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Streszczenie: W pracy przedstawiono dane doswiadczalne wskazujace, ze uktad dopelniacza pelni wazna,
niedoceniang do tej pory rolg w regulacji krwiotworzenia. Produkty aktywacji fragmentu C3 dopetniacza
reguluja bowiem odpowiedz wezesnych komorek hematopoetycznych na gradient SDF-1, ktdry jest gldéwnym
czynnikiem chemotaktycznym komorek macierzystych. Uktad dopetniacza aktywowany jest w szpiku kost-
nym zaro6wno podczas przygotowania mieloablacyjnego przed przeszczepieniem komorek krwiotwor-
czych, jak i podczas indukowanej farmakologicznie ich mobilizacji ze szpiku do krwi obwodowej. W zwiazku
Z pOWyzszym, pojawiaja si¢ nowe mozliwosci przyspieszenia wszczepienia komorek po transplantacji, jak
i ich mobilizacji poprzez odpowiednia modulacj¢ aktywnosci niektorych sktadnikow dopetniacza.

Stowa kluczowe: stromalny czynnik wzrostu-1 (SDF-1), hematopoeza, receptor CXCR4, uktad dopel-
niacza.

Summary: This review presents the experimental data indicating that complement system plays an important,
however, up to now underestimated role in the regulation of hematopoiesis. The cleavage fragments of the third
complement component (C3) regulate the response of early hematopoietic cells to an SDF-1 gradient, which is
the main chemoattractant for stem cells. Complement system is activated in bone marrow both during myelo-
ablative conditioning for hematopoietic transplantation as well as during pharmacological mobilization of stem
cells. Therefore modulation of complement activation may lead to new strategies to accelerate engraftment of
stem cells or to increase their mobilization into peripheral blood.
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WSTEP

Krwiotworzenie jest procesem zaleznym od prawidtowej funkcji populacji krwio-
tworczych komdrek macierzystych (KKM), ktore wykazuja zdolnos¢ do samoodnowy
i réznicowania w rozne linie komodrek uktadu krwiotworczego. Dzigki ich stalej
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obecnosci w szpiku 0sob dorostych proces krwiotworzenia toczy si¢ przez cale zycie. W
zyciu plodowym pierwsze, tzw. prymitywne KKM znajduja sie¢ w woreczku zottkowym.
Nastepnie zasiedlaja obszar pomiedzy aorta brzuszna, gonadami i Srodnerczem AMG — (ang.
aorta-gonad-mesonephros region). Z. tego regionu wyizolowano pierwsze tzw. definitywne,
dojrzale KKM [42]. Okolo 6. tygodnia zycia plodowego czlowieka KKM migruja do watroby
plodowej, ktora w drugim trymestrze ciazy jest glownym organem krwiotworzenia, a pod
koniec drugiego trymestru opuszczaja ja i kolonizuja szpik kostny, ostateczne miejsce
hematopoezy u dorostych [91]. Procesy krwiotworzenia, zachodzace w szpiku wymagaja
udzialu wielu chemokin, cytokin i czynnikoéw wzrostu wydzielanych parakrynnie przez komaorki
podscieliska (fibroblasty, komoérki $rodblonka, makrofagi, osteoblasty), limfocyty T, jak i
autokrynnie przez same komorki krwiotwdrcze macierzyste i progenitorowe [24, 39]. Zwiazki
te wigzac si¢ ze specyficznymi receptorami reguluja przemieszczanie si¢ (migracje),
przyleganie (adhezj¢), proliferacje, dojrzewanie i apoptoze komérek krwiotworczych [11, 66,
92]. Coraz wigcej uwagi poswieca si¢ chemokinom, czyli cytokinom majacym aktywnos¢
chemotaktyczna. Jedna chemokina wiaze si¢ zwykle z wigcej niz jednym receptorem i
odwrotnie, jeden receptor moze wigza¢ sie z wigcej niz jedng chemokina. Wrazliwos¢ komorki
na dany czynnik chemotaktyczny jest zalezna od stopnia ekspresji jego receptora. Stromalny
czynnik wzrostu-1 — SDF-1 (ang. stromal derived factor-1) jest chemokina, ktora odgrywa
nadrzedna rolg w hematopoezie regulujac przemieszczanie sie KKM [14, 22, 32, 43, 66].
Wiaze sie on z receptorami chemokinowym CXCR4 i CXCR7 (nazywanym rowniez RDC1),
ktére maja budowe bialka o siedmiu domenach przezblonowych i zwiazane sa z biatkami
regulatorowymi G [4, 71, 74]. W przeciwienstwie do receptora CXCR4, rola CXCR7 w
krwiotworzeniu nie jest jednak znaczaca.

