. Comparativ cu
MCP-1, MCP-2 natural intact este de 10 ori mai puternic în inducerea creșterii
Ca2+ intracelular; astfel, modificările postranslaționale fiziologice sau
patologice afectează potențialul chemokinei (4).

Receptorul MCP-1

CCR2, receptorul chemokinei MCP-1, este considerat o proteină G
majoră care cuplează receptorul pentru MCP-l/JE (5), S-au investigat
mecanismele moleculare prin care endotoxina bacteriană LPS, mediază
hiporeglarea receptorilor CCR2 pe monocitele umane. Se constată că LPS
induce o reducere marcată a nivelelor proteinei de suprafață CCR2, care a fost
blocată prin pretratarea cu inhibitori ai TK, cum sunt ginestein și herbamycin A.

Mecanismul efector care stă la baza hiporeglării CCR2 indusă de LPS,
implică, se pare, activitatea proteinazelor întrucât analizele Western blot ale
monocitelor stimulate cu LPS, relevă degradarea speciilor de 38kD ce
corespund monomerului CCR2B. în celulele RBL ce exprimă proteina de
fuziune CCR2B, LPS stimulează intemalizarea și degradarea CCR2. Inhibitorul
serinproteinazei N-alpha-p-tosyl-L-lysine chloromethyl ketone, blochează
hiporeglarea CCR2, indusă de LPS în monocite. Astfel, s-a demonstrat că
mecanismul hipomodulării receptorului chemokinelor CC este dependent de
activarea TK și de degradarea receptorului mediată de serin -proteinază (6).

Studii de cuplare ale receptorului, demonstrează că MCP-1 marcat I, se
leagă la o singură clasă de receptori cu afinitate crescută cu o constantă Kd de
0,14 (0,07-0,32) nM. în studii de competiție, MCP-2 și MCP-3 inhibă complet
legarea MCP-1 marcat 125I , cu valori Kj de 0,3 (0,16-0,46), 8,8 (3,4-26) și 12,2
(0,6-22) (7).

Mecanismele celulare ale MCP-1

Expresia hMCP-1 este prezentă în variate tipuri celulare și fiind
amplificată de o varietate de stimuli. S-a demonstrat inițial că efectele a variați
stimuli precum IL-lbeta, TNF alpha, 2-O- tetradecanoyl forbol 13-acetat asupra
expresiei hMCP-1 mRNA au fost diferite în celulele glioblastomului A172,
fibrosarcomului HT1080 și în celulele leiomiosarcomului SKLMS. Aceste
constatări sugerează că expresia hMCP-1 este reglată atât într-o manieră
stimul-specifică cât și într-o manieră țesut specifică.
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Pentru a elucida mecanismul care stă la baza acestei reglări, s-a izolat
DNA genomic de la capătul 5’al hMCP-1, DNA secvențiat până la perechea de
baze 3011 în amonte de situsul start transcripțional. Printre elementele cis
putative, s-au identificat două elemente cis critice pentru transcripția genei
hMCP-1. Primul element îl constituie îndepărtarea situsului de cuplare kappa B
localizat amonte, între perechile de baze -2612 și -2603, care este important
pentru activitatea enhancer-ului indusă de IL-1 beta, TNF alpha și
2-O-tetradecanoyl phorbol 13-acetat. Mutația la situsul consens kappaB,
conduce la o pierdere completă a activităților enhancer-ului indusă de stimuli.
Elementul secundar este box GC, localizat între perechile de baze -64 și -59
care este important în menținerea activității transcripționale bazale.

Superexpresia rSPl conduce la o creștere a activități transcripționale
hMCP-1, via box GC. Aceste date indică faptul că expresia MCP-1 este
controlată prin cel puțin două elemente reglatoare: un situs kappaB și box GC,
care este asociat, se pare, cu reglarea stimul-specifică și respectiv
țesut-specifică (8).

Un alt posibil mecanism care reglează expresia chemokinei MCP-1 este
hiperexpresia proteinei AP-1, ce provoacă direct co-inducerea expresiei genelor
moleculelor de adeziune intercelulară (ICAM-1) și ale chemokinei, MCP-1 în
celulele endoteliale vasculare umane (EC). Expresia genei indusă de AP-1 se
produce printr-un mecanism independent de factorul nuclear kappaB. Deoarece
inducerea expresiei ICAM-1 și MCP-1 în EC a fost implicată în activarea
endoteliului vascular și într-un număr de afecțiuni vasculare, s-a sugerat că
activarea AP-1 poate juca un rol în patogeneza inflamației, angiogenezei și
aterogenezei (9).

Expresia MCP-1 în procese fiziologice

MCP-1 este neexprimat în osul normal sau în osteoblastele normale in
vitro, însă după stimularea cu mediatori inflamatori, chemokina MCP-1 este
hiperreglată. Această expresie este temporal și spațial asociată cu recrutarea
monocitelor atât în inflamația cât și în timpul remodelării osului în procesul de
dezvoltare. De asemenea, s-a constatat că MCP-1 exogen aplicată osului
inflamat, amplifică recrutarea monocitelor. Monocitele produc factori care
influențează metabolismul oaselor, așa cum sunt prostaglandinele, PDGF, IL-1
și TNF, iar chemokinele MCP-1 care inițiază recrutarea acestorar par a fi de
asemenea, importante în metabolismul oaselor (10).

MCP-1, recrutează și macrofage, fiind exprimată în corpul galben de la
șobolan unde crește cantitativ în timpul luteolizei. Expresia temporală și
spațială a MCP-1 și modificările în numărul macrofagelor au fost examinate
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imunocitochimic. Imunocolorarea MCP-1 a fost marcată în cazul regenerării
corpului galben comparativ cu cea din faza luteinică timpurie. Expresia MCP-1
a fost, de asemenea, marcată în peretele vaselor de sânge care înconjură corpul
galben, comparativ cu cea din vasele localizate la distanță de acesta. Se
conclude astfel că, expresia MCP-1 și numărul macrofaglor se amplifică odată
cu regresia corpului galben și că MCP-1 poate juca un rol în recrutarea
macrofagelor în timpul regresiei acestuia (11).

Nivelele circulante ale MCP-1, s-a demonstrat că sunt amplificate într-o
manieră dependenta de vârstă; astfel, utilizând tehnica ELISA, s-a constatat că
vârsta reprezintă un predictor important al nivelelor circulante ale MCP-1, odată
cu înaintarea în vârstă observându-se creșterea acestora. O posibilă explicație ar
consta în faptul că nivelul plasmatic al MCP-1 poate reflecta existența
aterosclerozei, deși la pacienții cu boli coronariene sau cu accidente
cerebro-vasculare,acesta nu variază în funcție de vârstă (3).

Celulele pigmentare ale retinei, situate între retină și coroida
vascularizată, formează o parte a barierei sânge-ochi și sunt importante în
homeostazia globului ocular. Aceste celule sunt capabile să producă o varietate
de citokine care pot juca un rol în răspunsurile inflamatorii intraoculare. S-a
urmărit dacă celulele epiteliului pigmentar al retinei secretă citokinea anti-
inflamatorie TGF-beta 2 și citokina pro-inflamatorie MCP-1, într-o manieră
polarizată. Secreția TGF-beta 2 și MCP-1 la polul bazai și la cel apical al
monostraturilor celulelor RPE netratate cu IL-lbeta a fost analizată prin ELISA.
S-a demonstrat că secreția TGF-beta 2 nu este hiperreglată de stimularea cu IL-
lbeta în schimb IL-1 beta induce puternic secreția MCP-1, preferențial în
compartimentul bazai al monostraturilor RPE.

Astfel, se demonstrează că celulele RPE umane sunt capabile să secrete
TGF-beta 2 și MCP-1 într-o manieră polarizată. De asemenea, se susține că,
MCP-1 poate fi secretat de celulele RPE în direcția vaselor coroidale din partea
posterioară a ochilor, în timpul răspunsurilor inflamatorii, fapt ce poate limita
leziunile retinei neurosenzoriale (12).

Expresia MCP-1 modulată de diferiți stimuli

Monocitele și limfocitele T, implicate în răspunsurile imune/inflamatorii
pot fi atrase din circulație în țesuturi prin MCP-1, iar ulterior, monocitele pot fi
activate prin CSF, GM-CSF sau M-CSF.

Efectele IL-6 sau ale TGF-beta asupra producției de MCP-1 sau CSF au
fost examinate în celulele foliculare tiroidiene (TFC). IL-6, fiind eficient numai
în prezența receptorului solubil IL-6R, stimulează expresia MCP-1 și GM-CSF,
dar are efect inhibitor asupra expresiei GM-CSF. TGF-beta stimulează expresia
atât a MCP-1 și GM-CSF, dar supresează expresia M-CSF.
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Aceste rezultate sugerează un posibil rol al 1L-6 sau TGF-beta în inițierea
și modularea răspunsurilor tiroid imune/inflamatorii (13).

Expresia chemokinelor, incluzând MCP-1 a fost examinată în celulele
endoteliale ale venei ombilicale umane (EC) în urma tratamentului cu citokine.
S-a comparat efectul TGF-beta 1 asupra acestei expresii induse a chemokinelor
și s-a. demonstrat că TGF-beta are efecte imunosupresive pe celulele endoteliale.
EC exprimă mRNA MCP-1 și proteina, ca răspuns la TNF-alpha, IFN-gamma
sau IL-lbeta, dar nu ca răspuns 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 și a proteinei comparativ cu tratamentul separat cu
TNF-alpha sau IL-1.

Pretratamentul cu TGF-beta nu are efect asupra expresiei MCP-1 indusă
de orice citokină, de asemenea, TGF-beta 1 nu are nici un efect asupra
stabilității mRNA MCP-1. S-a demonstrat că TNF-alpha provoacă o reducere a
expresiei p75 pe suprafața celulară iar tratamentul celulelor endoteliale cu
TGF-beta singur provoacă o reducere aditivă a expresiei p75 comparativ cu
tratamentul TNF-alpha singur.

