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1. Wykaz stosowanych skrétow

5°-NT-aza - ekto-5’-nukloetydaza (ang. ecto-5'-nucleotidase), inaczej CD73

Ado — adenozyna (ang. adenosine)

ADP — adenozyno-5'-difosforan (ang. adenosine- 5 -diphosphate)

AMD3100 - plerixafor, niskoczasteczkowy antagonista CXCR4

AML - ostra biataczka szpikowa (ang. acute myeloid leukemia)

AMP - adenozyno-5'-monofosforan, (ang. adenosine-5 -monophosphate)

Ang-1 — angiotpoetyna 1 (ang. angiopoietin 1)

APC - allofikocyjanina (ang. allophycocyanin)

ATP - adenozyno-5'-trifosforan (ang. adenosine-5'-triphosphate)

ASC — biatko adaptorowe ASC (ang. apoptosis-associated speck-like protein)

BDNF - neurotroficzny czynnik pochodzenia mozgowego (ang. brain-derived neurotrophic factor)

BM-MSC — mezenchymalne komorki niszy szpikowej (ang. bone marrow-derived mesenchymal
stromal cells)

BSA — albumina surowicy bydlecej (ang. bovine serum albumine)

c-Kit - receptor czynnika wzrostu komorek macierzystych (ang. tyrosine-protein kinase KIT)

C1P - ceramido-1-fosforan (ang. ceramide-1-phosphate

C3a - sktadowa dopetniacza C3a, anafilatoksyna (ang. complement component 3a)

Cb5a — sktadowa dopetniacza C5a, anafilatoksyna (ang. complement component 5a)

CD39 - pirofosfataza/fosfodiesteraza nukleotyddéw, inaczej NPP-aza

CD44 - przezblonowy receptor kwasu hialuronowego

CD62E — e-selektyna

CD73 — ekto-5’-nukloetydaza, inaczej 5°-NT-aza

CD106 - biatko adhezyjne komorek naczyniowych-1, inaczej VCAM-1

CFU-GM - jednostka tworzaca kolonie szeregu granulocytarno — makrofagowego (ang. colony-
forming units-granulocyte-macrophage)

CFU-S - jednostka tworzaca kolonie §ledzionowe (ang. spleen colony forming unit)

CLL - przewlekta biataczka limfocytowa (ang. chronic lymphocytic leukemia)

CLP - wspoélna komorka progenitorowa linii limfoidalnej (ang. common lymphoid progenitor)

CMP — wspdlna komorka progenitorowa linii granulocytarnej i mieloidalnej (ang. common myeloid

progenitor)

CXCL12 — chemokina motywu CXCL12 (ang. C-X-C motif chemokine 12), inaczej SDF-1

CXCR4 - receptor chemokinowy CXC typu 4, (ang. C-X-C chemokine receptor type 4)

DAMP - czasteczka zwigzana ze stanem zagrozenia komorkowego (ang. danger-associated

molecular pattern)



EDTA - kwas wersenowy (ang. ethylenediaminetetraacetic acid)
EGFR - receptor nablonkowego czynnika wzrostu (ang. epidermal growth factor receptor)
EPO - erytropoetyna (ang. erythropoietin)
FBS — ptodowa surowica bydleca (ang. fetal bovine serum)
FITC - izotiocyjanin fluoresceiny (ang. fluorescein isothiocyanate)
FLT-3 - ligand kinazy tyrozynowej 3 (ang. FMS-like tyrosine kinase 3 ligand)
G-CSF - czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytow (ang. granulocyte colony-stimulating
factor)
GCSFR - receptor czynnika stymulujacego tworzenie kolonii granulocytow (ang. granulocyte colony-
stimulating factor receptor)
GvDH - choroba przeszczep przeciw gospodarzowi (ang. graft versus host disease)
HLA — ludzkie antygeny leukocytarne zgodnosci tkankowej (ang. human leukocyte antigen)
HMGB-1 - biatka o duzej ruchliwosci elektroforetycznej 1 (ang. high mobility group box 1)
HO-1 — hemooksygenza 1 (ang. heme oxygenase 1)
HSC - krwiotwodrcza komorka macierzysta (ang. hematopoietic stem cell)
IL-3 — interleukina 3 (ang. interleukin 3)
IL-2 — interleukina 2 (ang. interleukin 2)
IFN-y — interferon gamma (ang. interferon gamma)
KA — katecholamina (ang. catecholamine)
KM — komorka macierzysta (ang. stem cell)
KKM - krwiotworcza komorka macierzysta (ang. hematopoietic stem cell)
MAPK - kinazy aktywowane mitogenami (ang. mitogen-activated protein kinases)
MBL - biatko wigzace mannoze (ang. mannose binding lectin)
MEP — komorka progenitorowa linii megakariocytow i erytrocytow (ang. megakaryocyte/erythrocyte
progenitors)
MKC - komérki jednojadrzaste, monokariocyty (ang. mononuclear cells)
MMP — metaloproteinaza macierzy zewnatrzkomorkowej (ang. matrix metalloproteinase)
MPL — receptor trombopoetyny (ang. myeloproliferative leukemia virus, thrombopoietin receptor)
MSC - mezenchymalna komoérka stromy (ang. mesenchymal stromal cell)
NPP-aza - pirofosfataza/fosfodiesteraza nukleotydéw (ang. nucleotide pyrophosphatase/
phosphodiesterase), inaczej CD39
NTPDaza — fosfohydrolaza di- i trifosfonukleozydow (ang. nucleoside triphosphate-
diphosphohydrolase)
PAMPs - wzorce molekularne zwigzane z patogenami (ang. pathogen-associated molecular patterns)
PARL1 - receptor aktywowany przez proteaze 1 (ang. protease activated receptor 1)
PB — krew obwodowa (ang. peripheral blood)

PBS - buforowana fosforanem sol fizjologiczna (ang. phosphate-buffered saline)
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PE — fikoerytryna (ang. phycoerythrin)

PE-Cy7 - fikoerytryna-cyjanina 7 (ang. phycoerythrin-cyanine 7)

PLT — ptytki krwi (ang. platelets)

PRR - receptor rozpoznajacy wzorce (ang. pattern recognition receptor)

RLU — umowna jednostka $wietlna (ang. relative light unit)

ROS - reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygene species)

S100A9 — biatko wigzace wapn (ang. S100 calcium-binding protein A9)

S1P - sfingozyno-1-fosforan (ang. sphingosine-1-phosphate)

S1PR - receptor sfingozyno-1-fosforanu (ang. sphingosine-1-phosphate receptor)

SCF - czynnik komorek macierzystych (ang. stem cell factor)

SCGF — czynnik wzrostu komorek macierzystych (ang. stem cell growth factor)

SDF-1 - czynnik pochodzenia stromalnego 1 (ang. stromal cell-derived factor 1), inaczej CXCL12

SKL — komorki o fenotypie Sca-1*c-Kit* Lin~

Tie-2 - receptor o aktywnosci kinazy tyrozynowej 2 (ang. TEK tyrosine)

TIMP — tkankowy inhibitor metaloproteinaz (ang. tissue inhibitors of metalloproteinases)

TPO - trombopoetyna (ang. thrombopoietin)

UDP - urydyno-5'-difosforan (ang. uridine-5"-diphosphate)

UDP-glukoza — urydyno-5'-difosfoglukoza (ang. uridine-5"-diphosphate-glucose)

UTP - urydyno-5'-trifosforan (ang. uridine-5"-triphosphate)

VCAM-1 lub CD106, biatko adhezyjne komoérek naczyniowych-1 (ang. vascular cell adhesion
molecule-1)

VLA-4 - bardzo p6zny antygen-4 (ang. very late antigen-4), inaczej integryng o4f1

WABC - biate krwinki (ang. white blood cells)

WT — szczep myszy typu dzikiego (ang. wild type), inaczej C57BL/6J
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2. Streszczenie

Sygnatowanie purynergiczne uwazane jest za jeden z najstarszych systemow sygnalizacji
w organizmie. Jest to pozakomorkowy szlak, w ktorym elementami posredniczagcymi w
przekazywaniu sygnatu sa zewnatrzkomoérkowe nukleotydy, w tym adenozyno-5'-trifosforan
(ATP, ang. adenosine-5'-triphosphate). W zwigzku z ugruntowang rolg ATP jako nos$nika
energii metabolicznej, teoria o jego zaangazowaniu Ww przekaznictwo sygnatu
zewnatrzkomoérkowego zostata sceptycznie przyjeta. Aktualnie dwojaka rola ATP jest
powszechnie akceptowana, co skutkuje skupieniem uwagi na roli sygnalowania
purynergicznego w roznych stanach fizjologicznych oraz patologicznych w organizmie.
Szczegolnag rolg sygnatowaniu purynergicznemu przypisuje si¢ w regulacji uktadu nerwowego
i krwiono$nego oraz w rozwoju choréb nowotworowych i odpowiedzi immunologiczne;j.
Znaczenie sygnalowania purynergicznego w procesach krwiotworczych jest znane dla komorek
w pelni zréznicowanych, natomiast jego rola w regulacji krwiotworczych komorek
macierzystych (KKM) nie jest do konca zbadana. W aspekcie badan nad procesami
towarzyszacymi terapii z wykorzystaniem KKM wykazano, iz ATP jest waznym regulatorem
procesu mobilizacji, wszczepiania si¢ oraz odnowy hematologicznej. Dodatkowo wykazano, iz
receptor P2X7 jest mediatorem dziatania ATP.

Celem niniejszej pracy byto zbadanie potencjalnego znaczenia wybranych receptorow P2X
w wyze] wymienionych procesach, towarzyszacym terapii z wykorzystaniem KKM.
Profilowanie ekspresji receptorow purynergicznych na mysich oraz ludzkich KKM wykazato,
1z receptory P2X1, P2X4 oraz P2X7 charakteryzuja si¢ wyzsza ekspresja na KKM w
poréownaniu do komorek jednojadrzastych szpiku lub krwi pepowinowej. Rola receptora P2X7
zostala potwierdzona we wczesniejszych badaniach, dlatego w prezentowanej rozprawie
okres$lano znaczenie receptorow P2X1 oraz P2X4. Przeprowadzajgc szereg eksperymentow,
oceniajagcych role wybranych receptorow w procesach towarzyszacych terapiom
wykorzystujacym KKM, zastosowano komercyjnie dostgpne inhibitory receptoréw oraz
unikalne modele zwierzece.

Uzyskane wyniki potwierdzily znaczenie receptorow P2X1 1 P2X4 w procesie
farmakologicznej mobilizacji wykorzystujacej rutynowo stosowano czynniki - G-CSF oraz
AMD3100. Wykazano, iz zablokowanie prawidtowej funkcji receptorow powodowato
znaczace upo$ledzenie tego procesu. Wyniki uzyskiwane podczas eksperymentow

okreslajacych wydajnos¢ wszczepienia si¢ KKM oraz zasiedlania niszy szpikowej rowniez
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wykazaty, iz poprawne funkcjonowanie receptora P2X1 i P2X4 jest niezbedne dla uzyskania
prawidlowego wszczepienia. Dodatkowo udowodniono, iz obnizenie wydajnosci procesu
wszczepienia i zasiedlenia niszy szpikowej, prowadzi do wydtuzenia czasu potrzebnego do
odtworzenia krwiotworzenia po przeszczepie. Dowiedziano rowniez, iz ekspresja receptoréw
P2X na KKM wptywa na aktywacje¢ inflamasomu Nlrp3, ktory jest kompleksem taczacym
sygnatowanie purynergiczne oraz kaskade ukladu dopeliacza. Prawidtowe dzialanie
wymienionych uktadow jest zatem niezbgdne dla optymalnego procesu farmakologicznej
mobilizacji oraz poprzeszczepowych mechanizmoéw warunkujacych odtworzenie procesu
krwiotworzenia.