0OS CXCR4/SDF-1

SDF-1 jest chemoking z grupy CXC (CXCL12) wytwarzana przez komorki
podscieliska szpiku kostnego oraz komorki nabtonka réznych organow: trzustki,
sledziony, jajnikow, jelita cienkiego, niewielka ilo$¢ obserwowano takze w mozgu
[2, 3, 14, 61]. Jest on bialkiem monomerycznym, w ktérym 8 zasad N-konca tworzy
miejsce wiazania z receptorem [13]. W pordwnaniu z mysig cytoking wykazuje 99%
zgodnosci aminokwasowej [93]. Ludzki gen SDF-/ ma inna lokalizacje¢ (chromosom
10g11.1) niz geny dla wielu innych chemokin (chromosom 4q) [70]. SDF-1 wiaze
receptor CXCR4 i CXCR7, z ktéorych CXCR4 ma duze znaczenie dla regulacji
krwiotworzenia [37, 38, 94]. Interakcja SDF-1/CXCR4 odgrywa wazna role juz w
zyciu plodowym. Reguluje prawidlowym rozwojem neuronow, rozpoczyna rozwdj
serca, kontroluje angiogeneze, apoptoze [15, 37, 72, 94]. SDF-1 uwalniany z
tworzacych si¢ podczas rozwoju embrionalnego nisz szpikowych przyciaga, z
watrobowych, ptodowych ognisk hematopoetycznych KKM, komoérki majace na
swojej powierzchni swoisty receptor CXCR4 i reguluje zasiedlanie szpiku kostnego
przez KKM [32, 52a]. SDF-1 jest jedynym jak dotad poznanym, znaczacym chemo-
atraktantem dla KKM. Badania przeprowadzone na mysim modelu dowiodty, iz
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delecja genu SDF-1 lub CXCR4 uposledza zasiedlanie nisz i jest letalna dla
rozwijajacych si¢ ptodow mysich [43, 94]. U dorostych pewna pula komodrek
macierzystych (w tym hematopoetycznych), fizjologicznie krazy we krwi obwodowej
utrzymujac rownowage z komorkami zasiedlajacymi nisze szpikowe. W sytuacjach
stresowych, takich jak: zawat serca, infekcje, uszkodzenie tkanek, liczba krazacych
komorek wzrasta [30, 31, 36, 64, 75]. KKM, krwiotworcze komorki progenitorowe
(KKP), limfocyty T czy neutrofile majg receptor CXCR4 na swojej powierzchni i
podazaja zgodnie z gradientem stezen SDF-1. Masywne napromienianie lub
chemioterapia mieloablacyjna przed przeszczepieniem krwiotwdrczym prowadzg do
uszkodzenia podscieliska szpiku kostnego i uposledzenia bariery krew-szpik kostny
indukujac tym samym uszkodzenie tkanki szpikowej. Uruchomienie proceséw na-
prawczych w szpiku kostnym prowadzi do wzrostu stezenia SDF-1, co prowadzi
do przyciagania przeszczepionych KKM i zasiedlenia przez nie szpiku kostnego. O$
SDF-1/CXCR4 jest wigc swoistym ,,drogowskazem™ dla migrujacych i wszczepia-
jacych sig KKM po przeszczepieniu komorek krwiotworczych [49]. SDF-1 jest
jednak nie tylko czynnikiem chemotaktycznym, ale rowniez indukuje sekrecje metalo-
proteinaz (MMP-2, MMP-9) utatwiajacych pokonanie bariery srédbtonkowej krew-
szpik, integryn i molekut adhezyjnych (CD44) posredniczacych w przyleganiu KKM
do naczyn szpikowych [27, 32].

Os SDF-1/CXCR4 jest kluczowa dla utrzymania KKM w mikrosrodowisku szpiku
kostnego, ich prawidlowej odnowy, roznicowania, dojrzewania i uwalniania do krwi
obwodowej [38, 94]. Ingerencja farmakologiczna majaca zaburzy¢ jej funkcje powoduje
mobilizacje KKM do krwi obwodowej. Podanie np. czynnika wzrostowego granulocytow
— G-CSF (ang. granulocyte colony stimulating factor) powoduje indukcje enzymdow
proteolitycznych w podscielisku szpiku kostnego. Uwolniona z granulocytéw szpikowych
katepsyna i elastaza degraduja znajdujacy si¢ w podscielisku szpiku SDF-1 i odfaczaja
N-terminalny koniec receptora CXCR4, ktory odpowiedzialny jest za przylaczanie
SDF-1. Zaburzenie interakcji SDF-1/CXCR4 ulatwia wyjscie KKM i KKP do krwi
obwodowej [34, 50].