Aceste observații susțin existența unor mecanisme adiționale prin care
TGF-beta exercită proprietăți imunosupresive asupra EC (14).

Un alt studiu evaluează chemokinele exprimate de celulele endoteliale
umane derivate din piele (HDMEC) și reglarea expresiei acestor chemokine,
indusă de citokine. După stimularea cu IL-lbeta și TNF-alpha, HDMEC și
HMEC (linie celulară endotelială microvasculară umană) exprimă nivele înalte
ale IL-8, GRO, MCP-1. RANTES a fost indus doar într-o mică măsură.

Tratamentul concomitent cu TNF-alpha și IFN-gamma conduce la
hiporeglarea RANTES, indicând o sinergie între aceste două citokine.
Chemokina CXC, IP-10 este hiporeglată prin acțiunea IFN-gamma, dar nu ca
rezultat al acțiunii altor citokine. MlP-lalpha și beta, 1-309 și ENA-78 nu pot fi
induse. Profilul chemokinelor din HDMEC și HMEC-1 a fost comparat cu acela
al chemokinelor din endoteliul venei ombilicale umane și s-a găsit a fi similar
cu acesta, cu excepția faptului că IFN-gamma și IL-4 hiporeglează MCP-1 doar
în endoteliul macro vascular (15).

TNF- alpha este o citokină cu efecte majore asupra expresiei chemokinei
MCP-1. Astfel, s-a demonstrat că TNF-alpha reglează transcripțional expresia
MCP-1 murin. S-au realizat o serie de studii pentru a determina mecanismul
prin care TNF reglează MCP-1 și s-a demonstrat că două situsuri distale kappa
B, o secvență hipersensibilă dimetilsulfat și un situs SP-1 promotor proximal
sunt necesare pentru inducția TNF. Studiile de transactivare, realizate prin
co-transfecția vectorilor de expresie p50 și/sau p65 cu constructele MCP-1
demonstrează că TNF-alpha reglează expresia MCP-1 prin intermediul
NF-kappa B. Acest studiu ilustrează rolul crucial al p65 NF-kappa B în

47
https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



inducerea genei MCP-1 de către IN F  ca și în asamblarea enhancer-ului
dependent de NF-kappa B, in vivo (16).

Efectul IL-10 asupra producției induse de LPS a chemokinelor
MlP-lalpha și MCP-1 a fost examinat la 16 subiecți sănătoși care au fost
injectați intravenos cu LPS și cu IL-10. LPS induce o creștere tranzientă în ser a
MlP-lalpha, M lP-lbeta și MCP-1 dar pretratamentul cu IL-10 inhibă eliberarea
chemokinelor indusă de LPS. Inhibarea producției de M lP-lalpha și beta,
indusă de către IL-10 este independentă de prezența sau absența anticorpilor
anti-TNF (17).

GM-CSF derivat din celulele tumorale și activitatea tumoricidă a
macrofagelor, reduc tumorigenicitatea. Pentru a investiga implicarea sa în acest
fenomen, gena GM-CSF rriurină a fost transfectată în celulele KM12SM - celule
de carcinom de colon uman - observându-se o infiltrare densă cu PMN, urmată
de infiltrare cu macrofage, care se corelează cu expresia M lP-lalpha și MCP-1.
Incubarea macrofagelor cu GM-CSF induce expresia moleculelor de adeziune
ceulară CD11b, molecule ce au fost asociate cu creșterea atașamentului la celule
tumorale. Celulele KM12SM au fost înalt sensibile la liza mediată de
macrofage, în prezența MCP-1 recombinant și a rGM-CSF.

în ansamblu rezultatele sugerează că GM-CSF derivat din celulele
tumorale, stimulează celulele polimorfonucleare și macrofagele să secrete
MlP-lalpha și MCP-1, care determină recrutarea celulelor mononucleare,
induce expresia moleculelor de adeziune pe suprafața macrofagelor și crește
citoliza dependentă de contact a celulelor tumorale (18).

Activitatea chemotactică a MCP-1 poate fi alterată prin tratamentul cu
peroxinitrit, un oxidant care poate nitra reziduurile de Tyr ale MCP-1, și astfel,
poate reduce activitatea chemotactică monocitară indusă de MCP-1, într-o
manieră dependentă de doză. Peroxinitritul reduce cuplarea MCP-1 la monocite
și conduce la formarea nitrotirozinei. Se concluzionează că peroxinitritul poate
juca un rol în reglarea chemotaxisului monocitelor indus de MCP-1 (19).

Expresia MCP-1 în patologie

Expresia MCP-1 în infecții bacteriene

Infecția bacteriană coincide cu migrarea leucocitelor în circulație, în
țesutul infectat cu bacterii. Recent, s-a demonstrat că celulele endoteliale, după
cuplarea și ingestia Staphyloccocus aureus, expun proprietăți proinflamatorii
incluzând activitatea procoagulantă și creșterea expresiei ICAM-1 și VCAM-1
pe suprafața celulară, conducând la o superadeziune în principal pentru
monocite.
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Creșterea extravazării monocitelor la situsurile infecției bacteriene este
facilitată de producția locală a factorilor chemotactici. Se observă că, după
infecția celulelor endoteliale umane cu bacterii acestea eliberează MCP-1, care,
în schimb, stimulează chemotaxisul monocitelor. Astfel, după 24 ore, după
ingestia S. aureus, celulele endoteliale eliberează cantități semnificative de
MCP-1, într-o manieră dependentă de numărul și de virulența bacteriilor
utilizate pentu infecție. Kineticile, ca de asemenea, cantitatea de MCP-1
eliberată de celulele endoteliale infectate cu S. aureus, diferă marcat de acelea
eliberate de celulele endoteliale stimulate cu IL-1 beta.

Se concluzionează că celulele endoteliale pot iniția și susține activ un
răspuns inflamator după invazia microorganismelor patogene, fără a fi necesară
o intervenție cu citokine proinflamattorii derivate din macrofage (20).

Expresia MCP-1 în nefrite

IL-6, un factor de creștere autocrin pentru celulele mesangiale, și
chemokinele care sunt eliberate de celulele mesangiale activate și care induc
infiltrarea leucocitelor, joacă un rol critic în progresia bolilor renale mediate de
sistemul imun. S-a analizat dacă IL-6 singur sau în combinație cu forma
solubilă a receptorului său, poate induce celulele mesangiale umane normale
(NHMC) să elibereze chemokine alpha și sau beta (MCP-1, IL-8, RANTES).

Se constată că doar tratamentul sincron al IL-6 cu IL-6R este eficient în
inducerea eliberării semnificative a chemokinelor în celulele NHMC. Astfel,
tratamentul cu IL-6 și IL-6R determină un efect sinergie puternic asupra sintezei
și eliberării MCP-1, dar nu are nici un efect asupra IL-8, RANTES sau
MIP-1 alpha. S-a demonstrat că NMHC exprimă doar lanțul de transducere a
semnalului (gpl30) nu și subunitatea specifcă a receptorului IL-6 (gpl80).

Aceste constatări susțin implicarea IL-6 în reacțiile inflamatorii ale
rinichiului prin reglarea selectivă a recrutării monocitelor (21).

Secreția MCP-1 de către celulele mesangiale umane, se produce și ca
răspuns la acțiunea IL-1 și această secreție are un rol central în amplificarea
răspunsului inflamator în glomerulonefrită (22).

Mecanismul prin care IL-1 reglează transcripția sa nu a fost elucidat. S-a
observat că membrii familiei kappa B/rel (NF-kappa B), pot regla expresia
MCP-1 într-o manieră specifică de țesut sau de stimulare. Prin analize Western
blot s-a caracterizat acțiunea membrilor familiei NF-kappa B care cuplează la
două situsuri NF-kappa B ale enhancer-ului MCP-1 (Aiși A2), in vitro.
Transactivarea genei MCP-1 a fost investigată prin transferul enhancer-ului în
celulele mesangiale.

S-a observat că celulele mesangiale umane primare conțin în plus
față de p50 (NF-kappa B() și p65 (RelA), oncoproteina c-rel și RelB, dar nu p52
(NF-kappaB2).
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IL-1 induce c-rel să formeze un complex cu p65, care cuplează
la situsul A2 MCP-1, dar nu la Ab  IL-1 hiperreglează activitatea transfectată a
enhancer-ului MCP-1. Co-transferul enhancer-ului cu heterodimerul c-rel p65
poate transactiva selectiv gena MCP-1 via situsurilor A(și A2, în celulele
mesangiale. Deci, c-rel poate amplifica transcripția MCP-1 în celulele
mesangiale și poate determina amplificarea expresiei genei în glomerulul
infectat (22).

Se susține că interacția dintre celulele mesangiale (MC) și
monocite/macrofage (Mo/Mo) este o trăsătură patogenică importantă a
glomerulonefritei dar mecanismul său nu este încă elucidat. Interacțiunile
celulă-celulă au fost examinate în condițiile expresiei MCP-1 iar rezultatele
relevă că adeziunea celulară a culturilor de macrofage la celulele mesangiale,
induce expresia MCP-1 care este observată, în principal, în celulele
mesangiale. Se pare că inducerea expresiei MCP-1 este, cel puțin în parte,
mediată de activarea factorului kappa B, care se produce preferențial în celulele
mesangiale (23).