Podsumowujac, wyniki uzyskane w ramach niniejszej rozprawy znaczaco zwiekszaja
poziom wiedzy o roli sygnatowania purynergicznego w regulacji migracji KKM oraz ich
retencji w niszy szpikowej. Wykazanie znaczenia receptoréw P2X1 oraz P2X4 moze zostaé
wykorzystane do optymalizacji protokoléw klinicznych, dla pacjentow poddawanych
mobilizacji, gdzie wytypowanie mutacji w genach kodujacych receptory purynergiczne begdzie

wskazdwka do zastosowania niestandardowych procedur mobilizujagcych KKM.
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3. Summary - The role of P2X receptors in the process of bone marrow
engraftment and pharmacological mobilization of stem cells.

Purinergic signaling is considered to be an evolutionarily ancient signaling mechanism in
the organism. It is a form of extracellular signaling mediated by nucleotides and nucleosides,
including, most importantly, ATP. Because of ATP’s established role as an intracellular energy
source, the concept of purinergic signaling was initially met with strong opposition. Currently,
purinergic signaling is widely accepted, and a number of studies have indicated its role in
modulating homeostasis and pathological processes in the body. Purinergic signaling is a
critical regulator of the nervous and cardiac system and also plays an important role in the
immune response and pathogenesis of cancer.

The involvement of purinergic signaling in maintaining normal and stress-induced
hematopoiesis needs reappraisal as its role is only well established for fully differentiated cells.
There is a growing understanding of therole of purinergic signaling in controlling
hematopoietic stem cells (HSC) used in transplantations therapies; recent evidence indicates
that ATP is a vital regulator of the process of pharmacological mobilization of HSC and
subsequent proper homing and engraftment of these cells into the bone marrow after
hematopoietic transplantation. The engagement of the well-described purinergic receptor,
P2X7, was also established.

This study aimed to explore the involvement of purinergic receptors other than P2X7 in
HSC trafficking. First, the expression of all purinergic receptors on HSC of human and murine
origin was evaluated. The results indicated that P2X1, P2X4, and P2X7 receptors are
characterized by elevated expression on HSC when compared with mononuclear cells.
Therefore, P2X1 and P2X4 receptors were selected for further studies. With the use of available
experimental animal models and specific inhibitors, the role of P2X1 and P2X4 receptors in the
processes determining the optimal use of HSC in hematopoietic transplantation was evaluated.
Obtained results confirmed the role of the chosen receptors in pharmacological mobilization
with the use of routinely utilized agents, G-CSF and AMD3100, where the inhibition of either
P2X1 or P2X4 expression resulted in the defective mobilization of HSC. Subsequently, the
impact of purinergic receptors in the process of proper HSC seeding after the transplantation
was evaluated. The study demonstrated that functional P2X1 and P2X4 receptors are required

for optimal efficiency of the homing and engraftment processes.

15



The observed defective homing and engraftment also led to the prolonged time needed for
complete hematological reconstitution. Finally, the obtained results indicated that ATP
activates the NIrp3 inflammasome in a P2X1 and P2X4 receptor-dependent manner, coupling
purinergic signaling with innate immunity. Already published data have proven the importance
of the NIrp3 inflammasome and complement cascade, explaining their role in the trafficking of
HSC.

In conclusion, obtained results shed more light on the role of purinergic signaling in the
egress of HSC from the bone marrow into peripheral blood in the mobilization process and in
the proper homing and engraftment of HSC into the bone marrow after transplantation. Both
processes are crucial for clinical outcomes in therapies for various hematological conditions.
Therefore, presented results could be utilized in unconventional clinical protocols for additional
screening of patients and donors or to introduce modified protocols to ensure proper

mobilization or seeding of transplanted cells.
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4. Wstep

4.1. Krwiotworcze komorki macierzyste (KKM)

Krwiotworcze komorki macierzyste (KKM) naleza do rodzaju tkankowo ukierunkowanych,
somatycznych komorek macierzystych (KM) [1]. Posiadajg one cechy komorek
multipotencjalnych, tj. majagcych mozliwos¢ réznicowania si¢ do réznego rodzaju elementow
morfotycznych krwi, zaréwno linii limfoidalnej (limfocyty T i B oraz komorki naturalnej
cytotoksycznosci) jak i mieloidalnej (erytrocyty, komorki tuczne, monocyty, granulocyty oraz
megakariocyty) (Rycina 1) [2,3].

Definicja KM zaktada jej zdolnos¢ do podziatéw i ewentualnego réznicowania w rozne
typy komorek [4,5]. Asymetryczne podzialy KM pozwalaja na uzyskanie komorki
zrdéznicowanej oraz identycznej KM, co zapewnia ich samoodnowg i zachowania puli komorek,
niezbednej dla prawidlowego funkcjonowania i wzrostu organizmu. KM moze roéwniez dzieli¢
si¢ symetrycznie, gdzie podczas podzialu powstang dwie KM lub dwie komorki czgsciowo
zréznicowane [6,7]. KKM wykazujg wyzej wymienione cechy KM. Stan spoczynku, podziaty
lub réznicowanie KKM podlegaja regulacji poprzez oddziatywania z czgsteczkami
adhezyjnymi, dziatlanie cytokin 1 chemokin o0raz czynnikow transkrypcyjnych 1
metabolicznych, w miejscu ich lokalizacji, czyli niszy szpikowej [8-14].

Prawidlowe funkcjonowanie uktadu krwiotworczego w ciggu catego zycia osobniczego,
mozliwe jest dzigki wydajnej produkcji ogromnej ilosci komoérek krwi. Asymetrycznie dzielgca
si¢ KKM odtwarza jedng komorke KKM, zachowujac pulg komorek, natomiast druga komorka
réznicuje si¢ w kierunku krwiotworczej komorki ukierunkowanej. Powstajaca komorka
progenitorowa, posiadajaca ograniczong zdolno$¢ do samoodnowy, moze natomiast
proliferowac tworzac klony komoérek potomnych (wedtug schematu z Ryciny 1) [15-18].
Potencjat proliferacyjny komorek progenitorowych jest bardzo duzy. Wedtug danych, w kazde;j
sekundzie, organizm ludzki produkuje $rednio 2 miliony komodrek krwi. Tak duze
zapotrzebowanie wigze si¢ z stosunkowo kréotkim okresem zycia poszczegolnych elementow
krwi, dla przyktadu erytrocyty zyja okoto 120 dni, natomiast ptytki krwi jedynie okoto tygodnia
[19].
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Rycina 1. Uproszczony schemat procesu krwiotworzenia. Krwiotworcza komorka macierzysta (KKM),
wchodzac na drogg dojrzewania moze zr6znicowac si¢ w kierunku wspolnej komorki progenitorowe;
linii granulocytarnej i mieloidalenj (CMP, ang. common myeloid progenitor) lub wspdlnej komorki
progenitorowej linii limfoidalnej (CLP, ang. common lymphoid progenitor). Komérka CMP, pod
wplywem dziatania czynnika stymulujacego tworzenie kolonii granulocytow i makrofagow (GM-CSF,
ang. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) réznicuje si¢ w kierunku granulocytow i
monocytow, pod wplywem erytropoetyny (EPO, ang. erythropoietin) w kierunku erytrocytow, pod
wplywem trombopoetyny (TPO, ang. thrombopoietin) w kierunku megakariocytow. Komorka CLP pod
wplywem m.in. ligandu kinazy tyrozynowej 3 (FLT-3, ang. FMS-like tyrosine kinase 3 ligand) r6znicuje
si¢ w kierunku limfocytow T i B. Zmodyfikowano na podstawie [2].

Dzigki wspomnianym wilasciwosciom proliferacyjnym powstajagcych z KKM
progenitorowych komorek, obliczono, iz kazda z KKM dzieli si¢ jedynie raz na 3 lata. Po
podziale symetrycznym KKM opuszcza nisze szpikowa, W celu utrzymania statej ilosci KKM
w szpiku kostnym. Zachowywana jest swoista rOwnowaga pomigdzy iloscig komoérek w szpiku
kostnym i liczba krazacych w tozysku naczyniowym [19-21]. Migracja KKM jest bardzo
ztozonym procesem i zostanie szerzej opisana w pdzniejszych rozdziatach.

KKM jest najlepiej poznanym rodzajem KM. Populacja KKM jest dobrze zdefiniowana
pod wzgledem morfologicznym, immunohistochemicznym oraz czynnosciowym. KKM

cechuje bardzo waski obrgb cytoplazmy 1 silnie skondensowana chromatyna w jadrze. Pod
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wzgledem wielkosci podobne sg do matych limfocytow [22,23]. Identyfikacja i izolacja, np. z
krwi pepowinowej zachodzi z wykorzystaniem markerow powierzchniowych. Fenotyp KKM
zdefiniowany jest na podstawie obecnosci lub braku ekspresji antygenow, m. in.. CD34,
c-Kit R (CD117), Thy-1, CD45, CD38, CD7T, HLA-DR, CXCR4 (CD184), AC133 (CD133),
CD45RALow, Lin [24-26]. W analizach prowadzonych w ramach niniejszej rozprawy
doktorskiej, jako ludzkie KKM definiowano komorki LinCD45°CD34", jako mysie KKM
komorki o fenotypie Scal'c-Kit'Lin™ lub Scal*CD45" Lin'.

KKM s3 obecnie najczgéciej wykorzystywanym rodzajem KM w standardowych
procedurach leczniczych. Stosuje si¢ je przede wszystkim w transplantologii hematologicznej,
do leczenia choréb pierwotnych lub wtornych niewydolnosci szpiku kostnego [27,28]. Do
choréb, w przebiegu ktorych najczesciej stosuje si¢ przeszczepianie KKM nalezg biataczki,
m.in. ostra bialaczka limfatyczna oraz ostra biataczka szpikowa [29-31]. W Klinice, wyr6znia
si¢ kilka rodzajow przeszczepow w zaleznosci od zrodta KKM, gdzie wybor konkretnej metody
zalezy od dostgpnosci zgodnego materiatu oraz od typu choroby. Dla przyktadu, w zespotach
mielodysplastycznych zalecane sg przeszczepy allogeniczne, gdzie KKM pobierane sg od
dawcow dopasowanych pod wzgledem antygendéw zgodnosci tkankowej (HLA, ang. human
leukocyte antigen) [32,33], natomiast przeszczepy autologiczne, wykorzystujace wtasne KKM,
wskazane sa w przypadku chioniakéw oraz opcjonalnie w leczeniu wybranych nowotworow
litych. W uproszczeniu, procedura przeszczepu polega na dozylnym podaniu preparatu
komorkowego pacjentowi. Przeszczepione KKM zasiedlaja niszg Szpikowa i rozpoczynajg
proces odtwarzania hematopoezy [34-36]. W niniejszej pracy wykorzystywano dostepne
modele zwierzgce do badania dynamiki tego procesu, co zostalo opisane w kolejnych
rozdziatach.

Gléownym zrodtem KKM dla przeszczepow jest krew obwodowa, gdzie KKM
izolowane sg z wykorzystaniem procedury leukoforezy [37,38]. Spoczynkowa ilos¢ KKM we
krwi jest jednak niewielka i aby pobra¢ wymagane do przeszczepu ilo$ci, nalezy podda¢ dawce
stymulacji zwanej farmakologiczng mobilizacja [38]. Proces mobilizacji opisano w dalszych
rozdziatach. Kolejnym Zrodtem pozyskiwania KKM do przeszczepu jest szpik kostny. KKM
izolowane sg z jam szpikowych obu kosci biodrowych, dazac do pobrania 10-15 ml zawiesiny
na | kg masy miata dawcy. Materiat szpikowy wykorzystywany jest gldwnie do przeszczepow
allogenicznych [39,40]. W zaleznosci od stopnia pokrewienstwa dawcy i biorcy, minimalna
ilos¢ przyczepianych komorek rézni si¢. Wedlug norm, w przypadku przeszczepu
allogenicznego, gdzie dawca jest zgodne w zakresie HLA rodzenstwo, ilo§¢ podawanych

komérek CD34* wynosi najmniej 2 x 10° komorek na 1 kg masy ciata biorcy, a w przypadku
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0sob niespokrewnionych jest to juz przynajmniej 3 x 108/kg masy ciata [41-43]. Poréwnujac
przeszczepy KKM izolowanych z krwi obwodowej oraz szpiku nalezy zauwazy¢, iz odnowe
hematologiczng uzyskuje si¢ szybciej, gdy zrédtem KKM jest krew obwodowa, jednak w
przypadku przeszczepienia komorek szpikowych istnieje mniejsze prawdopodobienstwo
wystgpienia choroby przeszczep przeciw gospodarzowi (GvHD, ang. graft-versus-host
disease), ktora w zalezno$ci od stopnia nasilenia moze doprowadzi¢ do odrzucenia
przeszczepu. Podczas GvHD, komorki z przeszczepionego materiatu (limfocyty T) atakuja
komorki i narzady biorcy, w szczegdlnosci jego watrobg, uktad pokarmowy oraz skore [44-46].