Obecnos¢ CXCR4 wykazano rowniez na powierzchni niektérych komoérek nowo-
tworowych. CXCR4" komorki nowotworowe moga przerzutowaé do kosci i szpiku
kostnego oraz innych narzadow, ktore wydzielaja SDF-1 (wezly limfatyczne, ptuca
i watroba) [56]. Ostatnio wykazano, ze 0§ SDF-1/CXCR4 moze by¢ modulowana
przez rozne czynniki, wsrdd ktérych wazna role odgrywaja niektdre sktadowe uktadu
dopetniacza [29, 54, 59, 60, 86].

DOPELNIACZ

Dopelniacz jest elementem wrodzonych, humoralnych mechanizméw obronnych,
ktorego nazwa wigze si¢ z pierwotnie odkryta rola dopelniania przeciwcial w
procesach ,,zabijania” mikroorganizmdw. Jest zespotem sktadajacym si¢ z ponad 30
biatek, stanowiacych okoto 15% frakcji globulin. Glikoproteiny te zarowno kraza w
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osoczu, jak i zlokalizowane sg na powierzchni bton komérkowych. Uklad dopehiacza
odgrywa wazna rol¢ w procesach immunologicznych, reakcjach zapalnych i alergicz-
nych. Uczestniczy w mechanizmach obrony przeciwko infekcjom bakteryjnym i
wirusowym. Efekt jego dziatania przejawia si¢ w postaci lizy, chemotaksji, opsonizacji,
aktywacji leukocytow. Jest on przyktadem $cistych powiazan pomigdzy wrodzonymi
i nabytymi mechanizmami odpornosci (dostarcza sygnatow pobudzajacych limfocyty
B, poteguje pamig¢ immunologiczng) [8, 9, 29, 79, 80]. Dopelniacz ma réwniez
powiazanie z procesami niezapalnymi: réznicowaniem osteoklastow [65], proliferacja
komorek migsni gltadkich naczyn [45]. Wystepuje w podscielisku szpiku kostnego.
Skladowe dopetniacza sa syntetyzowane i wydzielane przez fibroblasty szpiku, jak
réwniez przez obecne tam makrofagi [59].

Proteolityczna aktywacja skladowych tego uktadu prowadzi do powstania peptydow
o prozapalnych wlasciwosciach nazywanych anafilatoksynami. Zachodzi kaskadowo
trzema drogami: klasyczna, zapoczatkowana przytaczeniem si¢ Clq do zwiazanej z
antygenem, zmienionej konformacyjnie immunoglobuliny, alternatywna, gdzie inicjujacym
enzymem jest konwertaza C3 aktywujaca si¢ spontanicznie w osoczu i prawdopo-
dobnie z udzialem zewnatrzkomdrkowych proteaz [47]. Szlak ten ma okoto 80%
udzialdéw w procesie aktywacji. Poznano tréjwymiarowa struktur¢ kompleksu kon-
wertazy 1 przeciwciata selektywnie hamujace produkty hydrolizy C3 i aktywacje
dopeiacza droga alternatywna [26, 76]. Trzecia droga — lektynowa, inicjowana jest
przez bialko wigzace mannoze¢ (ang. mannose-binding lectin). Niezaleznie od
czynnika aktywujacego wszystkie drogi ogniskuja na skladowej C3, ktdrej stezenie w
surowicy jest stosunkowo wysokie i wynosi okoto 1mg/ml!

W  wyniku aktywacji sktadowa C3 staje si¢ zrodlem dwodch grup produktow
(ryc. 1). Jedna stanowia peptydy rozpuszczalne (ang. soluble fragments) C3a (78
amniokwasow) i , . C3a. Druga, zwiazane z komoérkami lub macierza pozako-
moérkowa sktadowe C%‘ab iC3b, C3dg, C3d (ang. solid phase, cell or extracellular
matrix-bound fragments). Jako pierwsze w wyniku aktywacji fragmentu C3
powstajg C3a i C3b majace krotki okres poltrwania. Nastepnie sktadowa C3a pod
wplywem osoczowej karboksypeptydazy N (SCPN) jest przeksztatcana do C3a
a C3b do iC3b przez czynnik 1. Zaréwno cArg C3a, jak i iC3b maja d%ugl "okres
pbtrozpadu. W nastepnym etapie iC3b po Zquzanlu z substratem ulega proteolizie
(czynnik 1, plazmina, elastaza leukocytow) do C3dg, C3d, majacymi rowniez bardzo
dlugi czas pottrwania [1, 54, 59, 62, 79, 80].