S-a observat că inhibitorii Angiotensin-converting enzyme (ACE) reduc
infiltrarea macrofagelor în câteva modele de injurie renală și s-a emis ipoteza că
angiotensin (Angli) poate fi implicată în recrutarea celulelor inflamatorii în
leziunile renale prin inducerea sintezei MCP-1. Intr-un model de nefrită imună,
s-a observat o hiperreglare a MCP-1 renal (mRNA și proteina) în asociație cu
infiltrarea celulelor mononucleare, procese reduse semnificativ prin tratamentul
cu inhibitorul ACE, quinapril. Expunerea celulelor mesangiale de șobolan la
Angli amplifică expresia ( 2,5ori ) și sinteza ( 3ori ), similar cu efectele
observate la acțiunea TNF-alpha. întrucât NF-kappa B este implicat în reglarea
genei MCP-1, s-a investigat dacă efectele Angli sunt mediate tot prin activarea
factorului NF-kappa B și s-a observat că Angli activează NF-kappa B ( 4.3ori)
iar inhibitorul NF-kappa B pyrolidine dithiocarbamate abolește activarea NF-
kappa B și expresia genei MCP-1, induse de către Angli în celulele renale.
Acesta poate fi un mecanism care poate explica în viitor efectele benefice ale
inhibitorilor ACE în bolile renale progresive (24).

MCP-1 în astm

Chemokinele beta sunt cunoscute pentru rolul lor fundamental în
dezvoltarea bolilor alergice ale căilor aeriene printre care și astmul. S-a
demonstrat că celulele mușchilor netezi ai căilor aeriene umane (HASMC) nu
au doar funcții contractile ci sunt capabile să exprime și să secrete chemokine
ale familiei MCP/eotaxin.

Nivelele de expresie ale MCP (MCP-1,-2, -3)mRNA au fost comparate cu
acelea ale mRNA RANTES în în cultura de HASMC. Aceste celule exprimă
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mRNA MCP și RANTES după stimularea cu IL-lbeta, TNF-alpha și
IFN-gamma. MCP mRNA a atins un nivel maxim la 8 ore după stimulare, în
timp ce expresia mRNA RANTES s-a observat la 24 ore, după stimulare.
Expresia mRNA MCP, indusă de citokine în HASMC, a fost asociată de
eliberarea MCP, care a fost inhibată prin dexametazonă și postranslațional
prin IL-4.

Se poate susține că HASMC participă activ la patogeneza astmului prin
expresia și eliberarea chemokinelor implicate în generarea răspunsului
inflamator caracteristic al bolilor alergice ale căilor respiratorii (25).

Studii realizate pe un caz particular de astm și anume astmul indus de
diisocyanate (DOA) și s-a observat că există o asociere, in vitro, între această
formă de astm și factorii eliberatori de histamină stimulați de antigenul
diisocynate în PBMC. Chemokinele identificate în supematantele PBMC, se
cunosc a exprima activitatea factorului eliberator de histamină.

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

Cuantificarea citokinelor în supematante arată o producție medie crescută
de IL-8 și TNF-alpha, în timp ce IFN-gamma, IL-4 și IL-5 nu erau crescute la
subiecții DOA.

Astfel, stimularea antigenică a secreției MCP-1 și TNF-alpha, sugerează
că reacțiile imune celulare specifice diisocyanate au drept rezultat activarea
macrofagelor, care pot fi importante în patogeneza DOA (26).

MCP-1 în boli alcoolice de ficat

Bolile alcoolice de ficat sunt asociate cu creșterea expresiei hepatice a
MCP-1 și a MIP-1 alpha. Concentrațiile MCP-1 în ser sunt mai înalte în
hepatitele alcoolice comparativ cu ciroza sau comparativ cu subiecții control
sănătoși. Concentrațiile MIP-1 alpha au fost sub sensibilitatea de detectare la cei
mai mulți pacienți însă concentrațiile din ser ale MCP-1, au fost corelate
semnificativ cu aspartat aminotransferaza și creatinina serică. In hepatitele
alcoolice severe, concentrațiile MCP-1, au fost mai înalte în venele
hepatice comparativ cu venele periferice; în hepatitele alcoolice blânde nu
există diferențe.

Secreția de către celulele mononucleare atât a MCP-1 cât și a MIP-1 alpha,
este mai înaltă în hepatitele alcoolice severe comparativ cu controalele
sănătoase, iar mRNA-ul chemokinei a fost identificat în monocite (27).
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Aceste rezultate susțin MCP-1 drept candidat pentru activarea și
infiltrarea celulelor mononucleare în hepatitele alcoolice (AH). Producția
MCP-1 de către monocitele de la pacienții AH a fost redusă, in vitro, prin
pretratamentul monocitelor cu N-acetilcisteina și, de asemenea, este redusă la
pacienții ameliorați clinic, după 6 luni. Nivelele plasmatice ale MCP-1 au fost
sub limitele de detectare ale tehnicilor utilizate atât la pacienții AH cât și la
subiecții normali.

S-a observat că monocitele de la pacienții cu AH produc atât nivele
constitutive ale MCP-1, dar, de asemenea produc nivele înalte ale MCP-1 atunci
când sunt stimulate cu LPS (28).

MCP-1 în boli inflamatorii intestinale

Boala intestinală inflamatorie (IBD) indică disfuncții inflamatorii acute
ale tractului gastrointestinal de etiologie necunoscută. Perturbarea sistemului
imun intestinal la nivel celular și umoral constituie un element important în
patogeneza multifactorială a IBD.

Expresia citokinelor proinflamatorii (IL-1, IL-6, TNF-alpha) și a
chemokinelor (IL-8, ENA-78, MCP-1, RANTES), în mucoasa intestinală de la
pacienți IBD este marcat crescută, totuși nu este întotdeauna însoțită de
creșterea nivelelor serice ale citokinelor. în IBD se observă și modificări
importante în expresia tisulară a citokinelor imunoreglatorii. Astfel, se observă
nivele crescute ale IL-2 mRNA și IFN-gamma precum și nivele scăzute ale
IL-4 în mucoasa intestinală inflamată (29).

Se susține că chemokinele sunt importante pentru recrutarea
granulocitelor și a celulelor mononucleare și astfel, pentru menținerea
inflamației în colitele ulcerative (UC). Pentru a examina rolul chemokinelor în
progresia bolii a fost studiată expresia proteinei 10 (IP-10) indusă de
IFN-gamma ca, de asemenea, expresia IL-8, MCP-1, MCP-3 și MlP-lalpha, atât
la pacienții UC cât și la indivizi control.

S-a constatat că chemokinele analizate se exprimă în celulele ce
infiltrează lamina propria dar nu și în celulele epiteliale. Procentajul celulelor
ce exprimă IP-10, IL-8, MCP,1 și MCP-3 a fost semnificativ crescut în toate
mostrele UC, comparativ cu controalele. Expresia MlP-lalpha nu a fost
detectată nici la controale nici la indivizi UC (30).

Celulele colonului au o producție diferențiată de chemokine care se
presupune că ar contribui la infiltrarea crescută, caracteristică de populații de
leucocite selectate în boala inflamatorie a colonului.

IL-13 amplifică secreția IL-lalpha ce induce IL-8 în linia HT-19.
Combinația TNF-alpha și IFN-gamma stimulează minim reglarea activării
expresiei mRNA RANTES și MCP-1 în celulele HT-29. Aceeași stimulare
induce însă o expresie mai puternică a secreției mRNA IL-8.
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Pretratarea cu IL-13 sau 1L-4 reduce semnificativ RANTES și MCP-1,
dar nu expresia secreției mRNA IL-8. Dimpotrivă, IL-10 nu are efect asupra
generării mRNA RANTES, MCP-1 și IL-8.

Deci producția de chemokine de către celulele epiteliale colonice poate fi
diferit reglată de citokine derivate din celulele T și sugerează un interjoc între
celulele epiteliale și limfocitele T, potențial important în inflamarea intestinului
gros (31).

MCP-1 în inflamația și injuria creierului

Injuria în țesuturile ne-neuronale stimulează expresia chemokinelor ce
conduc la migrarea celulelor inflamatorii responsabile de procesul de reparare.
Semnalele implicate în procesul de reparare a leziunilor din creier sunt foarte
puțin înțelese.

Se presupune că în urma injuriei creierului, chemokinele se exprimă și
reglează rata și patem-ul acumulării celulelor inflamatorii. Au fost evaluate
patem-urile expresiei mRNA pentru chemokinele alpha și beta (MCP-l/JE,
MlP-lalpha, MlP-lbeta, RANTES) precum și acumularea leucocitelor în urma
leziunilor cerebrale. Leziunile cerebrale analizate se datorau în parte adiției
endotoxinei bacteriene LPS, care stimulează expresia citokinelor. în leziunile
induse de LPS, toate citokinele se exprimă la nivele crescute.MCP-1 și MIP-
alpha erau crescute la două ore și atingeau un vârf la 6 ore, MlP-lbeta atingea
un nivel maxim la 6 ore dar scădea mai rapid decât MCP-1 sau MIP-1 alpha iar
IP;10 avea un peak la 6 ore și prezenta un declin rapid. Spre deosebire de
inducțiile induse LPS, injuriile sterile, produse în absența endotoxinei, induceau
doar mRNA pentru chemokina beta MCP-1 iar expresia sa era întârziată
comparativ cu expresia citokinelor din injuriile corticale induse de LPS.

Prezența mesajului chemokinic la aproximativ o oră indică faptul că
expresia acestei clase de molecule este un răspuns timpuriu în procesul de
reparație ulterior injuriei traumatice a creierului. în leziunile corticale induse de
endotoxina bacteriană se observă o acumulare mai rapidă a
macrofagelor/microgliilor, de asemenea, se observă activarea suplimentară a
microgliilor din marginile leziunii precum și o acumulare celulară mai mare,
comparativ cu leziunile sterile.

Aceste rezultate susțin capacitatea creierului de a exprima multiple gene
pentru chemokine, în condițiile unei stimulări adecvate (exemplu: tratamentul
cu LPS). Gradientul activării microgliei este corespunzător leziunii care
stimulează eliberarea de chemokine la situsul injuriei (32).

Expresia chemokinelor în sistemul nervos post-traumatic a fost studiată
pe un model de degenarare walleriană a axonilor din sistemul nervos periferic
și s-a constatat că celulele Schwann pot iniția procesul degenerării walleriene
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prin eliberarea citokinelor proinflamatorii (ÎL-1 beta, MCP-1, 1L-8 și 1L-6)
implicate în recrutarea și diferențierea leucocitelor.