Zrédtem KKM do przeszczepu moze by¢ rowniez krew pepowinowa. Pobrana w czasie
porodu krew, w objetosci 100-150 ml, deponowana jest w bankach komorek macierzystych,
gdzie po przetworzeniu w warunkach laboratoryjnych i zamrozeniu, magazynowana jest do
czasu ewentualnego przeszczepu. Cechami charakterystycznymi przeszczepow z
wykorzystaniem komorek pochodzacych z krwi pepowinowej jest krotki czas potrzebny na
pozyskanie materiatu oraz zwigkszona tolerancja wzgledem réznic w ekspresji antygenow w
uktadzie HLA. Do wad tego rodzaju przeszczepoéw nalezy przede wszystkim stosunkowa niska
komorkowos¢ pobranego materiatu, wystarczajaca jedynie na leczenie dzieci oraz dhuzszy czas

wszczepiania si¢ komorek i rozpoczecia odnowy uktadu krwiotworczego [47-50].

4.1.1. Retencja KKM w niszy szpikowej

KKM w szpiku kostnym zlokalizowane sg w tak zwanej niszy szpikowej. Komorki
budujace nisze, znajdujace si¢ w bezposrednim sasiedztwie KKM, wplywajac na
przekazywanie sygnatow oraz przede wszystkim regulujac stan funkcjonalny KKM, utrzymuja
roéwnowagge pomigdzy stanem spoczynku a procesami proliferacji i roznicowania si¢ komorek.
W zaleznosci od stanu funkcjonalnego, KKM lokalizujg si¢ w roznych obszarach niszy [51,52].

Pod wzgledem anatomicznym wyro6znia si¢ dwa rodzaje niszy: osteoblastyczng oraz
endotelialng. Nisza osteoblastyczna zlokalizowana jest przy okostnej w wewnetrznej czesci
jamy szpikowej. Nisza zbudowana jest gldownie z komorek pochodzenia mezenchymalnego,
takich jak fibroblasty i adipocyty oraz komorek linii hematopoetycznej, makrofagéw i
osteoblastow. Niszg cechuje rowniez obecnos¢ substancji pozakomorkowych, takich jak
kolagen czy osteopontyna. Waznym elementem niszy osteoblastycznej sa wydzielane przez

komorki cytokiny. W obszarze niszy osteoblastycznej zlokalizowane sg glownie KKM bedace
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w stanie spoczynku, stanowigce okolo 16% wszystkim krwiotwérczych komorek szpiku.
Ochrona KKM przed warunkami i czynnikami stresowymi w niszy osteoblastycznej oraz
kontrola stanu ich spoczynku, jest podstawowym mechanizmem warunkujacym podtrzymanie
hematopoezy w cyklu catego zycia organizmu [53,54].

Nisza endotelialna czyli naczyniowa, zlokalizowana jest w poblizu $srodbtonka naczyn
wlosowatych w szpiku. Zbudowana jest z sinusoidalnych struktur tworzacych bariere krew-
szpik. W anatomii niszy naczyniowej charakterystyczne jest wystepowanie licznych czgsteczek
adhezyjnych, przede wszystkim biatka adhezyjnego komorek naczyniowych 1 (VCAM-1, ang.
vascular cell adhesion molecule 1) oraz selektyny [14]. W niszy naczyniowej zlokalizowane sg
komorki o wigkszym stopniu zréznicowania, stanowiace okoto 80% wszystkich KKM w szpiku
kostnym. Uwaza sig, ze sg to komorki w stanie aktywnym, ulegajace réznicowaniu i gotowe do
wyj$cia z niszy szpikowej, skad ich lokalizacja w poblizu naczyn krwiono$nych [55].

Utrzymywanie KKM w szpiku kostnym warunkowane jest interakcja wystgpujacego na
powierzchni KKM bardzo pdznego antygenu-4 (VLA-4, ang. very late antigene-4) inaczej
nazywanym o4p1-integryna z VCAM-1 na komorkach niszy szpikowej oraz oddzialywaniu
receptora chemokinowego CXC typu 4 (CXCR4, ang. C-X-C chemokine receptor type 4) z
czynnikiem pochodzenia stromalnego 1 (SDF-1, ang. stromal cell-derived factor 1) inaczej
nazywanym chemoking motywu CXCL12 [56,57]. Wymienione potgczenia sg kluczowe dla
utrzymania KKM w niszy szpikowej. Dodatkowo, na retencjg KKM wptywa roéwniez
oddziatywanie osteoblastow 1 osteoklastow z KKM z wykorzystaniem interakcji czgsteczek
adhezyjnych, integryn i kadheryn oraz ilo$¢ i rodzaj cytokin wystepujacych w niszy m.in
czynnika wzrostu dla kolonii granulocytow (G-CSF, ang. granulocyte colony-stimulating
factor) oraz czynnika komoérek macierzystych (SCF, ang. stem cell factor) [58]. Na
utrzymywanie KKM lub ich uwalnianie z niszy szpikowej do krwi obwodowej wplywa roéwniez
stosunek  metaloproteinaz  macierzy zewnatrzkomorkowej (MMPs, ang. matrix
metalloproteinases) do tkankowych inhibitorow metaloproteinaz (TIMPs, ang. tissue inhibitors
of metalloproteinases) [59]. Schematyczny obraz niszy szpikowej oraz wystepujacych w niej

potaczen i oddzialywan przedstawiono na Rycinie 2.
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Rycina 2. Krwiotwércze komorki macierzyste w niszy szpikowej. Retencja KKM w niszy szpikowej jest
dynamicznym procesem utrzymujacym balans pomi¢dzy réznicowaniem a odnowa komorek. Komorki
w stanie spoczynku, zlokalizowane w niszy osteoblastycznej utrzymywane sg w niszy dzigki licznym
potaczeniom (prawy panel). Komorki réznicujace si¢ oraz aktywowane do wyjscia ze szpiku w procesie
mobilizacji lokalizujg si¢ w niszy endotelialnej. MSC - mezenchymalne komorki stromy, KA -
katecholamina, Ang-1 — angiopoetyna 1, Tie-2 - receptor o aktywnos$ci kinazy tyrozynowej 2, SCF -
czynnik komorek macierzystych, c-Kit - receptor czynnika wzrostu komoérek macierzystych, SDF-1 -
czynnik pochodzenia stromalnego 1, CXCR4 — receptor chemokinowy CXC typu 4, VCAM-1 - biatko
adhezyjne komorek naczyniowych 1, VLA-4 — bardzo pdézny antygenu-4, a4pl-integryna, TPO -
trombopoetyna, MPL — receptor trombopoetyny, CD62E — e-selektyna, CD44 - przezblonowy receptor
kwasu hialuronowego. Wykonano w programie BioRender na podstawie [69 i 70].

4.1.2. Proces migracji KKM

KKM wykazujg zdolno$¢ do migracji. Po podziale w szpiku, KKM opuszcza nisze i
przemieszcza si¢ do obiegu naczyniowego w celu utrzymania homeostazy uktadu
krwiotworczego. Migracja KKM podlega rowniez regulacji tzw. rytmu dobowego (najwigksza
ilos¢ KKM w krwi obwodowej wystepuje we wezesnych godzinach porannych) [60,61] w
procesach opisanych jako ,,patrolowanie” organizmu [62] oraz stanach zapalnych i w czasie
odpowiedzi immunologicznej [63-65]. Wykazano réwniez, iz wysoka aktywnos¢ fizyczna

indukuje migracj¢ KKM w organizmie [66,67]. W zwigzku z powyzszym, KKM nazywane s3
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,hiestrudzonymi podréznikami”, a ich procesy migracji sg kontrolowane i koordynowane przez

wiele czynnikow, miedzy innymi przez czasteczki adhezyjne, sygnalizacje migdzykomorkows,

cytoszkielet oraz elementy niszy szpikowej. Badania na modelach zwierzecych wykazaty, ze w
zaleznos$ci od pory dnia, od 100 do 400 KKM znajduje si¢ w krwioobiegu [68]. Dodatkowo,

rekrutacja KKM do krwi obwodowej moze by¢ sztucznie wyzwalana poprzez zastosowanie

cytokin i lekéw podczas tzw. farmakologicznej mobilizacji.

Utrzymywanie KKM w niszy szpikowej, ich wyjscie do krwioobiegu i powr6t do szpiku

kostnego jest procesem aktywnym, zaleznym od ste¢zenia czynnikoéw chemotaktycznych oraz

powyzej opisanej interakcji molekul adhezyjnych i ich ligandéw. Wyjscie KKM ze szpiku

kostnego nastepuje zatem w rezultacie:

dziatania enzymow proteolitycznych uwalnianych przez komorki linii mieloidalnej
mikrosrodowiska szpiku, powodujacych ostabienie potaczenia KKM z komorkami
niszy, tj. interakcji receptora CXCR4 z SDF-1 oraz integryny VLA-4 z bialkiem
adhezyjnym VCAM-1. Do enzyméw uczestniczacych w trawieniu polaczen
miedzykomoérkowych naleza m.in katepsyna G i elastaza oraz enzymy z grupy
metaloproteinaz [71,72].

zmniejszenia aktywno$ci osteoblastow, skutkujacym obnizeniem ekspresji SDF-1
[71,72].

aktywnosci neurotransmiterow uwalnianych z synaps nerwowych, przede wszystkim
katecholamin, oddziatujacych z receptorami beta-3 adrenergicznymi na KKM.
Procesowi temu towarzyszy obnizenie stezenia SDF-1 w niszy. Dodatkowo powstajace
srodowisko stresu aktywuje osteoklasty i nasila wydzielanie enzymow proteolitycznych
[72].

aktywacji kaskady uktadu dopeiniacza, prowadzacej do wydzielania elementow
pobudzajacych migracje KKM ze szpiku do krwioobiegu. Wykazano, iz fragmenty C5a
wplywaja na oslabienie oddziatywan osi CXCR4/SDF-1 i VLA-4/\VCAM-1 poprzez
aktywacje wydzielania enzymoéw proteolitycznych przez komorki niszy szpikoweyj.
Czasteczka C5a, wigzac si¢ ze swoim receptorem, tj. C5aR na granulocytach prowadzi
do ich aktywacji, czego skutkiem jest ich wyjscie ze szpiku i “torowanie” drogi dla
KKM [73-75].

sygnalizacji purynergicznej [76], ktorej schemat dziatania opisano w dalszych

rozdzialach.
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Ztozono$¢ mechanizmow regulujacych migracje KKM ze szpiku kostnego do krwi
obwodowej wykracza poza ramy prezentowanej rozprawy. W pracy, szczegdlng uwage
zwrocono na tzw. model sterylnego zapalenia i kaskady nastepujacych po sobie zdarzen, ktore
zdaja si¢ kompleksowo tlumaczy¢ i taczy¢ ze soba kilka mechanizméw prowadzacych do
mobilizacji KKM do krwioobiegu. Schemat ten opisano w kolejnym rozdziale dotyczgcym roli

sygnatowania purynergicznego w procesie mobilizacji.

4.1.3. Farmakologiczna mobilizacja KKM

Autologiczne 1 allogeniczne przeszczepy KKM s3 powszechnie wykorzystywane w
leczeniu chordb ukladu krwiotwoérczego i1 chtonnego. Jak wspomniano we wczesniejszych
rozdziatach, preferowanym zréodlem KKM do przeszczepu sa komorki izolowane z
mobilizowanej farmakologicznie krwi obwodowej. Korzysci wynikajace z zastosowania
procedury mobilizacji i izolacji KKM z krwi obwodowej, w poréwnaniu do bezposredniej
aspiracji KKM ze szpiku kostnego wigzg si¢, poczawszy od wigkszego komfortu prowadzonej
procedury 1 jej bezpieczenstwa, poprzez szybsza odnowe¢ hematologiczng po przeszczepie, do
zwigkszenia szans biorcy na przyjecie przeszczepu przy jednoczesnym zmniejszeniu ilosci
poprzeszczepowych powiktan [37,38].