Rozszczepione fragmenty wiaza sie ze specyficznymi receptorami: C3a z
receptorami C3aR i C5L2, natomiast C3a jedynie z C5L2 [7, 25, 53, 83].
Receptory te maja budowe receptorow o 31edm1u domenach przezbtonowych zwia-
zanych z biatkami regulatorowymi typu G. Receptor C3aR zidentyfikowano na
powierzchni ludzkich mastocytow, eozynofili, monocytow, aktywowanych limfocytow.
Jest on zwigzany z chemotaksja eozynofili, rekrutacja i degranulacjg mastocytow
[19, 23, 29, 82]. Jego ekspresje wykazano rowniez na powierzchni ludzkich KKM
i KKP oraz na mieloblastach, erytroblastach, megakarioblastach [59].

Receptor dla iC3b, zwany C3R ma z kolei budowe receptora integrynowego i
jest aMﬁz-integrynq (CD11b/CD18) znana rowniez pod nazwa Mac-1 [11, 12, 73].
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RYCINA 1 Schemat aktywacji dopetniacza. Uktad dopetniacza moze ulega¢ aktywacji droga: klasyczna,
alternatywna lub lektynowa. Wszystkie drogi aktywacji zbiegaja si¢ na poziomie sktadowej C3. Aktywacja
C3 prowadzi do powstania rozpuszczalnych produktow aktywacji C3 (C3ai, , C3a) oraz skladowych
zwigzanych z macierza (iC3b, C3dg, C3d). Produkty rozpuszczalne zwane anah%atoksynami tacza sie z
receptorami majacymi budowg siedmiu domen przezblonowych zwiazanych z biatkami G (C3aR i C5L.2),
a skladowa zwiazana z macierza iC3b faczy si¢ z receptorem C3R, ktory jest integryna

Ulega on ekspresji na powierzchni granulocytéw, monocytéw/makrofagow, komodrek
NK oraz na powierzchni KKM i KKP [11, 63, 89]. Tak, wigc zaréwno KKM, jak
i KKP maja receptory dla rozpuszczalnych i zwigzanych z powierzchnia komorek,
produktow aktywacji/rozpadu C3.

ROLAC3al , C3a WKRWIOTWORZENIU

W celu wyjasnienia roli skladowych dopelniacza w krwiotworzeniu postuzono sig¢
modelem zwierzecym. Mysie komorki Sca-1" (wzbogacone w KKM i KKP)
poddawano krotkiej ekspozycji na C3a lub | ArgC3a, a nastgpnie przeszczepiano letalnie
napromieniowanym, syngenicznym, zgodnym tkankowo biorcom. Okazalo sig, iz
komorki poddane wezesniejszej ekspozycji (ang. priming) na C3a, ale nie na ArgC3a,
wszczepiaja si¢ szybciej, tworzg okoto 60% kolonii $ledzionowych — CFU-S (ang.
colony forming unmits in spleen) wiecej w poréwnaniu z komoérkami nieekspono-
wanymi na sktadowe aktywacji C3 dopetniacza, a we krwi obwodowej biorcow po
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przeszczepie KKM poddanych takiej ekspozycji wezesniej pojawiaja sig¢ leukocyty i
ptytki krwi [59]. Wyniki tych doswiadczen wskazuja wiec, ze ekspozycja KKM na
C3a przyspiesza wszczepienie tych komorek po uprzedniej mieloablacji. Zatozono
wigce, ze C3a uwrazliwia odpowiedz KKM na gradient SDF-1.

Wiadomo, ze KKM pobrane z tzw. krwi obwodowej szybciej zasiedlaja nisze
szpikowe po zabiegu transplantacji niz komorki krwiotworcze pobrane ze szpiku
kostnego od dawcow niemobilizowanych [10]. Poniewaz podczas zabiegu mobilizacji
dochodzi do aktywacji uktadu dopetniacza, mozna zatozy¢, ze KKM znajdujace si¢
w materiale przeszczepowym pochodzacym z krwi mobilizowanej sa w wyniku
uprzedniej ekspozycji na C3a uwrazliwione na gradient SDF-1 [52]. W dalszej czesci
artykutu oméwimy molekularne podstawy tego zjawiska.

Badania in vitro na ludzkich i mysich KKM i KKP nie wykazaly natomiast, aby
produkty rozpadu C3 wplywaty bezposrednio na ich proliferacj¢. Czynniki te nie sa
réwniez same w sobie chemoatraktantami tych komorek, ale w obecnosci C3a i
desArgC3a zarowno KKM, jak i KKP lepiej odpowiadaja chemotaktycznie do
minimalnych, progowych dawek SDF-1(10 ng/ml) [59, 60]. Ta zwigkszona odpowiedz
chemotaktyczna nie jest powodowana zwiekszeniem ekspresji receptora CXCR4 na
ich powierzchni. Sktadowe dopelniacza nie maja réwniez wptywu na jego internalizacje
i ekspresj¢ wewnatrzkomorkowa. Stwierdzono natomiast, ze zwigkszaja one zalezna
od SDF-1 aktywacje wewnatrzkomorkowych kinaz (MAPK p42, PI-3K-AKT).
Pojawito si¢ wiec pytanie, w jaki sposob C3a moze zwigksza¢ zasiedlanie (ang.
homing) szpiku kostnego przez KKM i zwieksza¢ aktywnos¢ osi SDF-1/CXCRA4.