O comparație a patem-ului secretor dintre explantele de nervi și celulele
Schwann cultivate, susține că fiecare citokină a fost reglată diferențial prin
absența factorilor de creștere sau a fragmentelor membranei axonale. întrucât
degenerări similare degenerării walleriene se produc într-o largă varietate de
neuropatii periferice, producția citokinelor mediată de celulele Schwann poate
juca un rol important în multe bolii (33).

Expresia chemokinelor MCP-1, MCP-2, MCP-3 a fost, de asemenea
studiată în leziuni de scleroză multiplă (MS) la indivizi cu vârste și nivele ale
activității inflamatorii diferite. Imunocolorarea pentru MCP-1, -2, -3, a
leziunilor de scleroză multiplă cronice-active sau acute, este proeminentă în
centrul leziunii iar reactivitatea este abrupt diminuată la periferia leziunii.
Astrocitele hipertrofice apar puternic reactive iar celulele inflamatorii prezintă o
reactivitate variabilă. Greierele normale, de control nu prezintă
imunoreactivitate pentru MCP-1,-2 și -3.

Deși distribuție celulară a celor trei membrii ai acestei familii este
similară, anticorpii pentru MCP-3 induc colorații proeminente ale matrixului
extracelular, care nu au fost descrise pentru MCP-1 și MCP-2.

Toate aceste experimente susțin implicarea chemokinelor proceselor de
reparație de la nivelul creierului (34).

în meningitele virale, răspunsul inflamator implică celulele T și
monocitele, care sunt necesare în spațiul subarahnoidian. S-au investigat
semnalele chemotactice ce atrag celulele la locul inflamației din meninge și s-a
constatat că patru citokine și anume MCP-1, RANTES, MlP-lalpha și
MlP-lbeta precum și citokinele IL-15 și IL-16 sunt prezente în lichidul
cerebrospinal al pacienților cu meningită virală. Rezultatele indică o implicare a
MCP-1 și IP-10 întrucât s-a constatat că spre deosebire de alte chemokine,
MCP-1 și IP-10 sunt prezente în 97% și 79% din CSF, la concentrații suficiente
pentru a induce chemotactismul celulelor mononucleare, de asemenea, s-a
observat că mai mult de 90% din CSF-urile din meningitele virale induceau
chemotaxisul celulelor mononucleare din sângele periferic (PBMC) (35).

MCP-1 în endometrioză

Endometrioza, una din cele mai frecvente boli ginecologice, este
dependentă de estrogeni și este adesea asociată cu modificări imunologice.
Acestea includ amplificarea activării și infiltrării macrofagelor în implanturile
endometriotice ca și în implanturile care se dezvoltă în cavitatea peritoneală. în
ciuda rolului critic al estrogenilor în dezvoltarea acestei boli, mecanismele
biochimice nu sunt cunoscute.
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S-a demonstrat că estradiolul (E2) crește responsivitatea celulelor
endometriotice la citokinele proinflamatorii IL-lbeta prin hiperreglarea
expresiei MCP-1 indusă de către IL-1, în timp ce progesteronul nu are efecte
semnificative.

Analizele de imunohistochimie ale expresiei MCP-1 în țesutul
endometriotic relevă o imunocolorare intensă atât în glandele epiteliale cât și în
stroma indiferent de faza ciclului menstrual, ceea ce este în conformitate cu
datele obținute pe culturi de celule și indică faptul că expresia MCP-1 nu este
subiect de variație ciclică.

Constatările acestui studiu furnizează dovezi care susțin că E2
hiperreglează, deși pe o cale indirectă, expresia unui factor activator și
chemotactic puternic, de către celulele endometriale ectopice, care se poate
produce local la situsul . inflamator și poate contribui la activarea
macrofagelor peritoneale, și relevă o nouă cale de acțiune a E2 în patofiziologia
endometriozei (36).

în fluidul peritoneal al femeilor cu endometrioză, s-au detectat nivele
înalte ale MCP-1. Un studiu asupra endometriozei investighează dacă expresia
MCP-1 este indusă de adeziunea celulelor stromale endometriale sau acest
proces este mediat de integrine.

După cum este cunoscut, endometrioză este o boală care se datorează
abilității edometrului menstrual de a se implanta și a crește, proces dependent de
conexiunile celulă-celulă sau celulă-matrix (ECM), conexiuni ce pot fi mediate
de integrine. Se demonstrează că integrinele sunt asociate cu adeziunea
celulelor endometriale în endometrioză și conduc la hiperreglarea expresiei
genei MCP-1 și a secreției proteinei.

Disrupția citoskeletului de actină prin tratarea celulelor cu citochalasin D,
blochează complet creșterea MCP-1 indusă ca răspuns 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 în miopatie inflamatorie

Miopatiile inflamatorii idiopatice (IIM) sunt boli musculare cu
patogeneză autoimună caracterizate de infiltrarea celulară mononucleară a
țesutului muscular. întucât acumularea celulelor imune la situsul competiției
antigenice este, uzual, mediată de chemokine, s-a evaluat expresia a două beta
chemokine - MCP-1 și MlP-lalpha - la pacienții cu poliomiozită,
dermatomiozită, și s-a corelat expresia lor cu alterările patologice din mușchi.
Transcriptele MCP-1 și MlP-lalpha au fost detectate, prin PCR, în toți mușchii
de la bolnavii IIM dar nu la control. Prin imunocitochimie, chemokinele au fost
detectate în toate secțiunile mușchilor IIM, localizate în celulele inflamatorii
infiltrările și, de asemenea, în matrixul extracelular din apropiere.
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Având în vedere abilitatea cunoscută a chemokinelor de a cupla
matrixul extracelular și posibilitatea lor de sinteză de către componentele
matrixului extracelular, s-a sugerat că acumularea chemokinelor în matrixul
extracelular poate acționa ca un factor de micromediu ce amplifică activarea și
migrarea limfocitelor, prin care se menține atacul împotriva antigenilor
musculari necunoscuți (38).

MCP-1 în infecții parazitare

Conform definiției MCP-1 este o chemokină cu rol critic în bolile
inflamatorii acute și cronice susținându-se implicarea sa și în infecții parazitare.

Pentru a demonstra această posibilitate, șoareci Balb-C au fost infectați
cu Trichinella spiralis, iar după infecție au fost sacrificați la intervale diferite de
timp și au fost cuantificate nivelele serice ale MCP-1 și TNF-alpha. Nivelele
MCP-1, pentru un interval de studiu de 50 zile, cresc și ating un maxim la 33
zile și ulterior scad, în timp ce nivelele TNF-alpha în ser au rămas identice pe
tot intervalul. Serul de la șoarecii neinfectați nu conține nivele detectabile ale
MCP-1 sau TNF-alpha dar toate aceste date nu elucidează rolul și funcția
MCP-1 în bolile inflamatorii parazitice (2).

O altă boală parazitară, keratita oncocercală, indusă de infecția cu
Onchocerca valvulus, a fost studiată din punct de vedere al efectelor citokinelor
și al expresiei chemokinelor.

Keratita oncocercală poate fi indusă la șoareci prin imunizări SC și
injectare intracomeală a O. valvulus Ags (OvAg) solubil iar răspunsul
inflamator este dependent de celulele T și de IL-4. întrucât IL-12 recombinant
afectează răspunsurile mediate de Th2, dependente de IL-4, în alte infecții
parazitare și în modele de astm alergic, s-a încercat determinarea efectului IL-12
în keratita oncocercală.

Surprinzător este faptul că tratamentul cu IL-12 provoacă exacerbarea
patologiei comeale care era asociată cu creșterea infiltrației celulelor
mononucleare și a eozinofilelor în stroma comeană. Corespunzător cu efectul
cunoscut al IL-12 asupra dezvoltării celulelor Thl, corneea animalelor tratate cu
IL-12 prezintă expresia crescută a citokinelor Thl, IFN-gamma și expresia
diminuată a citokinelor Th2 - IL-4, IL-5, IL-10, IL-13. Totuși corneea acestor
animale prezenta o creștere marcată a chemokinelor alpha și beta cunoscute a fi
active pe eozinofile și mononucleare: Ip-10, MlP-lalpha, MlP-lbeta, JE/MCP-1
și RANTES.

Aceste date susțin că IL-12 exacerbează patologia comeeană mediată
OvAg, prin amplificarea expresiei chemokinelor (induse de agentul patogen) și
a necesarului de celule inflamatorii (39).
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MCP-1 în diabet

în dezvoltarea diabetului dependent de insulină celulele Thl, nu însă și
celulele Th2 conduc la distracția insulelor beta și la debutul bolii. Pentru a
identifica evenimentele care reglează intrarea celulelor CD4 în pancreas, s-au
transferat celule Thl și Th2 induse in vitro de la celule CD4 trasgenice TCR
specific de insulă, la recipienți imunodeficienți (NOD scid).

Deși ambele subseturi infiltrează pancreasul și necesită receptori de
adeziune multipli (adresin în nodulii limfatici periferici, molecula-1 de adeziune
celulară adresin mucosal, LFA-1, ICAM-1 și VCAM-1) asupra endoteliului
vascular, intrarea și acumularea celulelor Thl este mai rapidă decât aceea a
celulelor Th2, și doar celuleleThl induc diabet.

In vitro, celulele Thl erau distincte de celulele Th2 prin capacitatea de a
sintetiza mai multe citokine care includ limfotactinul, MCP-1, MlP-lalpha, pe
când ambele subseturi produceau MlP-lbeta. 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 demonstrează polarizarea expresiei chemokinelor pe
celulele Thl și Th2 în micromediul pancreasului, în corelație cu infiltratele
inflamatorii distinctive care determină dacă celulele beta producătoare de
insulină sunt protejate sau distruse (40).