Skutecznos¢ przeszczepu zalezy od wielu czynnikow, czesto 0 charakterze osobniczym,
jednak kluczowym elementem jest liczba przeszczepianych komorek wykazujacych ekspresje
antygenu CD34. Przyjmuje sie, ze minimalna ilo§¢ wynosi 2 x 10° komorek/kg masy ciata
biorcy, za optymalne wartoéci za§ uwaza sie 4-5 x 10° komorek CD34" na kilogram masy ciata
biorcy [41-43]. Niestety czes¢ pacjentow kwalifikowanych do autologicznych przeszczepow,
oraz dawcow w przeszczepach allogenicznych, charakteryzuje si¢ obnizong wydajno$cia
procesu standardowo stosowanych protokotéw mobilizacji, co skutkuje pozyskaniem zbyt
matej ilosci KKM [77].

Standardowe protokoty farmakologicznej mobilizacji zaktadaja wykorzystanie
czynnika G-CSF (leki np. Neupogen lub Filgrastym) oraz maloczasteczkowego antagonisty
receptora CXCR4, AMD3100 (inna nazwa — Pleryksafor, preparaty np. Mozobil) [78,79].
Dodatkowo mogg by¢ stosowane inne substancje (osobno lub w skojarzeniu), np. niektére
cytostatyki, niesteroidowe leki przeciwzapalne, biatko onkogenu [, trombopoetyna oraz

parathormon [80,81].
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Zastosowanie srodka mobilizujgcego inicjuje i zwieksza procesy proliferacji i migracji
KKM zachodzace w warunkach stanu zapalnego lub innego rodzaju stresu. Badania na grupie
pacjentow z nowotworami uktadu krwiono$nego wykazaly, iz ciagle podawanie preparatu
zawierajacego G-CSF przez okres 4 dni powodowato nawet 100 krotne zwigkszenie ilosci
krazacych we krwi obwodowej KKM [82]. Zakonczona proba kliniczna wykazata rowniez, ze
G-CSF jest srodkiem bezpiecznym, wykazujagcym niskg toksyczno$¢ z umiarkowanymi
skutkami ubocznymi podawania [83]. Badania przyczynily si¢ do okreslenia dotychczas
stosowanego schematu mobilizacji, ktory zaktada najczesciej dzienne podskdrne podawanie
preparatu w dawce 5-10 pg/kg masy ciala w okresie co najmniej 4 dni przed planowang
pierwsza leukoforezg oraz kontynuowanie podawania preparatu do czasu ostatniej izolacji
komorek. Podawanie G-CSF w pierwszych dniach powoduje wzrost ilosci krwinek biatych
(WBC, ang. white blood cells), natomiast maksymalne st¢zenie KKM wypada na 5-6 dobe od
pierwszego podania G-CSF [84,85].

Dziatanie G-CSF polega prawdopodobnie na indukowaniu zmian w obrgbie
osteoblastow i makrofagow w niszy osteoblastycznej. Zachodzace w mikrosrodowisku zmiany
skutkuja uwolnieniem enzymow proteolitycznych trawiacych potaczenia KKM z nisza
(oddziatywania CXCR4/SDF-1 i VLA-4/NVCAM-1) oraz obnizeniem ekspresji samej
czasteczki SDF-1 [86,87]. Dodatkowym skutkiem odtgczania KKM od komorek niszy jest
modyfikacja procesu regulacji stanu spoczynku KKM. Brak interakcji receptora Tie-2 na KKM
z angiopoetyng komorek niszy indukuje uwolnienie KKM ze stanu fizjologicznego spoczynku
i aktywacje¢ ich proliferacji. W efekcie zachodzacych zmian, nastepuje przemieszczenie KKM
z niszy osteoblastycznej do niszy endotelialnej [88]. Nastepnie, w wyniku aktywacji uktadu
dopeliacza, w poblize naczyn krwiono$nych rekrutowane sg granulocyty, ktore opuszczajac
srodowisku szpiku torujg droge wyjscia KKM. Dodatkowo, koncowe elementy aktywacji
kaskady uktadu dopeiniacza powoduja wzrost stezenia bioaktywnego lipidu, sfingozyno-1-
fosforanu (S1P, ang. sphingosine 1-phosphate) w krwi obwodowej [89]. S1P uwalniany z
erytrocytow jest silnym czynnikiem chemotaktycznym wobec KKM [90]. Kolejnym procesem
warunkujacy wyjscie KKM ze szpiku, zwigzanym z podaniem G-CSF, jest usunigcie
makrofagow z nisz szpikowych. Makrofagi posiadaja receptor dla G-CSF, a ich rekrutacja do
krwioobiegu na zasadzie chemotaksji skutkuje zmniejszeniem wydzielania chemokin oraz
ekspresji czasteczki adhezyjnej VCAM-1 w niszy szpikowej i w konsekwencji nasilenie
procesu mobilizacji (Rycina 3) [72].

Kolejnym powszechnie wykorzystywanym §rodkiem podczas farmakologicznej
mobilizacji jest AMD3100 (plerixafor). Jest on swoistym antagonista receptora CXCR4,
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1
| 1) Trawienie osi CXCR4/SDF-1,

ktorego dziatanie powoduje zaburzenie oddziatywan pomiedzy receptorem CXCR4 na KKM i
SDF-1 w niszy szpikowej i w konsekwencji uwolnienie KKM do krwioobiegu [91,92]. Badania
nad skutecznoscig i bezpieczenstwem stosowania AMD3100 wykazaty, iz czynnik ten moze
powodowaé nawet 12 krotny wzrost ilosci komorek CD34" w krwiobiegu juz po 4-6 godzinach
od podania u zdrowych pacjentéw oraz okoto 6 krotny wzrost dla pacjentdéw z nowotworami
uktadu chtonnego [93]. Badania z udzialem zdrowych pacjentdéw wykazaly, ze podanie
pojedynczej dawki AMD3100 skutkuje mobilizacjg podobnej ilosci komorek CD34%, co 5
dniowe stosowanie G-CSF. Dodatkowo wykazano, iz zastosowanie pojedynczej dawki
AMD3100 w skojarzeniu z cyklem 5 krotnego podania G-CSF skutkowato blisko 4 krotnym
zwigkszeniem stopnia mobilizacji w stosunku do mobilizacji samym czynnikiem G-CSF [94].

Jak wspomniano, duzym problemem w postgpowaniach klinicznych jest fakt, iz czes$¢
pacjentdow i dawcow charakteryzuje obnizona wydajno$¢ mobilizacji, ktéra moze prowadzi¢ do
pozyskania niedostatecznej ilo$ci koméorek CD34" wymaganych do przeszczepu. Dlatego pelne
poznanie mechanizméw wplywajacych na proces mobilizacji ma kluczowe znaczenie dla

optymalizacji protokotdéw mobilizacji i przeszczepiania KKM.

*Makrnfag
%‘I ’\.'Granulncy‘t
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1) Aktywacja potaczen

! VLA4/VCAM-1 receptorow CXCR4i VLA-4
| 2) B.rak interakeji receptora z ligandami
Tie-2z Ang-1, 2) Oddziatywanie CD44 z

krwioobiegu
4) Obnizenie ekspresji

1
1
1
1
1
1
I 3) Rekrutacja makrofagéw do |
1
1
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czgsteczek adhezyjnych :

selektyng CD62E3
3) Zwigkszenie ekspresji
czasteczek adhezyjnych

Rycina 3. Proces mobilizacji i wszczepienia sie KKM w niszy szpikowej. Ang-1 — angiopoetyna 1, Tie-
2 - receptor o aktywnosci kinazy tyrozynowej 2, SCF - czynnik komérek macierzystych, c-Kit - receptor
czynnika wzrostu komodrek macierzystych, SDF-1 - czynnik pochodzenia stromalnego 1, CXCR4 —
receptor chemokinowy CXC typu 4, VCAM-1 - biatko adhezyjne komorek naczyniowych-1, VLA-4 —
bardzo p6zny antygenu 4, a4f1-integryna. Wykonano w programie BioRender na podstawie [72].
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4.1.4. Proces zasiedlania szpiku przez KKM po przeszczepie

Przeszczepienie KKM polega na dozylnym podaniu pobranego wczesniej preparatu
zawierajgcego wymagane iloSci komoérek CD34". Przeszczepiane komorki, w celu
przywrocenia aktywnosci krwiotworczej i1 trwatej odbudowy hematologicznej, musza
zasiedli¢ si¢ w szpiku w procesie wszczepienia. Waznym elementem, wplywajacym na
przygotowanie szpiku do przeszczepu, jest jego mieloablacja za pomoca radiochemioterapii w
celu zniszczenia komorek odpowiedzialnych za patologiczny proces krwiotworzenia [95].
Proces terapii mieloablacyjnej prowadzi réwniez do indukcji tzw. sterylnego zapalenia, ktore
aktywuje m. in. kaskade ukladu dopelniacza, ktérego aktywnos$¢ niezbgdna jest do
prawidlowego wszczepienia si¢ KKM do niszy szpikowej [96].

W procesie przeszczepiania KKM mozna wyrdzni¢ dwa zasadnicze etapy, mianowicie
wszczepianie do szpiku (ang. homing) a nastepnie zasiedlenie niszy szpikowej (ang.
engraftment) [97].

Proces wszczepienia rozpoczyna si¢ gdy KKM ulegajg adhezji do komorek naczyn
wlosowatych szpiku. Nastepnie komorki migrujg przez warstwy srodbtonka, docierajac do
niszy szpikowej. Etap ten jest stosunkowo szybki, nastgpuje do kilku godzin po podaniu
preparatu komorkowego. Wydajno$¢ tego etapu zalezy od prawidtowej adhezji KKM do
komorek srodbtonka oraz od prawidtowej ekspresji molekuty adhezyjnej CD44 i jej interakcji
z s$rodblonkowg selektyng CD62E [98]. W kolejnym etapie kluczowg rolg¢ odgrywa
oddzialywanie antygenu VLA-4 na KKM z VCAM-1 [99]. W zasiedlaniu szpiku wazng rolg
pelni sygnalizacja komérkowa, w szczegdlnosci aktywnos¢ kinazy proteinowej PKB/Akt,
ktora moduluje whasciwosci adhezyjne i migracyjne [100]. Po etapie migracji KKM przez
warstwy srodbtonka na proces zasiedlania w niszy szpikowej, wptywa prawidtowe
oddziatywanie pomigdzy CXCR4 i SDF-1 [101]. O$ ta odgrywa réwniez wazng role w
kolejnym etapie procesu, czyli w zakotwiczeniu komorek w niszy szpikowej. Oprocz
oddziatywania CXCR4/SDF-1, zakotwiczenie w niszy osteoblastycznej zalezy od stopnia
wigzania fibronektyny przez molekuly adhezyjne z grupy integryn oraz od obecnosci
receptoréw dla jonow wapnia, umozliwiajagcych zwigzanie KKM na powierzchni okostnej
[71,72,102,103].

Poznanie | zrozumienie mechanizmow, wplywajacych na wydajno$¢ procesu
mobilizacji KKM oraz na procesy wszczepienia i zasiedlania KKM w niszy szpikowej po
przeszczepie, ma kluczowe znaczenia dla wydajnosci prowadzonych terapii. Cze$¢ pacjentow

oraz dawcow poddawanych standardowym protokotom leczenia nie mobilizuje wystarczajacej
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ilosci KKM. Wykazano réwniez pewne zalezno$ci warunkujgce uposledzenie procesu
wszczepienia si¢ i zasiedlania niszy szpikowych, ktorych konsekwencja moze by¢ np.
przedtuzajacy si¢ okres pancytopenii spowodowany wydluzajacym si¢ okresem odtworzenia
uktadu krwiotworczego. W zwigzku z powyzszym, Kluczowe jest opracowanie efektywnych
metod uzyskiwania wystarczajacych ilosci KKM do przeszczepienia oraz metod ich
ewentualnego przygotowania przed przeszczepem, determinujgcego Wydajniejszy proces

zasiedlania szpiku i odnowy hematologicznej.