Zasiedlanie szpiku kostnego obejmuje zasiedlanie nisz krwiotwdrezych, poprzedza-
jace proliferacje i roznicowanie si¢ KKM. Sklada sie z kilku etapow, ktére obejmuja:
1) podazanie CXCR4" KKM w kierunku gradientu SDF-1, 2) przyleganie do
sroédblonka, 3) zalezne od udziatu metaloproteinaz przejscie przez blone podstawna
oraz 4) ostateczne zasiedlenie niszy krwiotwdrczych poprzedzajace samoodnawianie
i réznicowanie si¢ KKM w ukierunkowane liniowo KKP [32, 51].

Wykazano, ze w obecnosci C3a, lecz nie desarC32 zwigksza si¢ zalezna od
SDF-1 migracja CXCR4" komérek w modelu doswiadczalnym przez warstwe
glikoprotein przypominajaca skladem blon¢ podstawna (Matrigel) [59]. Pokonanie
tej bariery wymaga uwolnienia przez komorke enzymow degradacyjnych i wykazano,
ze skltadowa C3a zwigksza sekrecje metaloproteinazy-9 (MMP-9) przez komorki
KKM [59]. W przyleganiu komorek do srodblonka naczyniowego i podscieliska szpiku
kostnego posredniczy integryna VLLA-4 obecna na KKM i oddziatujaca z receptorem
VCAM-1, ktory wystepuje na komorkach srédbtonka [48]. Proces ten jest regulowa-
ny przez o$ SDF-1/CXCR4. Wykazano, ze C3a zwicksza zalezne od SDF-1
przyleganie KKM do VCAM-1 [59].

W badaniach na innym modelu zwierzgcym wykorzystano z kolei myszy
pozbawione sktadowej C3 dopehiacza (C37") [53]. U zwierzat nie obserwowano
zaburzen hematopoezy w warunkach bezstresowych. Jednakze po subletalnym
napromienieniu zanotowano u nich op6zniona odnowg plytek krwi i leukocytow.
Wykazano nastepnie, ze letalnie napromienione myszy bez sktadowej C3 dopelniacza
wykazuja znacznie op6zniong odnowe parametrow krwi obwodowej po przeszczepieniu
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KKM. Nadsacze uzyskane z napromieniowanego szpiku kostnego tych myszy
charakteryzowaly sie mniejsza efektywnoscia chemoatrakcji KKM i KKP, w poréw-
naniu z nadsaczami uzyskanymi od myszy bez defektu ekspresji C3. Rdznice te
zmniejszato dodanie C3a do nadsaczu uzyskanego z komérek szpiku myszy C37". Badania
te sa kolejnym dowodem na to, iz interakcja C3a-C3aR jest modulatorem osi SDF-1/
CXCR4 ulatwiajacym zasiedlanie nisz szpikowych. Poniewaz przed przeszczepem
ekspozycja KKM na Arg C3a 1) nie przyspieszala ich wszczepienia in vivo, 2) nie
zwiekszala sekrecji metaloprotemaz oraz 3) nie zwigkszata SDF-1 zaleznej interakcji KKM
z VCAM-1, nalezy przypuszczaé, ze gtdéwna rolg¢ w tych zjawiskach odgrywa receptor
C3aR, ktory pobudzany jest przez C3a. Poniewaz C3a aktywuje wylacznie receptor
C5L2, nalezy zatozy¢, ze oS gC3a -C5L2 nie odgrywa w tych procesach istotnej roli.
Hipoteze ta potwierdzity wykonane ostatnio przeszczepy krwiotworcze u myszy bez
C3aR, majacych receptor CSL2. Myszy takie wykazuja znamienny defekt wszczepienia
KKM, co przemawia za udzialem C3a w tym procesie [87].

ROLA iC3b W HEMATOPOEZIE

Jak wspominano, fragment aktywacji sktadowej C3, jakim jest iC3b, ulega
zdeponowaniu na powierzchni komdrek podscieliska szpiku kostnego. Wiaze si¢ on
z receptorem C3R, ktory jest obecny na KKM, aczkolwiek KKP wykazuja jego
wigksza ekspresje [11, 12, 53]. Blokada C3R u myszy prowadzi do mobilizacji KKM
i KKP do krwi obwodowej [78]. Komérki Sca-1" od myszy pozbawionych CR3
wykazuja defekt przylegania do podscieliska szpiku wzbogaconego w zdeponowana
na powierzchni komorek iC3b. Interakcja CR3-iC3b odpowiada zatem w pewnym
stopniu za przyleganie i retencje¢ KKM i KKP w szpiku kostnym. Mozna przyjaé,
ze o$ CR3-iC3b odgrywa znaczaca role w poczatkowych etapach wszczepiania sie
komorek, utatwiajac interakcje z innymi molekutami adhezyjnymi i cytokinami [53].
Jak wiadomo, dopiero prawidlowo zakotwiczona w niszy krwiotwodrczej komorka
jest zdolna do regeneracji hematopoezy.