MCP-1 în infecția cu HIV

Importanța expresiei chemokinelor în infecția HIV-1, a fost subliniată
prin descoperirea faptului că infecția celulelor T CD4 (+) cu tulpinile M-tropice
ale HIV, este antagonizată de chemokinele RANTES, MlP-lalpha și MlP-lbeta,
care sunt liganzi naturali ai CCR5 - un co-receptor major pentru HIV-1 tropic
pentru macrofage (M-tropic).

într-o manieră similară, liganzii MCP-1 și MCP-2 ai CCR2b, inhibă
infecția productivă a PBMC cu tulpinile HIV-1 dependente CCR5 și CCR4,
sugerând că expresia chemokinei MCP-1 poate afecta infecția HIV, via
semnalizării prin receptorul CCR2 și desensibilizarea ulterioară a căii de
semnalizare a CCR5 și/sau CXCR4. întrucât receptorii chemokinici joacă un rol
major în fuziunea/intrarea HIV, iar chemokinele exercită efecte reglatorii asupra
infecției HIV-1, s-a examinat patem-ul expresiei genelor pentru chemokine în
celulele mieloide infectate cu HIV-1 ca și în monocitele/macrofagele primare.
Infecția cronică HIV-1 a celulelor U937, amplifică expresia genelor RANTES,
MlP-lalpha, MlP-lbeta și IL-8, dar inhibă puternic transcripția genei MCP-1
indusă de TNF-alpha.
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Inhibiția transcripției și secreției MCP-1, mediată HIV-1, a fost corelată
cu o întârziere a cuplării NF-kappa B la promotorul MCP-1, indusă de HIV-1
sau de semnal. Această inhibare a expresiei genei MCP-1, poate furniza un
mecanism prin care HIV-1 se sustrage de influența expresiei chemokinelor în
celulele monocitare (41).

Un alt studiu susține că demența asociată SIDA, caracterizată prin
pierderea neuronilor și prin leziuni sinaptice, are ca predictor central pentru
debutul clinic infiltrarea cu monocite și macrofage a parenchimului sistemului
nervos central. Utilizând o co-cultură de celule endoteliale și astrocite, s-a
examinat mecanismul prin care factorul derivat HIV, și anume Tat, poate
facilita transmigrarea monocitelor, și s-a demonstrat că tratamentul co-culturii
cu Tat HIV-1, induce semnificativ MCP-1. Sursa expresiei MCP-1 s-a constatat
că sunt astrocitele și nu celulele endoteliale.

Supernatantele de la coculturi tratate cu Tat, induc transmigrarea
semnificativă a monocitelor la 2,5 ore după adiția PBMC. Pretratamentul
acestor supernatante cu anticorpi anti MCP-1 blochează complet transmigrarea.
Analizele de flow citometrie ale PBMC stimulate Tat, demonstrează că Tat
hiperreglează expresia CCR5 pe monocite într-o manieră dependentă de timp.
Aceste date susțin că Tat-HIV poate facilita recruterea monocitelor în SNC, prin
inducerea expresiei MCP-1 în astrocite (42).

Proteina Tat HIV-1 s-a dovedit a fi un chemoatractant principal pentru
monocite și s-a observat că prezintă aminoacizi conservați la situsurile critice
ale chemokinelor familiei de molecule cunoscută pentru abilitatea de a atrage
monocitele. Tat sintetic și un peptid (Cys L24.51), ce cuprinde regiunea
“chemokine-like“ a Tat, induc un influx rapid și tranzient de Ca în monocite
și macrofage, analog chemokinelor beta. Se demonstrează că Tat împarte
receptorii cu MCP-1, MCP-3 și eotaxin și este capabilă să lege chemokinele
beta la receptorii beta chemokinici CCR2 și CCR3 dar nu la CCR1, CCR4 și
CCR5. HIV-Tat mimează, se pare, trăsăturile chemokinelor beta și facilitează
activarea și infecția HIV (43).

Chemokinele care reglează infiltrarea macrofagelor s-au măsurat în
fluidul cerebrospinal al indivizilor HIV (-) și HIV(+), cu sau fără boala
neurologică și s-a constatat că RANTES, MlP-lalpha, M lP-lbeta și IL-8 sunt
foarte crescute în demența HIV. MCP-1 este corelat cu CSF viral și severitatea
demenței și el crește după un timp la pacienții care dezvoltă demență (44).

MCP-1 în cancer ovarian

MCP-1 este un important mediator al infiltrării monocitare în variate
tumori solide cu origine epitelială. S-a evaluat rolul MCP-1 în evoluția
cancerului ovarian și s-au determinat valorile sale ca marker de diferențiere și
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de prognostic într-un studiu retrospectiv ce cuprinde 86 paciente cu cancer
ovarian, 48 cu cancer ovarian primar și 38 cu cancer ovarian recurent, 68
paciente cu chisturi ovariene benigne și 42 de femei sănătoase.

Nivelele medii în serul pacientelor cu cancer ovarian primar, cancer
ovarian recurent, chisturi ovariene benigne și la femei sănătoase a fost 535, 6 pg
ml (-1), 427, 3 pg ml (-1), 371, 2 pg ml (-1) și 318, 7 pg ml (-1). Modelele de
regresie relevă o influență semnificativă a nivelelor serice ale MCP-1 asupra
pacientelor cu cancer ovarian primar contra pacientelor cu chisturi benigne și
contra femeilor sănătoase. Pe un model de regresie multivariată, considerând
nivelele serice simultane ale MCP-1 și CAI25, atât MCP-1 cât și CAI25 relevă
o semnificație statistică asupra subiecților cu cancer ovarian împotriva celor cu
chisturi benigne.

La pacientele cu cancer ovarian, nivelele serice ale MCP-1 arată o
corelație semnificativă statistică cu gradul histologic și vârsta la momentul
diagnozei.

în ansamblu aceste date susțin că MCP-1 poate juca un rol funcțional în
istoria cancerului ovarian și poate servi ca marker de diferențiere între chisturile
benigne și cancer ovarian (45).

Rezultate recente susțin că semnalele proinflamatorii și anti-inflamatorii
reglează expresia receptorului chemokinic pe monocite. Astfel, s-a examinat
expresia CCR2, receptorul ce cuplează MCP-1, în macrofagele asociate
tumorilor (TAM) de la pacienții cu cancer ovarian. TAM izolat de la carcinoma
ovariană ascitică sau solidă, expune mRNA CCR2 defectiv, prezintă o expresie
de suprafață deficientă și nu migerază ca răspuns la MCP-1.

Defectul a fost selectiv pentru CCR2 întrucât CCR1 și CCR5 au fost
exprimate normal în TAM. Expresia genei CCR2 și răspunsul chemotactic la
MCP-1 a fos redus la o extindere mai mică în monocitele săngeluli de la
pacienții cu cancer. Nivelele mRNA CCR2 și răspunsul chemotactic la MCP-1
a fost drastic redus în monocitele cultivate proaspete în prezența ascitelor din
tumorile pacientelor cu cancer. Anticorpii anti TNF-alpha refac nivelele mRNA
în monocitele cultivate în prezența fluidului ascitic.

Constatarea expresiei defective a CCR2 în TAM, dependentă masiv de
producția locală de TNF, este în conformitate cu datele anterioare asupra
hiporeglării receptorilor chemokinici prin molecule proinflamatorii.în prezența
inflamației cronice sau a tumorilor avansate, hiporeglarea sistemică a
receptorului prin molecule proinflamatorii, ajunse în circulația sistemică, pot
avea importanță pentru chemotaxisul deficient și pentru capacitatea deficientă
de a amplifica răspunsurile inflamatorii asociate cu neoplazia avansată (46).

59
https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



MCP-2
(Monocyte Chemotactic Protein-2)

MCP-2 (Monocyte Chemotactic Protein-2) este un membru al subfamiliei
de chemokine CC sau P, cu o omologie secvențială de peste 60% cu MCP-1 și
MCP-3 și cu 30% cu M lP-la, RANTES, MIP-1Ș. In ciuda acestei omologii
secvențiale cu alte chemokine CC, MCP-2 pare a avea proprietăți juncționale
unice în comparație cu alte chemokine CC, cum ar fi MCP-1 și MCP-3 (47).

Gena MCP-2 este situată pe cromozomul uman 17q 11.2 “YAC contig”
având cu genele MCP-1 și MCP-3 o structură comună intron-exon și o ontologie a
secvenței de nucleotide de 77%. Gena MCP-2 este localizată împreună eu 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 în intestinul subțire,
sângele periferic, inimă, placentă, plămân, mușchi scheletic, ovar, colon,
pancreas și timus. Transcriptele de 1,5 și 2,4 Kb s-au găsit în testfeul, intestin
subțire și colon (49).

MCP-2 este secretată de o varietate de tipuri celulare normale, incluzând
fibroblastele, celulele epiteliale și leucocitele, precum și de celulele, țumorale.
După stimularea cu diferite citokine și inductori citokinici, nivelele MCP-2 sunt
întotdeauna mai scăzute decât acelea ale MCP-1. In fibroblastele diploide
umane, citokinele reglează diferențial inducția cherpokinelor, IL-IP, IFN-y și
TNF-a, fiind stimuli ai MCP-1 și MCP-2. Se poate presupune că, producerea
sinergică a MCP-1 și MCP-2 indică o contribuție egală a acestor chemokine în
condiții patologice și normale (50, 51).

MCP-2 a fost izolată inițial din celulele osteosarcoma stimulate ca o
chemokină co-produsă cu MCP-1 și MCP-3. cDNA-ul MCP-3 complet s-a
donat dintr-un cDNA din măduva osoasă umană. S-a constatat că există
două variante alelice MCP-2 datorită poziției 46, codonii a două reziduuri (Lys
46 și Gin 46). A fost codificată o proteină MCP-2 de 76 reziduuri, dar diferă de
secvența cDNA MCP-2 din codonul 46 care codifică o Lys în loc de Gin (51).