4.2. Sygnalowanie purynergiczne

Sygnatowanie purynergiczne, nazywane rowniez nukleotydowym, uwazane jest za jeden z
najstarszych systemow sygnalizacji w organizmie. Jest to pozakomorkowy szlak sygnalizacji,
na ktory sktada si¢ kilka elementdéw, gdzie jako najwazniejsze nalezy wymieni¢ nukleotydy
purynowe i nukleozydy, grupy receptorow dla tych czasteczek oraz enzymy uczestniczace w
ich metabolizmie [104]. Rolg sygnatowania nukleotydowego w organizmie jest regulacja
procesow fizjologicznych, w szczeg6lnosci funkcjonowania ukladu nerwowego i
krwiono$nego oraz regulacja proliferacji i $mierci komorkowej [105-108]. Sygnatowanie
nukleotydowe odgrywa réwniez bardzo wazng rolg stanach patologicznych organizmu,
modulujac odpowiedz immunologiczng [109-111]. Szczegdlng rolg przypisuje si¢ w regulacji
schorzen uktadu nerwowego i1 krwionos$nego oraz w rozwoju choréb nowotworowych i
autoimmunologicznych [112-116].

Sygnatowanie purynergiczne uwazane jest za pierwotng forme komunikacji
pozakomorkowej, jednak hipoteza o kluczowej jego roli, zostata potwierdzona stosunkowo
niedawno. W 1972 roku, Geofry Burnstock, prowadzac badania nad dzialaniem
zewnatrzkomorkowego ATP wykazal, iz nukleotyd ten dziata jako neurotransmiter powodujac
kurczenie jelit i pecherza moczowego $winki morskiej [117]. Burnstock, kontynuujac w
kolejnych latach badania nad dziataniem ATP, zidentyfikowal receptory uczestniczace w ATP
zaleznej odpowiedzi komorkowej i nazwat je receptorami purynergicznymi [118]. Ekspresje
tych receptorow potwierdzono m.in. na blonach komorek osrodkowego oraz obwodowego
ukladu nerwowego, na blonie komodrek nablonkowych miesni gltadkich w naczyniach
krwionosnych, na komorkach uktadu krwionosnego oraz komoérkach krwiotworczych
[119,120]. Dalsze badania doprowadzity do zdefiniowania dwoch grup receptoréw, ktore

zostang opisane w kolejnych rozdziatach.
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4.2.1. Zewngtrzkomorkowe nukleotydy i nukleozydy purynowe ze szczegolnym
uwzglednieniem roli ATP i adenozyny

Od momentu identyfikacji, czasteczka ATP, ze wzgledu na obecno$é
wysokoenergetycznych wigzan, byla uznawana glownie za no$nik energii metabolicznej.
Wykazano, iz ATP w komorkach zwierzat i roslin, stanowi magazyn energii wytwarzanej w
czasie procesu fotosyntezy lub trawienia pokarmoéw, ktorej uwalnianie nast¢puje w zaleznosci
od zapotrzebowania energetycznego oraz typow reakcji zachodzacych w komorkach. Energia
uwalniana w procesie hydrolizy ATP utylizowana jest przez komorke na potrzeby
przeprowadzania procesOw takich jak m.in. aktywny transport transbtonowy, ruchy
komorkowe, praca miegs$ni, przewodzenie impulsow oraz reakcje syntezy oraz degradacji
czasteczek [121-124].

W zwigzku z ugruntowang pozycja ATP jako nos$nika energii, gltoszona przez
Burnstocka teoria nerwow purynergicznych i1 udzialu zewnatrzkomoérkowego ATP w
przekaznictwie zewnatrzkomorkowego sygnatu, poczatkowo zostata przyjeta sceptycznie. Po
publikacji szeregu odkry¢, potwierdzajacych udzial zewnatrzkomorkowego ATP w
przekazywaniu sygnatu oraz zidentyfikowaniu receptorow purynergicznych, sytuacja ta ulegta
zmianie. Dwojaka rola ATP zostata powszechnie zaakceptowana, a prowadzone od tej pory
badania, m.in. nad rolg w procesie nowotworzenia i uktadzie immunologicznym zainicjowatly
produkcje lekow nowej generacji, modulujacych dziatanie receptoréw ATP zaleznych [125].

ATP w organizmie uwalniany jest przez komorki, m.in. w zwiazku z ich uszkodzeniem
[126]. Natomiast gtéwnym zrodtem ATP w przestrzeni zewnatrzkomorkowej sa komorki
uwalniajace ten nukleotyd w sposob konstytutywny, z wykorzystaniem kanatoéw jonowych lub
w wyniku egzocytozy pecherzykow wydzielniczych. Wydzielanie ATP poprzez kanaty jonowe
charakterystyczne jest dla komodrek niepobudliwych, natomiast komoérki pobudliwe wydzielaja
ATP do cytoplazmy, glownie na drodze egzocytarnej. Stezenie zewngtrzkomorkowego ATP,
oraz innych nukleotydéw zalezne jest zarowno od tempa ich wydzielania z komorki, jak 1
dziatania enzymoéw hydrolizujacych [127-131]. Droge rozktadu czasteczek nukleotydow
przedstawiono na Rycinie 4.

ATP przeksztalcany jest do adenozyno-5'-difosforanu (ADP, ang. adenosine-5-
diphosphate) poprzez dziatanie fosfohydrolazy di- i trifosfonukleozydow (NTPD-aza).
Nastepnie, za pomoca pirofosfatazy/fosfodiesterazy nukleotydow (NPP-aza lub CD39), ADP
hydrolizowany jest do adenozyno-5’-monofosforanu  (AMP, ang. adenosine-5 -

monophosphate), ktory nastepnie przeksztalcany jest do adenozyny (Ado, ang. adenosine)
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poprzez ekto-5’-nukloetydaze (5’-NT-aza lub CD73) [132,133]. Ado moze aktywowaé
receptory purynergiczne P1 lub podlega¢ dalszym przemiang do inozyny i hipoksantyny badz
by¢ transportowana ponownie do wnetrza komorki [134,135]. Przeksztatcenia te sg kluczowe
w procesie regulacji odpowiedzi immunologicznej, poniewaz od stosunku stezenia ATP 1 Ado

zalezy czy odpowiedz bedzie miata charakter przeciwzapalny czy prozapalny [136].

ATP ADP
. NTPD-aza . nepaza  AMP s nT-aza Ado
> —»
C D39 CD73

Przestrzen
ﬁm iﬁ& zewngtrzkomorkowa

Paneksyna-1 l }

Przestrzen
Receptor Receptor Receptor wewnatrzkomérkowa

P2X P2Y P1
ATP

Rycina 4. Uproszczony schemat sygnalizacji purynergicznej. ATP transportowane na zewnatrz
komorki, poprzez kanat paneksyny 1, aktywuje receptory P2X oraz P2Y. ATP rozktadane jest poprzez
NTPD-az¢ do ADP, ktore moze aktywowac receptory P2Y oraz by¢ hydrolizowane do AMP poprzez
NPP-aze. AMP ulega hydrolizie do Ado poprzez dziatanie enzymu 5°-NT-azy. Ado aktywuje receptory
P1. ATP - adenozyno-5'-trifosforan, ADP - adenozyno-5'-difosforan, AMP - adenozyno-5'-
monofosforan, Ado — adenozyna, NTPD-aza - fosfohydrolaza di- i trifosfonukleozydow, NPP-aza -
pirofosfataza/fosfodiesteraza nukleotydow, 5°-NT-aza - ekto-5’-nukloetydaza. Wykonano na podstawie
[132].

Powstajace czasteczki nukleotydowe i nukleozydowe acza si¢ ze specyficznymi dla ich
rodzaju receptorami purynergicznymi. Receptory te, znajdujace si¢ w blonie
zewnatrzkomorkowej, zostaly opisane w 1976 roku przez Burnstocka. Ich dalsza
charakterystyka, na podstawie budowy oraz rodzaju przytaczanego ligandu, doprowadzita do
wydzielenia dwoch gtownych grup [137,138], ktore zostang omdéwione w kolejnym rozdziale.
Liczne badania wykazaty, iz lokalizacja receptorow W blonie zewnatrzkomorkowe;j jest $cisle
powigzana z lokalizacjg enzymow hydrolizujacych. Zatem aktywnos$¢ poszczego6lnych ekto-
enzymoOw wplywa na ilo$¢ dostepnych dla poszczegolnych receptorow ligandow, determinujac
ich aktywnos$¢. Przeprowadzane badania dowiodly réwniez istnienie odwrotnej zaleznosci, tj.

wplywie aktywacji receptorow na dzialanie enzymow hydrolizujacych ich ligandy [139,140].
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Jak wspomniano, uktad purynergiczny, a w szczego6lnosci jego dwie najwazniejsze
czagsteczki aktywujace, czyli zewnatrzkomorkowy ATP i Ado, odgrywaja znaczacg rolg w
regulacji dziatania ukladu immunologicznego, nerwowego, sercowo-naczyniowego oraz
krwiono$nego. Podczas gdy uwalnianie nukleotydow w normalnych warunkach
fizjologicznych zachodzi w sposob konstytutywny, w stanach zapalnych nast¢puje zwigkszenie
wydzielania ATP, ktory pelni funkcje czasteczki zwigzanej ze stanem zagrozenia
komorkowego (DAMP, ang. danger-associated molecular pattern) aktywujacej procesy
zapalne [116,141]. Rozktad ATP i powstawanie przeciwstawnie dziatajacej Ado moduluje
odpowiedZ immunologiczng, eliminujac stan zagrozenia bez uszkodzenia tkanek organizmu.
Zatem od stosunku ATP i Ado, zalezy dziatanie uktadu purynergicznego ktory, w zaleznosci
od sytuacji moze petni¢ funkcje immunostymulujaca, regulujaca badz supresyjng [142]. Rola
uktadu purynergicznego w regulacji uktadu krwiono$nego oraz w procesie krwiotworzenia
zostanie omowiona w pozniejszych podrozdziatach.

Stymulacja procesow zapalnych przez ATP odbywa si¢ poprzez aktywacje receptorow
purynergicznych, uczestniczacych m.in. procesie w dojrzewania i wydzielania interleukiny 13,
bedacej kluczowa cytoking prozapalna. Badania wykazaly, ze sygnatowanie purynergiczne
zaangazowane jest w modulowanie odpowiedzi immunologicznej, poprzez regulowanie
aktywnosci inflamasomu Nlrp3 oraz uktadu dopetniacza (ang. complement system) [143,144].

Inflamasom NIrp3 jest cytozolowym kompleksem wielobiatkowym. Zbudowany jest on
z biatka Nlrp3, pelnigcego rolg receptora rozpoznajacego wzorce (PRR, ang. pattern
recognition receptor), ktory moze by¢ aktywowany bezposrednio przez mikroorganizmy lub
przez czasteczki DAMP. Kolejng sktadows inflamasomu jest biatko adaptorowe ASC (ang.
apoptosis-associated speck-like protein), przytaczane w kompleks po aktywacji receptora
NIrp3, ktorego dziatanie polega na aktywacji prokaspazy-1. Aktywna forma, kaspaza-1 wptywa
natomiast na proces przeksztalcania prozapalnych interleukin 18 i 18 (IL-1f3, IL-18) z form
nieaktywnych (pro-IL-13, pro-IL-18), w formy aktywne oraz inicjuje $mier¢ komoérki w
procesie pyroptozy. Aktywne wydzielanie interleukin w wyniku aktywacji kompleksu
inflamasomu NIrp3, wzmaga reakcje odpornosciowe w organizmie [145]. Dodatkowo,
aktywacja inflamasomu NIrp3 prowadzi do wydzielania ATP oraz innych alarmin (HMGBL1,
ang. high-mobility group box 1 oraz S100A9, ang. S100 calcium-binding protein A9), ktore
moga aktywowac¢ kaskade uktadu dopeiniacza, dodatkowo nasilajac stopien odpowiedzi
immunologicznej [146-149].