Aktywacja uktadu dopetniacza w obrebie szpiku prowadzi zatem z jednej strony
do uwolnienia fragmentow C3 odpowiedzialnych za zwigkszenie wrazliwosci KKM
i KKP na gradient SDF-1 (C3a), z drugiej zas strony prowadzi do uwolnienia
fragmentow C3 ulatwiajacych ich retencje (iC3b).

MOLEKULARNE MECHANIZMY UWRAZLIWIAJACE
RECEPTOR CXCR4 NA GRADIENT SDF-1

Jak wspomniano powyzej, receptor CXCR4 nalezy do grupy receptordéw zbudo-
wanych z siedmiu petli przezblonowych zwiazanych z biatkiem G. Po zwiazaniu z
SDF-1 podlega internalizacji i recyrkuluje pomigdzy endosomami i blona komdrko-
wa [28, 49]. Jego ekspresja zmienia si¢ pod wptywem hipoksji [67]. Jest wrazliwy
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na proteolityczng degradacj¢ przez proteazy (np. elstazg, katepsyne), ktore obecne
sa w surowicy i podscielisku szpiku [34, 77]. Jego czynnos¢ jest regulowana przez
bialtka RGS (ang. regulators of G-protein signaling) [5]. Receptor CXCR4
wykazuje najwyzsza czynnosé, jesli jest wbudowywany w domeny lipidowe, nazywane
rowniez tratwami lipidowymi (ang. lipid rafis). Domeny te stanowia obszary
lipidowe btony komdrkowej wzbogacone w sfingolipidy i cholesterol, ktore moga
przemieszczaé si¢ na powierzchni komorki [18, 84]. Charakteryzuja sie¢ wigkszym
uporzadkowaniem i opornoscia na niejonowe detergenty w pordwnaniu z pozostalymi
obszarami btony komorkowej. Sa takze optymalnym miejscem dla interakcji pomiedzy
réznymi biatkami blonowymi i podblonowymi [16]. Wbudowanie CXCR4 do domen
lipidowych jest niezbedne dla jego prawidtowego funkcjonowania i regulacji aktyw-
nosci receptora [16, 44, 57, 88]. Ma takze kluczowe znaczenie dla jego interakcji
z matymi GTPazami, w tym biatkiem Rac-1.

Interakcja CXCR4 z Rac-1 w obrgbie domen lipidowych pozwala na przestrzenne
uporzadkowanie sygnalu dostarczanego do komorki przez SDF-1, ktéry wplywa na
jej optymalna migracje (stabilizacja wewnatrzkomorkowych mikrotubul) i przyleganie
[16, 17, 18, 88, 90]. Zarowno C3a i desAr C3a zwigkszaja in vitro odpowiedz
chemotaktyczna KKM na gradient SDF-1. Wykazano, ze zubozenie blony komorko-
wej w cholesterol, ktére prowadzi do uposledzenia tworzenia domen lipidowych, niweluje
uwrazliwienie odpowiedzi do SDF-1. Pozwala to sadzié, iz skltadowe dopetniacza
oddziatujac na powierzchnie KKM i KKP ulatwiaja wbudowanie CXCR4 w domeny
lipidowe (ryc. 2). Zjawisko to potwierdzono analiza Western blot i mikroskopem
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RYCINA 2. Rézne poziomy regulacji osi SDF-1/CXCR4. O$ ta moze by¢ regulowana przez: 1) ekspresj¢
SDF-1 i CXCR4 na poziomie bialka, 2) tempo internalizacji receptora, 3) proteoliz¢ i 4) wlaczenie w
domeny lipidowe
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konfokalnym [53]. Poniewaz tworzenie domen lipidowych przez C3a i ArgC3a
obserwowano na mysich komorkach pozbawionych zarowno C3aR, jak i C5L.2, uwaza
si¢, ze ten specyficzny efekt dziatania obydwu anafilatoksyn na tworzenie tratw
lipidowych nie zalezy od pobudzenia tych receptorow [20]. W zjawisku tym bierze
udzial jakis inny, niepoznany jeszcze receptor uktadu dopelniacza, badz inny receptor
o budowie np. integrynowej. Postuluje si¢ réwniez, ze SDF-1 moze by¢ wiazany przez
C3a lub ArgC3a. Takie agregaty mogg by¢ bardziej aktywne biologicznie i moga

chroni¢ SDF-1 przed degradacja przez enzymy proteolityczne [21].