Nu s-a observat nici o diferență în activitatea biologică dintrre isoformele
rMCP-2 Gin 46 și rMCP-2 Lys 46. Totuși, pentru ambele variante MCP-2,
pyroglutamatul NH2 - terminal s-a arătat a fi esențial pentru chemotaxis, dar nu
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pentru mobilizarea calciului. Astfel, pGlu NH2 - terminal în MCP-2 este
necesar pentru activitatea chemotactică, dar și că el protejează contra degradării
de către proteaza CD26/dipeptidil peptidază IV (CD 26/DPP IV) (52).

Chemokinele mediază activitățile lor prin receptorii cuplați la proteina G.
Receptorii pentru MCP-2 sunt: CCR1 pe monocite, eosinofile, bazofile și Thl;
CCR2 pe. monocite, bazofile, neutrofile, Th2; CCR3 pe Th2, eosinofile,
bazofile, Thl, monocite (53, 54).

Date recente au constatat că MCP-2 se cuplează și la receptorul CCR5, un
receptor chemokinic exprimat pe celulele T și macrofage. CCR5 este cel mai
înrudit cu CCR2b și funcționează ca un coreceptor pentru virusul HIV-1
macrofagic-tropic pentru a intra în celulele gazdă, limfocitele TCD4(+) (55, 56).

Cu toate că MCP-2 se poate lega și semnaliza prin CCR1, CCR2b și
CCR5, dintre care CCR2 și CCR5 se exprimă la nivele înalte pe celulele T
activate, se pare a fi preferabil utilizat CCR5 pe aceste celule. Loops-urile
extracelulare ale receptorului - printre care cel secundar are un rol important -
sunt necesare pentru a determina semnalizarea eficientă a receptorului.
Funcțional, CCR5 este implicat în procesul de fuziune cu anvelopa HIV și va
ajuta la dezvoltarea agenților capabili să interfere cu etapele timpurii ale
infecției virale (56).

MCP-2 determină intemalizarea dependentă de doză și remarcabilă a
CCR5 în celulele CCR5/293. MCP-2 inhibă intrarea/replicarea HIV-IADA în
celulele CCR5/293 ce comprimă CD4 indicând faptul că MCP-2
folosește CCR5 ca principal receptor funcțional și este un inhibitor puternic al
lui HIV-1 (57).

MCP-2 este un mediator important al migrării limfocitelor și monocitelor.
Pentru a determina activitățile acestei chemokine s-au făcut numeroase

investigații pe celulele EBNA-293 din rinichi de embrion uman, transfectate cu
receptorul CC CKR2B. Datele au arătat că MCP-2 își poate exercita efectele
sale prin receptorul MCP-1, CC CKR2B determinând o inhibare dependentă de
doză a activității adenilciclazei stimulate de forskolin (58).

MCP-2 are rol în răspunsurile gazdei în inflamație și neoplazie, pe
celulele tumorale și mezenchimale normale (51).

MCP-2 induce chemotaxisul, modificări ale [Ca2+]i precum și eliberarea
granzimei A și N-acetil-D-glucosamidei din celulele TCD8+ după tratamentul
cu cytochalasin B indicând că, chemokinele CC activează celulele NK și sunt,
astfel, nu doar atractanți pentru monocite, limfocite T, ci și pentru eosinofile,
bazofile (59).

Studiul expresiei și distribuției MCP-1, MCP-2 și MCP-3 în leziunile de
scleroză multiplă la diferite vârste și nivele inflamatorii arată că în cele mai
multe leziuni cronice imunoreactivitatea pentru MCP-1, MCP-2 și MCP-3 era
considerabil diminuată, iar în leziunile ușor cronice imunoreactivitatea era

61
https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



restrânsă la câteva astrocite reactive împrăștiate. Aceste rezultate determină
faptul că membrii familiei MCP de chemokine sunt implicați în dezvoltarea
leziunilor de scleroză multiplă în sistemul nervos central (34).

în sinuzitele cronice asociate sau nu cu alergiile s-a constatat că MCP
erau localizate în celulele epiteliale și în celulele inflamatorii din mucoasă.
Chemokinele pot fi o legătură comună între eosinofilia sinuzitelor asociate sau
nu alergiilor, rolul principal îl au MCP-3 și MCP-4, constatare care poate avea
implicații terapeutice (59).
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MCP-3
(Monocyte Chemoatractant Protein-3)

MCP-3 este o chemokină CC care interacționează cu receptorii CCR,
CCR2(MCP-1) și CCR3 cu spectru de acțiune pe celulele T, NK, eozinofile,
celule dendritice și pe fagocitele mononucleare.

Chemokină MCP-3 este constituită din 76 reziduuri de aminoacizi,
prezentând multe situsuri de legare pentru celulele țintă. Structura sa
monomerică, aceeași cu a altor chemokine, o încadrează în subfamilia RANTES
și hMIP-1 beta (60).

MCP-3 purificată din PBMC are 1 IkD și același potențial ca MCP-3 din
celulele tumorale. în monocitele și celulele endoteliale umane, MCP-3 se
exprimă sub acțiunea LPS, IL-1 și TNF, la nivele transcripționale apreciabile,
ca și prin produs de secreție redus cantitativ. IFN-gamma are însă, un
efect mai slab.

Citokinele anti-inflamatorii nu induc expresia MCP-3, ci din contră, o
supresează. MCP-3 elaborat de celulele epiteliale poate fi important în reglarea
extravazării celulelor ce prezintă receptori corespunzători, așa cum sunt NK și
eozinofilele (61).

Nivelele producției MCP-3 (l-10ng/ml) induse sinergie de IL-1 beta și
IFN-gamma în fibroblastele diploide sunt de 10 ori mai mari comparativ cu cele
induse de MCP-1. IFN-alpha și IFN-beta, dar nu IFN-gamma sau virusul
rujeolei induc în PBMC cantități importante de MCP-3, sugerând printre altele,
rolul acestei chemokine în stadiul timpuriu al infecției virale. Inducția MCP-3
de către IFN este diferențiat reglată în fibroblaste și PBMC, producția sa locală
fiind importantă pentru orientarea selectivă a răspunsului imunitar în cazul
infecțiilor și a inflamațiilor (62).

MCP-3/FIC (Fibroblast-Induced Citokine) este chemoatractantă pentru
celulele care infiltrează locurile inflamate ale căilor aeriene alergice în faza
târzie. Pretratarea șoarecilor cu anticorpi anti-MCP-3/FIC inhibă semnificativ
inflamația căilor aeriene indusă de OVA ca și eozinofilia celulelor lavajului
bronhiolar. Se conclude că, acest complex joacă un rol important în inflamația
eozinofuică indusă de alergen în căile aeriene (63).
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MCP-3 aparține astfel, chemokinelor CC, care sunt citokine implicate în
recrutarea celulelor atât în preocese inflamatorii cât și în neoplazie. Exprimarea
variată la diferiți stimuli în diferite țesuturi se explică prin modul de abordare a
diferitelor situsuri ale promotorului genei MCP-3. Astfel, virusul rujeolei și
PMA (Phorbol 12-Miristate 13-Acetate) induc mRNA MCP-3 la 6 ore după
stimulare, iar IFN-beta, la 16 ore. In celulele MG-63 nu s-a observat creșterea
semnificativă a nivelelor mRNA sub acțiunea IL-1 beta. Promotorul genei
MCP-3 de 5kb, care deține un microsatelit, este polimorf în diverse linii
celulare. Prin deleții la capătul 5’ în promotor s-au stabilit elemente reglatoare
transcripționale negative și pozitive. Astfel, un element pozitiv s-a găsit în box
TATA, element similar cu AP-1. De asemenea, s-a observat o regiune care
conține un element Ets-like, precum și alte elemente. Stimularea cu PMA crește
dramatic activitatea promotorului, prin activarea elementului pozitiv prezent
între secvențele -172 și -100 (64).

Receptorii pentru MCP-3 (CCR)

în răspunsul lor la chemokine, leucocitele suportă rearanjări ale
citoscheletului într-un proces dinamic care conduce la polarizarea celulară.
Aceste modificări sunt esențiale pentru migrarea leucocitelor din
microcirculație la locurile inflamației.

Eozinofilele răspund la chemokinele CC via receptorului CCR3,
inducând modificări rapide de formă ale celulelor tuturor donatorului.
Eozinofilele umane exprimă receptorul eotaxin CCR3, și răspund la o varietate
de chemokine incluzând MCP-3, MCP-2, MCP-4 și RANTES (65).

Leucocitele PMN tratate cu IFN-gamma exprimă situsuri de legare
specifice pentru MCP-3 și migrează sub acțiunea MIP-1 alpha, MCP-3, MCP-5,
HCC 2 și eotaxin, iar IFN-gamma induce o creștere rapidă (circa o oră) a
mRNA CCR1 și CCR3 (66).

Celulele dendritice care sunt stimulate de mediatori inflamatori, se pot
matura și migra din țesuturile nelimfoide în organele limfoide unde inițiază
răspunsuri imunitare mediate de limfocitele T. Această etapă de migrare este
strâns legată de maturarea celulelor dendritice.

EBI1/CCR-7, receptorul pentru chemokinele ce pot regla migrarea
celulelor dendritice exprimând maturarea acestora, apare hiperreglat în 3 culturi
distincte de celule dendritice. MIP-1 alpha, MCP-3 și RANTES pot media
migrarea celulelor dendritice imature din locurile periferice, în timp ce MIP-3
beta direcționează migrarea celulelor purtătoare de antigen, de la situsurile
inflamatorii periferice. Se apreciază astfel, că diferite chemokine sunt implicate
în migrarea celulelor dendritice care poartă CCR7 (67).
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Receptorul CCR10 a cărei gena este localizată în cromosomul 3
(3p21.31-3p21.32-gena care se consideră că are rol în imunitatea placentară și
în hematopoieză) se exprimă principalmente în placenta și ficatul fetale, legând
cu înaltă afinitate chemokinele MCP-1 și MCP-3 (68).