Uktad dopelniacza, poprzez wykrywanie obecnosci wzorcéw molekularnych

zwigzanych z patogenami (PAMP, ang. pathogen-associated molecular patterns) jak i
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czasteczek DAMP, jest waznym elementem nieswoistej odpowiedzi odpornosciowe;.
Aktywacja kaskady uktadu dopetiacza prowadzi do szeregu zjawisk, m.in. do lizy komorek
bakteryjnych lub uszkadzania komoérek wlasnych organizmu oraz do wzmacniania
(,,dopelniania”) dziatania uktadu odpornosciowego [150-152].

Do tej pory najwigkszy udzial w procesach zapalnych przypisywalo si¢ receptorowi
P2X7, dawniej nazywanemu w zwigzku ze swoja potwierdzong rola, receptorem $mierci
komorki. Za jeden z najistotniejszych skutkow odpowiedzi immunologicznej z udziatem ATP
uwazato si¢ wystepowanie lokalnej hipoks;ji (jednoczes$nie jest to stan stymulujacy wydzielanie
Ado) [153,154]. Aktualnie prowadzone badania wykazaty, iz rowniez receptory P2X1 i P2X4
moga aktywowac inflamasom Nlrp3 1 posredniczych w ten sposéb w odpowiedzi
immunologicznej [155,156].

Ado natomiast zapobiega uszkodzeniu tkanek organizmu aktywujac cztery znane
mechanizmy, tj. wzrost stosunku podazy tlenu do jego popytu, dziatanie przeciwzapalne,
utrzymywanie organizmu w stanie gotowosci immunologicznej oraz pobudzanie angiogenezy.
Dziatanie Ado polega m.in. na zmniejszaniu wydzielania cytokin, syntezy TNF-o oraz MPP
[157-160].

4.2.2. Receptory nukleotydowe

W 1976 roku, Burnstock opisat receptory biatkowe, znajdujace si¢ po zewngtrznej
stronie blony komoérkowe;j, ktoérych agonistami sg nukleotydy i nukleozydy 1 zdefiniowat je jako
receptory purynergiczne. Do tej pory sklonowano 19 receptoréw, wsrdd ktorych wyroznia si¢
dwie gtowne grupy, tj. receptory P1 oraz receptory P2 (Rycina 5).

Rodzing receptorow P2 dzieli si¢ na dwie grupy, grupe P2X oraz P2Y. Podzialu
dokonano m.in. na podstawie réznic w czasie dziatania oraz odlegtosci, w zasiggu ktorych
receptory moga przekazywac sygnat. Receptory P2X cechuje szybkie przewodzenie sygnatu na
stosunkowo krotkie odlegtosci, a przede wszystkim od receptorow P2Y odroznia je wysokie
powinowactwo do ATP, wyrazane w stezeniach mikro molarnych (mili molarnych w
przypadku receptora P2X7), oraz czas dziatania wynoszacy kilka milisekund [161]. Receptory
P2Y ulegaja aktywacji pod wptywem kilku molowego st¢zenia ATP, a czas przenoszenia

sygnatu jest dtuzszy niz w przypadku receptorow P2X [162].

32



Grupe P2X tworzg jonotropowe receptory homo- lub heterooligomeryczne. Receptory
te zbudowane sg zazwyczaj z trzech podjednostek, gdzie kazda podjednostka sktada si¢ z dwoch
domen transbtonowych, dtugiej zewnatrzkomorkowej petli taczacej domeny oraz koncow C- i
N- bialka po stronie wewnatrzkomoérkowej [163,164]. Do tej pory sklonowano 7 receptorow
(P2X1-P2X7), ktorych ekspresje potwierdzono m.in. na komoérkach uktadu nerwowego, migsni
gtadkich oraz komodrkach zaangazowanych w odpowiedZz immunologiczng. Obecnos¢
funkcjonalnych receptorow P2X zostata rowniez wykazana na komoérkach krwiotworczych
oraz komorkach krwi [165].

Jak wspominano, aktywacja receptorow P2X zachodzi pod wplywem dzialania
zewnatrzkomorkowego ATP (Rycina 5). Konsekwencja przytaczenia czasteczki ATP do
receptora purynergicznego jest przemieszczenie sic kationow Ca®*, Na* (ze $rodowiska
zewnatrzkomorkowego do cytoplazmy) i K (na zewnatrz komoérki) przez btone koméorkowsa
zgodnie z gradientem elektrochemicznym [166]. Dlugotrwate dzialanie wysokich stezen
zewnatrzkomoérkowego ATP moze rowniez  powodowal nieselektywne zwickszenie
przepuszczalno$ci btony komorkowej dla czasteczek o masie mniejszej niz 900Da, na skutek
przeksztalcania si¢ receptora P2X7 w transblonowy por. Mechanizm ten jest waznym
elementem uktadu odporno$ciowego, gdzie powstajace transbtonowe pory umozliwiaja
zwigkszone uwalnianie cytokin prozapalnych [167].

Metabotropowe receptory P2Y zbudowane sg z siedmiu transblonowych domen
potaczonych za pomoca szeéciu petli. Po stronie zewnatrzkomoérkowej znajduje si¢ N- koniec
biatka ulegajacy glikolizacji natomiast C- koniec, ulegajacy fosforylacji, znajduje si¢ po stronie
cytoplazmatycznej. Bialko G znajduje si¢ po stronie wewnatrzkomorkowej, w obrebie trzeciej
petli [168]. Do tej pory sklonowano 9 receptoréw P2Y, mianowicie P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6
oraz P2Y11-P2Y 14, gdzie homologia pomiedzy poszczegolnymi receptorami wynosi 21-57%
[169]. Receptory aktywowane sa przez ATP oraz m.in. przez ADP, nukleotydy urydynowe
(urydyno-5'-trifosforan, UTP i urydyno-5'-difosforan, UDP) oraz nukleozydo difosfopochodne
cukréow  (urydyno-5'-difosfoglukoza, UDP-glukoza i urydyno-5'-difosfogalaktoza, UDP-
galaktoza) (Rycina 5). Na podstawie zréznicowanego powinowactwa mozna wyrdzni¢
nastepujace podgrupy: aktywowane przez ATP (P2Y11), aktywowane przez ADP (P2Y1,
P2Y12, P2Y13), aktywowane przez UTP (P2Y2, P2Y4), aktywowane przez UDP (P2Y6)
oraz aktywowane przez UDP-glukoze i UDP-galaktozg (P2Y14) [170]. Receptory te moga
tworzy¢ homo- lub heterodimery, czemu towarzyszy obnizenie powinowactwa do czgsteczek
aktywujacych. Zwigzanie aktywatora z receptorem po stronie zewnatrzkomoérkowej indukuje

zmiany konformacyjne (utworzenie kieszeni), umozliwiajace oddzialywanie nukleotydéw z
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cytozolowymi biatkami G i1 przewodzenie sygnatu nerwowego [169]. Przekaznikami sygnatu
dla receptorow P2Y jest nie tylko biatko G, ale i m.in. kanaty wapniowe i potasowe, fosfolipaza
C B (P2Y1, P2Y2, P2Y6 i P2Y11), cyklaza adenylanowa (P2Y11), kinazy biatkowe
aktywowane przez mitogeny (MAPK, ang. mitogen-activated protein kinase) oraz kinazy
Rho (P2Y1, P2Y2, P2Y6 , P2Y12, P2Y13) [171-173]. Receptory P2Y ulegaja ekspresji na

wieckszosci tkanek i komoérek organizmu ludzkiego [174].

Receptory
Purynergiczne

Rodzina Receptoréw
P2

Ado I I I I I I I I

P2Y1 | | P2Y2 | | P2Y4 | | P2Y6 | (P2Y11| |P2Y12| |P2Y13| |P2Y14

P2X1 | | P2X2 | | P2X3 | [ P2X4 | | P2X5 | | P2X6 | | P2X7

f | R R | f

ADP ATP UTP UDP ATP ADP ADP UDP-

UTP ATP glukoza

Rycina 5. Rodzaje receptoréow purynergicznych oraz ich agonisci. Ado — adenozyna, ATP —
adenozyno-5'-trifosforan, ADP - adenozyno-5'-difosforan - UTP - urydyno-5'-trifosforan, UDP -
urydyno-5'-difosforan, UDP-glukoza — urydyno-5'-difosfoglukoza. Zmodyfikowano na podstawie
[120,161].

Rodzina receptoréw P1 sktada si¢ z czterech podtypoéw, mianowicie receptorow Al,
A2a, A2b oraz A3, o maksymalnej homologii wynoszacej 50%. Wszystkie sposrod
wymienionych receptorow P1 aktywowane sg przez Ado. Budowa receptorow klasyfikuje je
jako receptory metabotropowe sprzgzone z biatkiem G. Dziatanie receptorow Al i1 A3,
sprzezonych z podjednostkami Gi i Gq, hamuje aktywnos$¢ cyklazy adenylanowej, czemu
towarzyszy spadek wewnatrzkomorkowego stezenia cAMP, jednocze$nie stymulujac

fosfolipaze C. Receptor A1 moze by¢ rowniez zwigzany z podjednostka Go ktorej aktywacja
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powoduje wyptyw jonow K* i hiperpolaryzacje blony komorkowej, a w konsekwencji otwarcie
kanatu wapniowego. Receptory A2a 1 A2b sprz¢zone sg z podjednostka Gs, gdzie przytaczenie
Ado do receptorow stymuluje cyklaze adenylanowa i wzrost poziomu cAMP [175-177].
Fizjologiczne, zewnatrzkomorkowe stezenie Ado (30-200 nM) aktywuje receptory Al,
A2a oraz A3, wykazujace wysokie powinowactwo. Podwyzszone st¢zenie Ado, bedace
wtoérnym nastepstwem podwyzszonego stezenia zewnagtrzkomorkowego ATP oraz dziatania
enzymoOw hydrolizujagcych, wystepujace w stanach patologicznych, np. podczas standéw
zapalnych, aktywuje dziatanie receptora A2b [178-180]. Receptory adenozynowe
zlokalizowane sg w szczegdlnosci na komorkach uktadu sercowo-naczyniowego, moczowego,

plciowego, oddechowego, nerwowego i immunologicznego [181].

4.3. Rola sygnalowania purynergicznego w ukladzie krwionosnym i procesie
Krwiotworzenia

Sygnatowanie purynergiczne oddziatuje na uktad krwiono$ny, zar6wno na poziomie tkanek
i narzadow, jak i elementéw morfotycznych krwi w kazdym stadium zr6znicowania.
Zaangazowane jest m.in. W kontrole mechanizmu skurczu i rozkurczu naczyn krwionosnych
poprzez wydzielanie ATP wraz z noradrenaling we wspotczulnym ukladzie nerwowym.
Wydzielane z zakonczen nerwowych ATP, aktywuje glownie receptory P2X1 i P2Y2 na
mie$niowce gladkiej naczyn krwionosnych [106]. W sytuacjach patologicznych, np. w
warunkach niedotlenienia, ATP moze by¢ réwniez uwalniane z komoérek $rodblonka, gdzie
wykazano jego aktywujgce dzialanie na receptory P2Y [182]. Zainicjowana kaskada sygnatu
doprowadza do miejscowego uwalniania tlenku azotu (II) o dziataniu rozkurczajacym. Efekt
ten moze by¢ rowniez uzyskiwany poprzez przeksztalcanie ATP do Ado i aktywacje
receptorow P1 [106]. ATP i Ado w ukladzie krwiono$nym moga wptywaé rowniez na
proliferacje komorek naczyn krwiono$nych, gdzie ich zwigkszona ilos¢ i aktywacja receptorow
P2Y i P1 moze doprowadza¢ do nadmiernego namnazania 1 powstawania zwezen w naczyniach
[183].

Nalezy réwniez nadmieni¢, iz sygnatlowanie purynergiczne odgrywa wazng rolg w
tamowaniu krwawienia. Komorki, ktore ulegly uszkodzeniu, uwalniaja ATP aktywujacy
gtownie receptor P2X1 na ptytkach krwi, doprowadzajac do ich agregacji w miejscu urazu. Na

ptytkach krwi ekspresji ulega rdwniez receptor P2Y1, ktory aktywowany jest przez ADP.
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Udziat sygnatowania purynergicznego w tworzeniu skrzepow jest bezsporny a jego hamowanie
zostalo wykorzystane jako podstawa dziatania kilku lekow przeciwzakrzepowych [184-186].