ROLA UKLADU DOPELNIACZA W MOBILIZACJI KKM

Mobilizacja KKM polega na ich uwolnieniu ze szpiku kostnego i przemieszczeniu do
krazacej krwi obwodowej [33, 46]. Jak wspomniano powyzej, indukowana jest
farmakologicznie np. za pomoca G-CSF [33, 46]. G-CSF zmienia mikrosrodowisko szpiku
kostnego w obszar o duzej aktywnosci proteolitycznej. Niespecyficzne proteazy (katepsyna
G, tryptaza, metaloproteinazy) wydzielane przez neutrofile i komorki tuczne prowadza do
enzymatycznej degradacji SDF-1 oraz ,,odcinaja” N-terminalny koniec receptora CXCR4.
G-CSF takze bezposrednio hamuje ekspresje SDF-1 w szpiku kostnym zaréwno na poziomie
mRNA, jak i bialka [34, 35, 69]. Prowadzi to do uposledzenia oddzialywania SDF-1/CXCR4
i wyjscia CXCR4" KKM do krwi obwodowe;.

Wykazano, ze integralng czescia zmian molekularnych towarzyszacych mobilizacji
jest aktywacja uktadu dopehniacza [54, 55]. Uszkodzone przez enzymy proteolityczne
komorki podscieliska szpiku kostnego eksponuja bowiem determinante antygenowa
(tzw. neoepitop), ktora jest rozpoznawana przez tzw. ,,naturalne” przeciwciata IgM
krazace we krwi obwodowej. Zwiazanie IgM z neoepitopem aktywuje dopehiacz
klasyczna droga. Aktywacja moze zachodzi¢ dodatkowo droga alternatywna induko-
wang przez uwalniane proteazy [53, 58]. Stwierdzono, ze pacjenci z niedoborami
immunologicznymi odpowiadaja stabo na czynniki mobilizacyjne, np. G-CSF [68].
Podobnie myszy z niedoborami limfocytow B i immunoglobulin stabo mobilizuja si¢
po podaniu G-CSF [58]. Uwaza sig, ze jednym z powodow uposledzonej mobilizacji
w przypadku niedoboru immunoglobulin jest defekt klasycznej, zaleznej od IgM drogi
aktywacji dopelniacza.

Dopehniacz pelni jednak rownoczes$nie wazna role w utrzymaniu puli szpikowe;j
KKM. Potwierdzaja to wyniki mobilizacji u myszy z brakiem C3 lub C3aR [52].
Uwaza sie, ze sktadowe C3a, rgC3 a, ,,uwrazliwiajac” odpowiedz komorek
krwiotworczych na gradient SDF-1 zwigkszaja retencjg KKM w szpiku kostnym.
Ukltad dopelniacza wydaje si¢ by¢ jednym z gléwnych czynnikéw odpowiadajacych
za utrzymanie réwnowagi pomigdzy retencjg i uwalnianiem/mobilizacja KKM z
mikrosrodowiska szpiku. Zgodnie z powyzszym C3a jest negatywnym regulatorem
wyjscia KKM w procesie mobilizacji. Aktywacja dopelniacza w podscielisku szpiku
uwrazliwia wigc komorke na malejace stezenie SDF-1 stanowiac ,,ostatnia lini¢
obrony” przed niekontrolowanym opuszczeniem szpiku kostnego przez KKM.
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7 drugiej strony, o$ C3a-C3aR odgrywa znaczaca role w osiedlaniu si¢ komodrek
po przeszczepieniu. Aktywacja dopetniacza w odpowiedzi na kondycjonowanie przed
zabiegiem transplantacji ulatwia wigc migracje przeszczepionych KKM do szpiku
oraz ich wigzanie z komérkami podscieliska. Nalezy rowniez podkresli¢, ze fragmenty
dopetniacza oddziatluja réznie na proces mobilizacji, zaleznie od regionu aktywacji. C3
aktywowany wewnatrz-naczyniowo zwigksza np. odpowiedz receptora CXCR4 na gradient
SDF-1 obecny we krwi i tym samym ulatwia ich mobilizacj¢ do krwi obwodowej [54].