Factori activatori ai chemokinei MCP-3

IFN-gamma este un puternic activator al funcției fagocitare a
mononuclearelor, promotând apariția răspunsului limfocitelor T, pe lângă faptul
că induce și modulează producția de chemokine într-o varietate de tipuri
celulare inclusiv fagocitele mononucleare. Astfel, IFN-gamma induce
chemokinele MCP-1 și MCP-3 în fagocitele mononucleare inhibând, în același
timp, expresia receptorului MCP CCR2 în monocite, fără însă a fi substanțial
afectați receptorii chemokinelor CCR1, CCR5. IFN-gamma laolaltă cu LPS,
TNF-alpha și IL-1 beta inhibă, de asemenea expresia CCR-2. în monocitele
tratate cu IFN-gamma, half-life mRNA CCR-2 este scurt (69). Datele
menționate mai sus sunt în acord cu paradigma reglării divergente prin mai
mulți agenți, a producției de chemokineși, de asemenea, cu expresia
receptorului în monocite.

Componentele microbiene induc expresia și producția de MCP-3 în
monocitele umane. LipoArabino Mannan (Ara LAM) micobacterial induce
expresia mRNA MCP-3 în celulele mononucleare, monocitele apărând
responsabile de exprimarea acestui mRNA indus de Ara LAM.

Mycobacterium bovis BCG induce puternic expresia MCP-3, care fiind
activă pe fagocitele mononucleare, pe celulele NK, T și dendritice, devine
relevantă în inducerea și exprimarea imunității anti-mycobacteriene (70).

Ca reacție le proteinele derivate din Mycobacterium bovis și din
Schistosoma mansoni aplicate șoarecilor cu granulom, dar deprivați de
IFN-gamma și IL-4, se constată producerea de citokine regionale. Astfel, în
urma inhibării IL-4, granulomul de tip 2 nu se convertește în granulom de tip 1,
în schimb este persistent exprimată IL-3 și, mai puțin IL-5 și MCP-3,
sugerându-se că aceste citokine pot susține un răspuns compensatoriu
de tip 2 (71).

MCP în patologie

MCP-3 este o chemokină atractantă pentru celulele mononuclerare
(monocite, limfocite) implicate în procesele inflamatorii, celule care domină în
leziunile de scleroză multiplă. în ideea stabilirii asocierii MCP-3 cu apariția
sclerozei multiple Swedish (55)! s-a studiat polimorfismul microsatelitului
CA-GA din regiunea promotor-enhancer a genei MCP-3.
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în mostrele provenite de la 129 pacienți cu scleroza Swedish s-au detectat
cu o frecvență redusă, 5 variante de alele MCP-3 (MCP-3A1-MCP-3A5).
Alelele MCP-3 individuale nu diferă însă semnificativ la pacienții cu scleroză,
comparativ cu controlul. S-a constatat însă, că alela MCP-3A4 poate preveni
apariția sclerozei (72).

Sinuzita cronică se caracterizează prin îngroșarea mucoasei inflamate și
prin formarea polipilor cu infiltrat dominant eozinofilic. Membrii subfamiliei de
chemokine MCP sunt mediatori inflamatori capabili de atragerea populațiilor
de celule specifice. Chemokinele MCP-1, MCP-4 relevă proprietăți funcționale
comune, printre care și activitatea chemotactică pentru eozinofile.

îri biopsiile de sinuzită cronică etmoidală, chemokinele MCP apar
localizate în celulele epiteliale ale mucoasei și în celulele inflamatorii. La
pacienții cu această afecțiune, dar și alergici, cea mai expresivă
imunoreactivitate o demonstrează MCP-3 și MCP-4, în comparație atât cu
afecțiunile neasociate cu alergii cât și cu normalul.

în expresia chemokinelor MCP-1 nu apar diferențe în epiteliul celor cu
sinuzită și cel al subiecților normali. Nivelul expresiei MCP-3 și MCP-4 se
corelează cu infiltrarea eozinofilelor și limfocitelor T CD4+, dar nu cu a
limfocitelor T CD8+. în patofiziologia sinuzitelor se sugerează potențialul
terapeutic al celor două chemokine (59).

Investigarea mucoasei intestinale umane inflamate de la pacienții cu IBD
(Inflammatory Bowel Disease) evidențiază predominant proteina MCP-3 în
celulele epiteliale ale mucoasei active, inflamate, ca și în zonele în care
endoteliul este distrus. mRNA MCP-3 este intens exprimat în liniile de celule
epiteliale intestinale HT-29, Caco-2 și T-84, stimulate cu IL-1 beta, IL-6 și
TNF-alpha. Concluzia este că, producția de MCP-3 crește esențial în ariile
intestinale active sugerând rolul imunoreglator al acesteia în inflamația
intestinală (73).

Capacitatea de recrutare a diferitelor tipuri celulare (limfocite T, NK,
eozinofile, celule dendritice) de către proteina MCP-3 presupune intervenția ei
importantă și în evoluția celulelor tumorale, astfel, celulele mastocitomului
P815 transfectate cu gena care codifică chemokina MCP-3 (p815/MCP-3) cresc
în gazde singeneice și suferă rezecții. Deci, trasferul de gene MCP-3 induce
rejecția tumorilor prin activarea imunității dependentă de celulele T tip 2 (74).
Anticorpii monoclonali anti CD4, CD8 și IFN-gamma, dar nu anti IL-4, inhibă
rejecția celulelor producătoare de MCP-3. Numărul macrogagelor asociate
tumorii, ca și numărul limfocitelor T, al eozinofilelor și neutrofilelor crește
odată cu transferul genei. în schimb, celulele dendritice nu proliferează în masa
tumorală, ci peritumoral, acumulându-se în ariile perivasculare. Acumularea
crescută a macrofagelor și PMN neutrofile este evident crescută la șoarecii nuzi.
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MCP-4
(Monocyte chemotactic protein-4)

MCP-4 este o chemokină beta recent descoperită (75), care prezintă o
puternică activitate chemoatractantă pentru eozinofile.

Gena MCP-4 este constituită din trei exoni (138, 115 și 578pb) și doi
introni (867 și 437pb) și prezintă o secvență reglatoare de 1,4 Kb, situată
imediat în amonte de capătul 5’. Ca elemente promotor, ce reglează potențial
expresia genei MCP-4 și/sau medierea efectelor medicamentelor
antiinflamatorii, au fost identificate o serie de secvențe consens, care
interacționează cu factori nucleari cum ar fi NF-IL-6, AP-2, o secvență consens
NF-KB like, elemente IFN-gamma responsive, elemente YYj precum și
elemente de răspuns la glucocorticoizi (76).

Această nouă chemokină a fost detectată prin secvențierea randomică a
secvenței tags exprimată în cDNA. MCP-4 cDNA a fost donat în celulele
Drosophila S2 și a fost purificată o proteină matură de 24-98 reziduuri
aminoacizi (77).

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

Berkhout și colaboratorii confirmă rezultatele obținute de Uguccioni,
susținând că secvența MCP-4 prezintă nivele înalte de omologie (59-61%) cu
MCP-1, MCP-3 și eotaxin.

Receptorul MCP-4

Ca și alte chemokine, MCP-4 nu interacționează printr-un receptor unic
ci printr-un număr de receptori diferiți în funcție de tipul celular și efectele pe
care le induce. S-a observat că MCP-4 și MIP-1 alpha, spre deosebire de
MCP-2, acționează prin receptori multipli pe aceeași celulă (55).

Studiile de cuplare realizate pe monocite susțin că MCP-4, MCP-3 și
MCP-1 interacționează 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 eficiență înaltă pentru
monocite și limfocite T și cuplează pe aceste celule prin receptori care recunosc
MCP-1, MCP-3 și RANTES (75).

Cercetări asupra fluxului de Ca susțin că MCP-4 activează receptorul
CCR.2 ce cuplează proteine G, receptor care, de asemenea, recunoaște MCP- 1
și MCP-3 (78). CCR2b s-a constatat că prezintă omologie de secvență cu un alt
receptor pentru chemokine CC și anume CCR5 (cuplează MIP-1 alpha, MIP-1
beta, RANTES). S-au investigat prin mutageneză regiunile potențial implicate
în specificitatea răspunsului funcțional și de cuplare la liganzii respectivi și s-a
demonstrat că regiunea cheie a CCR5, implicată în interacția specifică cu MIP-1
alpha, MIP-1 beta și RANTES, este localizată pe inelul extracelular! 1 Secundar
iar ‘domeniul NH-2 terminal al CCR2 reprezintă regiunea responsabilă de
afinitatea de cuplare înaltă a MCP-1, dar aceasta nu este suficientă pentru a
determina activarea cascadelor intracelulare (56).

Receptorul CCR3, exprimat în număr ridicat pe eozinofile, este specific
pentru eotaxin dar poate cupla și MCP-4 precum și alte chemokine CC (MCP-2,
MCP-3, RANTES). Anticorpii monoclonali 7B11 sunt selectivi pentru CCR3 și
blochează cuplarea a diferite chemokine radiomarcate la eozinofile sau la
transfectanții CCR3. Pretratamentul eozinofilelor cu acești anticorpi blochează
chemotaxisul și fluxul de Ca2+ indus de toți liganzii CCR3. La donorii alergici
s-a observat că mai mult de 95% din răspunsurile eotaxin, RANTES, MCP-2,
MCP-3 și MCP-4 sunt mediate de CCR3 (65).

Studii de Northern blothing sau flow citometrie, relevă faptul că CCR3
este, de asemenea, exprimat la nivel înalt pe bazofilele din sângele uman și au,
în principal, rol de mediere a chemotaxisului (79).