Badania wykazaty rowniez, iz ATP pehi role¢ czynnika chemotaktycznego dla komorek
krwi. Monocyty i makrofagi migruja do miejsc rozpadu komorek uwalniajacych ATP,
natomiast neutrofile, wykorzystuja autokrynne wydzielanie ATP i aktywacj¢ receptora P2X1
w celu wzmacniania sygnatu dla migracji [187-189].

Rola nukleotydéw jako regulatoréw procesow krwiotworczych jest znana dla komoérek w
pelni  zréznicowanych, natomiast danych dotyczacych ich wplywu na komorki
macierzyste/progenitorowe ukladu krwiotworczego i proces hematopoezy jest stosunkowo
niewiele. Krwiotworzenie, definiowane jako proces wytwarzania i roznicowania si¢ elementow
morfotycznych krwi jest kluczowym elementem zapewniajacym homeostaze organizmu.
Proces hematopoezy regulowany jest zatem poprzez czynniki wptywajace na stan spoczynku
KKM, ich samoodnowe, roznicowanie, proliferacje, migracje, a takze $mier¢ komorkowa.
Wszystkie te procesy, jak juz wspomniano we wczesniejszych rozdziatach, zalezne sg przede
wszystkim od dziatania cytokin, jak i rowniez zewnatrzkomorkowego ATP. Opublikowane
wyniki prowadzonych dotychczas badan wykazaly, iz zewnatrzkomérkowe ATP oraz
sygnatowanie purynergiczne moze uczestniczy¢ m.in w regulacji proliferacji, roznicowania i
migracji KKM oraz ich mobilizacji oraz wszczepiania si¢ do szpiku kostnego. Dane
literaturowe, jak i wyniki wilasnych badan potwierdzaja, iz KKM wykazuja ekspresje
receptorow P2 jak rowniez, iz komorki niszy szpikowej odpowiadajace za utrzymanie KKM w
szpiku, rowniez cechujg si¢ wysoka ekspresja receptoro6w purynergicznych oraz kanatow

uwalniajagcych ATP.

4.3.1. Rola sygnalowania purynergicznego w réznicowaniu KKM

Proces roznicowania KKM polega na ich przeksztatcaniu w komorki bardziej dojrzate
funkcjonalnie tj. w komorki linii mieloidalnej i limfoidalnej, ktore w kolejnych etapach
réznicowania wytworzg wszystkie elementy morfotyczne krwi. Lemoli i wspotpracownicy
wykazali, iz zewnatrzkomérkowe ATP, w niskich stezeniach, oddziatuje na KKM poprzez
wzmacnianie stymulujgcego dziatania cytokin. Wykazano rowniez, iz réznicowanie komorek

w kierunku linii mieloidalnej jest wynikiem, zwigzanego z dziataniem zewnatrzkomorkowego
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ATP, wyptywu jonéw Ca?" [190]. Doswiadczenia, badajace wplyw zewnatrzkomoérkowych
nukleotydéw na réznicowanie KKM, byly réwniez prowadzone przez zespdt Profesora
Paredes-Gamero [191]. Wykazano, iz zewnatrzkomorkowe ATP wplywa na obnizenie ilosci
KKM oraz progenitorow granulocytéw i monocytéw (GMP, ang. granulocyte and monocyte
progenitor), ale nie komoérek linii megakariocytow 1 erytrocytow (MEP, ang.
megakaryocyte/erythrocyte progenitors). Dodatkowo przeprowadzone doswiadczenia z
uzyciem modeli zwierzecych potwierdzily, iz ATP wptywa na zmniejszenie ilosci komorek
GMP, jednocze$nie wykazujgc zwiekszong ilos¢ komorek Gr-1*"Mac-1". Bezposredni udziat
sygnatlowania purynergicznego w opisanych modelach, zostat potwierdzony w
doswiadczeniach z wykorzystaniem inhibitoréw receptorow P2 [191].

O zaangazowaniu sygnalowania purynergicznego w proces roznicowania KKM moze
réwniez $wiadczy¢ fakt, iz prymitywne, c-Kit pozytywne mysie komorki, charakteryzuje duzo
wyzsza aktywno$¢ enzymoOw hydrolizujacych ATP, czyli CD39 1 CD73. Zatem wyniki
prowadzonych do$wiadczen jednoznacznie wskazujg, iz ATP zmniejsza ilos¢ KKM,
powodujac ich  rdéznicowanie. Préby  okreslenia  ewentualnego  zaangazowania
zewnatrzkomorkowej Ado w ten proces kolejny raz udowodnity jej przeciwstawne do ATP
dziatanie [192]. Modyfikowane genetycznie myszy, u ktorych konstytutywnej ekspresji na
komorkach w niszy szpikowej, ulegata endonukleotydaza CD39 charakteryzowaly sig¢
zwigkszong iloscig KKM w staniu spoczynku. Zaobserwowano zwigkszong ilos¢
zewnatrzkomorkowej Ado chronigcej komorki przed stresem oksydacyjnym. Jednocze$nie
delecja enzymu CD73 zwigzana byta ze zwigkszonym uwalnianiem reaktywnych form tlenu
(ROS, ang. reactive oxygene spececies) oraz wyjsciem KKM ze stanu spoczynku [193]. Zatem
ATP-zalezny proces roznicowania KKM regulowany jest przez aktywno$¢ enzymow CD39 1
CD73, degradujacych zewnatrzkomérkowe ATP do Ado, utrzymujacej KKM w stanie

spoczynku.

4.3.2. Rola sygnatowania purynergicznego w procesie proliferacji KKM

KKM ulegaja proliferacji w procesie samoodnowy lub w procesie doprowadzajacym do
liniowego réznicowania. Zjawisko to, na poziomie molekularnym, regulowane jest przez
czynniki transkrypcyjne Wnt i Notch, ktorych zadaniem jest utrzymanie korzystnych proporcji
pomiedzy iloscig KKM w stanie spoczynku, samoodnawiajacych si¢ i roznicujacych w komorki
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dojrzate funkcjonalnie [194]. KKM, znajdujace si¢ w niszy szpikowej, chronione sg przed
niekontrolowang proliferacjg a takze przed dzialaniem czynnikéw stresujacych obnizajacych
ich potencjat proliferacyjny. Do gtownych czynnikéw regulujacych odpowiedni balans wyzej
wymienionych proceséw nalezg cytokiny, czynnik wzrostu komorek macierzystych (SCGF,
ang. stem cell growth factor,) oraz trombopoetyna (TPO, ang. thrombopoietin) [195-196].
Stymulatorami procesu proliferacji KKM sg czynniki stresowe jak np. nagta utrata krwi [197].
W odpowiedzi na dziatanie wymienionych czynnikow dochodzi do zwigkszenia st¢zania
cytokin stymulujacych proliferacie KKM, czyli glownie erytropoetyny (EPO, ang.
erythropoietin), czynnika stymulujacego tworzenie kolonii granulocytow i makrofagow (GM-
CSF, ang. granulocyte-macrophage colony stimulating factor), czynnika komorek
macierzystych (SCF, ang. stem cell factor) oraz interleukiny 3 (IL-3, ang. interleukin-3) [198].
Wplyw na poziom opisanych czynnikéw ma rowniez zwigkszony poziom tlenu komoérkowego
oraz zmiany stezenia jonoéw Ca?* [199]. Sygnatowanie purynergiczne moze by¢ zaangazowane
w proces kontroli proliferacji KKM wtasnie poprzez zwigkszanie cytozolowego stezania jonow
Ca?", bedacego wynikiem aktywacji receptorow P2X. Kolejnym mechanizmem regulujacym
podzialy KKM, zaleznym od dziatania uktadu purynergicznego, jest aktywacja kaskady uktadu
dopetniacza i kompleksu inflamasomu Nlrp3, szczegdlnie w warunkach stresowych [200].

Eksperymenty przeprowadzone przez zespot Profesora Lemoliego dowiodly, iz
zewnatrzkomorkowe nukleotydy, a w szczegdlnosci ATP 1 UTP, wykazuja wplyw na
proliferacjc KKM poprzez dziatanie synergistyczne z cytokinami. Szereg doswiadczen
wykazatl, ze niskie stezania, zarowno ATP, jak i UTP zwigkszajg efekt cytokin (SCF, EPO,
GM-CSF i IL-3), czego rezultatem jest kilkukrotny wzrost ilosci tworzonych kolonii
progenitorowych dla szeregu CFU-GM i BFU-E. Jednocze$nie badacze wykazali, iz
zwiekszone stezenie nukleotydéw wywotuje odwrotny efekt. Ciekawym spostrzezeniem byto,
iz zastosowanie samego ATP czy UTP nie wptywa na zwigkszenie ilo$ci tworzenia kolonii
oraz, ze stosujac nukleotyd mozna obnizy¢ stezenie cytokin 5 krotnie, by wciaz otrzymac taka
samg 1lo$¢ kolonii progenitorowym, jak stosujac petng dawke cytokin. Autorzy przeprowadzili
rowniez doswiadczenia wykorzystujace specyficzne inhibitory ATP celem potwierdzenia
bezposredniego wptywu nukleotydu na proces proliferacji [190].

Wyniki badan zespotu Profesor Ferreiry potwierdzity, iz stymulacja KKM za pomoca
ATP, ADP i UTP powoduje zwickszenie poziomu Ca?* w cytozolu, czemu towarzyszy
zwigkszenie proliferacji komoérek z jednoczesnym zmniejszeniem odsetku komorek
prymitywnych. Wyniki badan wskazujg, iz umiarkowana stymulacja komorek, ktorej

towarzyszy niewielki wzrost stezenia jonow Ca?*, wywotuje efekt indukujacy proliferacje z
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jednoczesnie zachodzgcym procesem samoodnowy KKM, podczas gdy silna stymulacja
receptoréw i wynikajace z niej wysokie stezenie jonow Ca?* wywotuje roznicowanie KKM w
kierunku linii makrofagéw bez jednoczesnego zachowania statej puli KKM, wyczerpujac ich

potencjal proliferacyjny [202].

4.3.3. Rola sygnalowania purynergicznego w procesie migracji KKM

Proces migracji KKM zostat szczegélowo omowiony we wczesniejszych rozdziatach.
Dla przypomnienia, uwalnianie KKM ze szpiku kostnego do krwi obwodowej odbywa sie po
podziale KKM w niszy szpikowej, w rytmie dobowym w ramach nadzoru immunologicznego,
w czasie odpowiedzi immunologicznej, a takze podczas wysitku fizycznego [60-67]. Proces
uwalniania KKM ze szpiku kontrolowany jest przez wiele czynnikow, m.in czasteczki
adhezyjne na KKM, molekutly sygnalizacyjne oraz skladniki niszy szpikowej. Proces migracji,
utrzymywania KKM w szpiku oraz zasiedlania szpiku zalezny od gradientu chemotaktycznego
czynnikow pomiedzy szpikiem a krwig obwodowa. Kluczowym czynnikiem chemotaktycznym
dla KKM jest SDF-1. Badania nad procesem mobilizacji wykazaty, iz rowniez gradient S1P
oraz ATP pelni wazna role w procesie migracji KKM oraz, iz elementy kaskady dopetniacza
(desargC5a 1 C5a) uwalniane podczas odpowiedzi immunologicznej wptywaja na rekrutacje
KKM ze szpiku do krwi [89].