UDZIAL DOPELNIACZA W MEGAKARIOPOEZIE

Ostatnio zgromadzono dowody, ze uktad dopeilniacza moze petni¢ wazna role w
megakariopoezie i produkcji plytek krwi [41, 85, 86]. Kluczowym czynnikiem
regulujacym megakariopoezg, proliferacj¢ i roznicowanie megakariocytéw oraz
produkcje plytek krwi petni trombopoetyna (TPO). Okazalo si¢ jednak, ze zwierzeta
doswiadczalne pozbawione tej cytokiny lub jej swoistego receptora c-mpl maja ciagle
okoto 20% plytek krwi w krwi obwodowej i pewna liczbe megakariocytéw w szpiku
kostnym [6, 85]. Uwaza si¢, ze pewna role kompensacyjna moga mie¢ cytokiny
aktywujace receptory zwigzane z receptorem gpl30, takie jak: interleukina-11,
interleukina-6, czynnik hamujacy biataczke — LIF (ang. leukemia inhibitory factor),
czynnik neurotroficzny pochodzenia rzeskowego — CNTF (ang. ciliary neurotrophic
factor), onkostatyny M [6, 15, 41, 85, 86]. Okazalo sie jednak, ze zadna z
wymienionych cytokin oddzielnie lub w kombinacji nie indukuje produkcji ptytek przy
braku TPO. Trombopoeza u myszy pozbawionych TPO i receptora c-mpl moze by¢
jednak przywrocona po podaniu SDF-1 i czynnika wzrostu fibroblastow-4 (FGF-4)
[40]. SDF-1 reguluje bowiem prawidlowa alokacje megakariocytow, ktdre majq
receptor CXCR4 z nisz kostnych do nisz naczyniowych, gdzie megakariocyty
dojrzewaja i uwalniaja do krwiobiegu ptytki [40, 81, 85].

Biorac pod uwage fakt, ze odpowiedz komorek CXCR4" jest optymalna, gdy
CXCR4 jest wbudowany w domeny lipidowe [81, 85, 86], przedstawiono koncepcje,
ze dopelniacz odgrywa wazna rol¢ w uwrazliwianiu odpowiedzi progenitorow
megakariocytowych i megakariocytow na gradient SDF-1. Jak wykazano, myszy
bez skltadowej C3 dopelniacza wykazuja opdzniona odnowe plytek krwi po
subletalnym napromienieniu lub reaktywnej nadptytkowosci wywotanej nadmierng
utratg krwi [85, 86]. Wykazano ponadto, ze C3a i ,, C3a stymulujg bezposrednio
w komorkach linii megakariocytowej fosforylacj ]\§IAPKp42/44 (ang. mitogen-
activated protein kinase p42/44) [40, 41, 85] i zwigkszaja wbudowywanie CXCR4
w domeny lipidowe. Zatem C3a poprzez ulatwienie migracji megakariocytow i
zwigkszenie ich przylegania do srodbtonka naczyniowego, jak i stymulacje sekrecji
metaloproteinazy-9 (MMP-9), ktore biora udziat w defragmentacji megakariocytow,
reguluje powstawanie ptytek krwi [85, 86].

Aktywacja skltadowych dopelniacza jest wigc prawdopodobnie jedna z przyczyn
nadplytkowosci towarzyszacej przewleklym stanom zapalnym oraz niektorych przypadkow
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ostrej nadptytkowosci reaktywnej [86]. W stanach tych jak wiadomo dochodzi do
aktywacji uktadu dopelniacza. Poniewaz wbudowanie CXCR4 do domen lipidowych jest
zalezne od cholesterolu, niektore leki obnizajace poziom cholesterolu, np. statyny, moglyby
by¢ pomocne w leczeniu niektdrych postaci nadplytkowosci [85].

PODSUMOWANIE

Badania ostatnich lat wskazuja, ze niektore sktadowe aktywacji dopelniacza (C3a
i desAr C3a) pelnia wazng role modyfikujaca czynnos¢ osi SDF-1/CXCR4. Poniewaz
dopeigniacz ulega aktywacji w szpiku kostnym zaréwno podczas przygotowania
mieloablacyjnego do przeszczepienia krwiotwdrczego, jak i mobilizacji farmakolo-
gicznej, sktadowe dopelniacza moga petni¢ wazng role zardwno we wszczepianiu,
jak i uwalnianiu KKM ze szpiku. Stanowi to podstawe do nowych ingerencji
farmakologicznych majacych na celu np. przyspieszenie wszczepienia KKM poprzez
krotka ich ekspozycje ex vivo do C3a lub zwigkszenia mobilizacji KKM poprzez
podanie np. antagonistow C3aR. Fragmenty aktywacji C3 modulujac odpowiedz
komédrek do SDF-1 wplywaja rowniez na szereg innych procesow, takich jak np.
produkcja ptytek krwi. Dalszych badan wymaga ocena wptywu fragmentéw C3 na
modulacje SDF-1-zaleznych odpowiedzi immunologicznych, jak i ocena wplywu na
powyzsze procesy innych bialek uwolnionych podczas aktywacji kaskady dopelniacza.
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