Eotaxin și MCP-4 stimulează migrarea bazofilelor cu eficacitate similară
cu cea reglată de activarea limfocitelor T normale ce exprimă RANTES și
MCP-4. Pretratamentul bazofilelor cu anticorpi care blochează CCR3, anulează
migrarea indusă de de eotaxin, RANTES și MCP-4, dar reduce numai minimal
răspunsul la MCP-3. Anticorpii care blochează CCR3 afectează exocitoza:
abrogă eliberarea histaminei și a leucotrienelor indusă de eotaxin, și inhibă
parțial răspunsul la RANTES și MCP-4. S-a observat că anticorpii nu afectează
răspunsurile la MCP-1, MCP-3 și MIP-1 alpha, chemokine care pot acționa și
prin receptorii suplimentari CCR1 și CCR2.

Acest studiu demonstrează că CCR3 este un receptor major pentru
eotaxin, RANTES și MCP-4 în bazofilele umane și sugerează că bazofilele și
eozinofilele, celule efectoare caracteristice ale inflamației alergice, depind
masiv de CCR3 în procesul de migrare către situsurile inflamației (80).
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Expresia MCP-4

Analizele Northern blot realizate pe extracte de țesuturi umane normale,
relevă expresia mRNA MCP-4 în intestinul subțire, timus, colon. De asemenea,
expresia proteinei MCP-4 a fost identificată, prin studii de imunocitochimie,
în leziunile aterosclerotice unde este asociată celulelor endoteliale și
macrofagelor (77).

Alte studii de hibridizare Northern indică faptul că MCP-4 este exprimat
constitutiv la nivele înalte, atât în intestinul subțire și colon cât și în plămâni.
Acest profil de expresie este în conformitate cu rolul său de chemoatractant
pentru eozinofile, care pot fi mobilizate din plămân sau intestin ca răspuns la
patogenii invadatori.

Se susține că MCP-4, spre deosebire de MCP-1 nu a fost indus în liniile
celulare tratate cu stimuli proinflamatori cum ar fi LPS sau TNF alpha (78).
Această afirmație se află în contradicție cu rezultatele altor experimente (80)
care demonstrează că celulele epiteliale și endoteliale activate de TNF-alpha și
IL-1, in vitro, exprimă această chemokină.

Expresia proteinei a fost, de asemenea, identificată în mucoasa epitelială
a pacienților cu sinuzită de tip alergic Th2 dar și la cei cu sinuzită de tip
non-alergic Thl. S-a constatat că atât IFN- gamma cât și IL-4, secretate de Thl
și Th2, sinergizează cu TNF-alpha și 1L-1, în inducerea acumulării
mRNA-MCP. Aceste proprietăți ale MCP-4 oferă o explicație moleculară
pentru acumularea monocitelor, eozinofilelor și bazofilelor în răspunsurile
imune de tip Thl și Th2 (80).

MCP-4 - Rol

Principala acțiune a chemokinei MCP-4 este de chemoatractant pentru
eozinofile și nu numai. S-a demonstrat că MCP-4, ca și MCP-3, este un
chemoatractant cu eficiență înaltă pentru monocite și limfocite T. Pe eozinofile,
MCP-4 are eficiență similară MCP-3, RANTES și eotaxin.

Dintre cele două variante ale chemokinei, numai (LA)-MCP-4 a putut fi
purificată și testată, și s-a observat că este de peste 30 ori mai puțin eficientă
decât MCP-4 (75).

Garcia-Zapeda confirmă rolul de chemoatractant puternic al MCP-4
pentru eozinofile și monocite și, de asemenea, susține că această chemokină
stimulează bazofilele să elibereze histamină (77, 80). Atât eotaxin cât și MCP-4
cuplează CCR3 și stimulează migrarea bazofilelor cu o eficiență similară cu cea
indusă prin activarea limfocitelor T normale ce exprimă RANTES și MCP-3.
Cele două chemokine stimulează bazofille IL-3 “primed” să migreze și să
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elibereze histamină și leucotriene dar cu o eficiență mai mică decât MCP-1 și
MCP-3, care sunt cei mai potenți stimulatori ai exocitozei (79).

O serie de studii (77, 80, 81) susțin că MCP-4 induce creștere a Ca2+

intracitoplasmatic în eozinofile. Astfel, s-a demonstrat că, proteina MCP-4
induce un influx de Ca2+ în celulele HEK-293 transfectate cu receptorul MCP-1
selectiv pentru monocite (CCR2B) și cu receptorul eotaxin selectiv pentru
monocite (CCR3) dar nu induce acest influx via receptorilor mai bine exprimați,
CCR1 și CCR5 (80).

S-a constatat că chemokinele și în special chemokinele CC, sunt
implicate în modificarea formei leucocitelor în procesul de migrare al acestora
din microcirculație la situsurile inflamației. Aceste chemokine acționează via
CCR3, induc o rapidă modificare de formă a eozinofilelor; cele mai eficiente
s-au dovedit a fi eotaxin și eotaxin-2. Spre deosebire de celelalte chemokine
CC, efectele induse de MCP-4 au fost calitativ diferite, relevând o reversare
marcată a răspunsurilor de modificare a formei, proces dependent de
concentrația agonistului și durata de tratament (82).

Activitățile biologice și profilul de activare al MCP-4 au fost descrise pe
eozinofile și ulterior au fost comparate cu o serie de activatori cum ar fi Platelet
Activating Factor (PAF), eotaxin și RANTES. Astfel, s-a demonstrat că MCP-4
stimulează producția metaboliților oxigen reactivi și induce hiperreglarea
integrinei CDnb.

Studiile de flow citometrie relevă o polimerizare rapidă și tranzientă a
actinei după stimularea cu MCP-4. La concentrații optime, modificările induse
de MCP-4 au fost mai reduse decât efectele obținute după stimularea cu PAF,
și comparabile cu acelea obținute în urma acțiunii RANTES și eotaxin.
Răspunsurile celulare stimulate de MCP-4 au fost inhibate de toxina pertussis
indicând implicarea proteinelor Gj în căle de comunicare.

Aceste constatări susțin rolul MCP-4 în patogeneza inflamației
eozinofilice Ca chemotaxin și, de asemenea, ca activator al funcțiilor efectoare
proinflamatorii (83).

MCP-4 în patologie

MCP-4 în astm

Efectele MCP-4 au fost analizate pe efectorii eozinofilici ce conduc la
activarea “respiratory burst”. în eozinofilele umane, MCP-4 induce într-o
manieră dependentă de doză, producția speciilor de oxigen reactive și
polimerizarea actinei. Pretratamentul eozinofilelor cu diferiți inhibitori ai
enzimelor implicate în cascada de trasducție a semnalului, relevă că proteinele
Gj, protein-kinaza C, tirozin-kinaza și fosfatidil inozitol 3 kinaza sunt implicate
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în semnalizarea ce urmează activării MCP-4. Se observă că fibroblastele umane
dermale exprimă nivele înalte de MCP-4 mRNA (84).

Deși s-a constatat un infiltrat eozinofilic în căile aeriene mici ale
indivizilor astmatici, mecanismele responsabile de recrutarea celulară din
plămânul periferic sunt încă ambigue (85). Infiltrarea eozinofilică caracteristică
în leziunile astmatice ale mucoasei bronhiale, este mediată atât de chemokine
selective (eotaxin) cât și de cele neselective cum sunt RANTES, MCP-3 și
MCP-4 via CCR3.

întrucât acest receptor este exprimat în număr mare pe eozinofilele dar nu
și pe alte leucocite, el poate constitui ținta terapeutică în spectrul bolilor care
implică leziuni tisulare mediate de eozinofile (86).

Eotaxin și MCP-4 sunt două chemokine care sunt hiperreglate la
situsurile inflamației alergice. Expresia acestor două chemokine în căile aeriene
periferice și în parenchimul pulmonar la pacienții astmatici, a fost examinată, de
asemenea, a fost examinată relația dintre expresia chemokinelor și numărul
eozinofilelor rezidente.

Numărul de celule pozitive pentru mRNA chemokinic a fost semnificativ
crescut atăt în căile aeriene mari cât și în cele mici la subiecții astmatici
comparativ cu subiecții non-astmatici. Deși mRNA eotaxin și MCP-4 este larg
exprimat în plămânii pacienților cu astm, expresia lor a fost evidențiată în mod
particular în epiteliul bronhial al celulelor inflamatorii. în căile aeriene ale
indivizilor astmatici, expresia mRNA eotaxin a fost semnificativ corelată cu
numărul eozinofilelor prezente.

Se poate concluziona că există o creștere a expresiei mRNA eotaxin și
MCP-4 în căile aeriene periferice ale plămânilor la pacienții cu astm, sugerând
că aceste chemokine contribuie la inflamația căilor aeriene mici și a celor
periferice, inflamație ce apare în astm (85).

MCP-4 în sinuzita cronică

întrucât subfamilia de chemokine MCP prezintă proprietăți funcționale
chemoatractante pentru eozinofile, s-a analizat expresia MCP-3, MCP-4,
MCP-2 în sinuzitele cronice asociate cu alergie sau neasociate cu alergie.
Astfel, chemokinele MCP au fost localizate în celulele epiteliale și într-un
subset de celule inflamatorii din mucoasă. Expresia imunoreactivități MCP-3
și MCP-4 a fost semnificativ crescută atât la pacienții cu sinuzită cronică
asociată cu alergie cât și la forma neasociată cu alergie, comparativ cu
controalele normale.

Nici o diferență semnificativă nu a fost observată în expresia MCP-1 în
biopsiile nazale provenite de la indivizi care suferă de sinuzită cronică și de la
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indivizi normali. Nivelul expresiei MCP-3 și MCP-4 a fost corelat cu infiltratul
eozinofilic și infiltratul celulelor T CD4 pozitive dar nu cu infiltratul celulelor!
CD8 pozitive.

Toate aceste date sugerează redundanța biologică în expresia
chemoatractanților eozinofilici din sinuzita cronică și un potențial rol al MCP-3
și MCP-4 dar nu MCP-1 în patofiziologia acestei boli (59).
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