Podobnie jak w przypadku stymulowania proliferacji przez zewnatrzkomorkowe
nukleotydy, badania nad procesem migracji wykazaty, iz dziataja one synergistycznie z
czynnikiem chemotaktycznym SDF-1 [203]. Schematyczny obraz migrujacej komorki oraz

mechanizmy wptywajace na ten proces przedstawiono na Rycinie 6.
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Rycina 6. Rola sygnatowania purynergicznego w procesie migracji KKM. ATP stymuluje tworzenie
tratw lipidowych (ang. lipid rafts) czemu towarzyszy zmiana ksztattu komoérki. W tratwach lipidowych
ulegaja zwiekszonej ekspresji receptory dla czynnikow chemotaktycznych. Dodatkowa stymulacja
procesu migracji jest aktywacja inflamasomu NIrp3 i autokrynne wydzielanie ATP. Proces migracji
moze by¢ hamowany poprzez dziatanie enzymoéw hydrolizujacych ATP do Ado, ktéra poprzez
aktywacj¢ receptorow P1 wptywa na zwigkszenie ekspresji HO-1, ktora jest inhibitorem inflamasomu
NIrp3. eAdo — zewnatrzkomorkowa adenozyna, eATP — zewnatrzkomorkowy adenozyno-5'-trifosforan,
HO-1 — hemooksygenza 1, S1PR — receptor sfingozyno-1-fosforanu, S1P - sfingozyno-1-fosforan, SDF-
1 - czynnik pochodzenia stromalnego 1, CXCR4 — receptor chemokinowy CXC typu 4. Na podstawie
[207].

Migrujaca komodrka zmienia swoj ksztalt ulegajac wydtuzeniu. Pod wplywem dziatania
czynnikow chemotaktycznych nastgpuje reorganizacja btony komorkowej oraz architektury
cytoszkieletu. Receptory czynnikéw chemotaktycznych, CXCR4 oraz SI1PR, zostaja
wbudowane w tworzace si¢ na przodzie komorki, tzw. tratwy lipidowe [204]. Liczne badania
wykazaty, iz tworzenie tratw lipidowych jest niezbednym mechanizmem umozliwiajagcym
migracje komorek [205,206] oraz, iz ATP jest silnym stymulatorem ich tworzenia.

Eksperymenty przeprowadzone przez zespdt Profesora Ratajczaka potwierdzity, iz w
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przypadku nawigacji KKM do szpiku kostnego po przeszczepie, ATP wydzielany z niszy
szpikowej biorcy, poddanego wczesniejszej terapii mieloablacyjnej, promuje tworzenie tratw
lipidowych. Nastepnie, proces migracji jest dodatkowo stymulowany poprzez autokrynne
wydzielanie ATP poprzez taczenie z receptorami P2X i aktywacje kompleksu inflamasomu
NIrp3 [136]. Proces ten moze by¢ natomiast negatywnie regulowany przez aktywno$¢
receptoréw purynergicznych P1, ktorych ekspresje potwierdzono na przeciwstawnym biegunie
migrujacej komorki. Receptory te, taczac si¢ z Ado, powstajaca w wyniki dziatalno$ci
enzymow hydrolizujacych ATP, hamujg aktywnos¢ inflamasomu Nlrp3 [207].

Sygnatowanie purynergiczne moze rowniez posrednio wplywa¢ na migracj¢ KKM
poprzez oddzialywanie na komorki niszy szpikowej. W badaniach udowodniono, iz komorki
mezenchymalne niszy szpikowej (BM-MSCs, ang. bone marrow-derived mesenchymal stromal
cells) poddane dziataniu ATP, odpowiadaja zwigkszong produkcja cytokin prozapalnych, np.
interleukiny 2 (IL-2, ang. interleukin-2) oraz interferonu gamma (IFN-y) o wiasciwosciach
chemotaktycznych dla KKM [208].

4.3.4. Rola sygnalowania purynergicznego podczas farmakologicznej mobilizacji
KKM

Proces farmakologicznej mobilizacji wykorzystywany jest w celu pozyskania
odpowiedniej ilosci KKM do przeszczepu krwiotworczego. Procesowi mobilizacji, ktory
polega na migracji KKM ze szpiku kostnego do krwi obwodowej, poswigcono wiele uwagi.
Prowadzone w ostatnim czasie kompleksowe badania nad procesem mobilizacji i czynnikami
regulujagcymi, wykazaly, i1z optymalny proces mobilizacji zalezy od prawidlowego
funkcjonowania trzech, wzajemnie dzialajacych uktadow, tj. kaskady uktadu dopetniacza,
kompleksu inflamasomu Nlrp3 i sygnalowania purynergicznego [144]. Zalezno$¢ zostata
zobrazowana i opisana na Rycinie 7.

Wykazano, iz ATP indukuje proces mobilizacji KKM, poprzez aktywacje inflamasomu
NIrp3 oraz stymulowanie kaskady uktadu dopetniacza, prowadzacej do uwolnienia
anafilatoksyn C3a i C5a, w wyniku czego dochodzi do wystapienia pozytywnego sprzg¢zenia
zwrotnego, podtrzymujacego stan sterylnego zapalenia w mikro§rodowisku niszy szpikowe;.

Czasteczki DAMP, wydzielane przez aktywowany inflamasom Nlrp3 moga stymulowac¢ uktad
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dopelniacza, a w konsekwencji prowadzi¢ do uwolnienia aktywnych fragmentow C5 (C5a),

istotnych w procesie wyjscia KKM ze szpiku kostnego [209].

G-CSF
| AMD3100 Mobilizacja KKM
; PSS T
-~
~
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y \
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! urynergiczn \ | dopetniacza |

ComCT

Rycina 7. Schemat oddzialywania sygnatowania purynergicznego, kompleksu inflamasomu Nlrp3
oraz kaskady uktadu dopelniacza w procesie mobilizacji KKM. 1) Podanie czynnika mobilizujacego
zapoczatkowuje uwalnianie ATP z aktywowanych komorek odpornosci wrodzonej i KKM. 2)
Zewnatrzkomorkowy ATP poprzez wigzanie ze swoimi receptorami, szczegdlnie z receptorem P2X7
aktywuje inflamasom NIrp3. 3) Aktywacja inflamasomu skutkuje wyrzutem alarmin, struktur
molekularnych zwigzanych z zagrozeniem (DAMP). Alarminy, m.in biatka o duzej ruchliwosci
elektroforetycznej 1 (HMGB-1) 4) ktore inicjuja kaskade dopetniacza (ComC). 5) Aktywacja kaskady
dopehiacza skutkuje wyrzutem fragmentow biatkowych (C5a i desargC5a) indukujacych proteolityczne
$rodowisko 1 rozerwanie wigzan pomig¢dzy bialkami utrzymujacymi KKM w niszy jak i rowniez
prowadzi do rekrutacji m.in. granulocytow promujacych migracje KKM ze szpiku do krwi obwodowe;.
Wykonano na podstawie [144].

Wyniki badan zespotu Profesora Ratajczaka wykazaly, iz stymulacja komorek
farmakologicznymi $rodkami mobilizujacym, takimi jak G-CSF i AMD3100 powoduje
wydzielanie ATP oraz innych czasteczek DAMP przez granulocyty 1 monocyty oraz ich udziat
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w aktywacji kaskady uktadu dopetniacza [210]. Dane literaturowe wskazuja, iz uwalnianie ATP
Z komorek, zachodzi z wykorzystaniem kanatow btonowych tworzonych przez m.in. paneksyny
[211]. Zespot potwierdzit ekspresje paneksyny 1 w komoérkach biorgcych udziat w procesie
mobilizacji KKM oraz wykazal, iz stymulowane $rodkami mobilizujagcymi wydzielanie ATP,
odbywa sie z wykorzystaniem wiasnie tego biatka. Wykazano réwniez, iz egozgenne ATP,
podawane wraz ze standardowym s$rodkiem mobilizujacym znaczaco zwigksza poziom
mobilizacji KKM do krwi obwodowej [209]. Dane literaturowe wskazuja, iz dziatanie ATP na
aktywacje inflamasomu Nlrp3 zachodzi w wyniku przytaczenia do receptora P2X7 i jego
aktywacji [212]. Udziat P2X7 w tym procesie zostal potwierdzony z wykorzystaniem modelu
zwierzecego z defektem ekspresji receptora P2X7. Poddanie myszy standardowym protokotom
mobilizujagcym, wykorzystujacym G-CSF lub AMD3100 wykazato, iz stopien mobilizacji
KKM byt obnizony w stosunku do myszy typu dzikiego posiadajacych funkcjonalny receptor
P2X7. Analogiczne badania wykazaty przeciwstawne dziatanie Ado i receptorow P1 w procesie
mobilizacji KKM [210].

W kolejnych badaniach potwierdzono, iz w czasie farmakologicznej mobilizacji
srodkami G-CSF i AMD3100, aktywacja i udziat inflamasomu Nlrp3 jest ATP zalezny, co
dowodzi, ze sygnatowanie purynergiczne odgrywa wazng rol¢ w poczatkowym etapie
mobilizacji, kiedy uwalniany ATP aktywuje kompleks inflamasomu Nlrp3 w komorkach
wrodzonej odpowiedzi immunologicznej, m.in granulocytach i monocytach [146].

Znaczenie receptora P2X7 w efektywnej mobilizacji zostat rowniez potwierdzony w
badaniach klinicznych. Osrodek w Melbourne w Australii, zbadat ekspresj¢ receptora P2X7
oraz jego polimorfizm u allogenicznych dawcéw KKM poddawanych protokotowi mobilizacji
z wykorzystaniem G-CSF. Korelacja ilosci mobilizowanych KKM z ekspresja receptora P2X7
wykazala, ze ekspresja P2X7 wplywa na wydajnos¢ mobilizacji dawcow allo-KKM [213].

4.3.5. Rola sygnatowania purynergicznego w procesie wszczepiania si¢ KKM oraz

poprzeszczepowej odnowie hematologicznej

Wszczepianie si¢ KKM do szpiku jest zjawiskiem odwrotnym do procesu mobilizacji.
Jak wspomniano, dozylne podanie preparatu komorkowego poprzedzone jest terapia
mieloablacyjna, majaca na celu zniszczenie wszystkich komorek w niszach szpikowych biorcy.

Proces mieloablacji  prowadzi réowniez do indukcji tzw. sterylnego zapalenia szpiku.
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Sygnatowanie purynergiczne jest waznym elementem w procesie sterylnego zapalania w
zwiazku z czym przeprowadzane przez rozne grupy eksperymenty, wykazaly jego wazng role
W procesie wszczepianie i zasiedlanie szpiku przez KKM po przeszczepie.

Po dozylnym podaniu preparatu, komorki nakierowywane sg do szpiku zgodnie z
gradientem stezen czynnikow chemotaktycznych. Jak wspominano, powszechnie znanymi
chemoatraktantami dla KKM sg SDF-1, S1P oraz ATP [89]. Rola SDF-1 i S1P w procesie
wszczepiania KKM byla przedmiotem licznych badan, ktore wykazaty m.in, ze KKM wcigz
migruja, gdy zaburzone sg osie oddziatywania SDF-1 1 S1P z ich receptorami [214]. Sktonito
to badaczy to rozwazenia roli ATP w tym procesie i1 jak wykazano, ATP moze promowac proces
migracji KKM do szpiku. Badania udowodnity, iz zablokowanie kanatu paneksyny-1, ktorym
ATP transportowany jest na zewnatrz komorki, u myszy poddanych mieloablacji przed
przeszczepieniem KKM, powodowato obnizenie efektywnos$ci wszczepiania i zasiedlania
szpiku przez przeszczepiane komorki [215].

Jak wspomniano, terapia mieloablacyjna powoduje wzrost stezenia czynnikow
chemotaktycznych w mikrosrodowisku szpiku kostnego, stymulujacych proces migracji KKM
do niszy szpikowej. Proces mieloablacji prowadzi do powstania stanu tzw. sterylnego zapalenia
1 aktywacji kaskady dopetniacza. Wydzielane aktywne czasteczki C3a uwrazliwiajag wedrujace
KKM na SDF-1, natomiast wydzielana anafilatoksyna C5a wptywa na zwigkszenie ekspresji
czasteczek adhezyjnych komorek endotelialnych w szpiku kostnym [216]. Udowodniono
rOwniez, iz na proces wszczepiania si¢ I zasiedlania nisz szpikowych przez KKM, ma
prawidlowe funkcjonowanie uktadu purynergicznego w przeszczepianych komorkach.
Prowadzone badania wykazaty, iz ekspresja receptoréw P2X warunkuje prawidtowa migracje
KKM wzgledem ich ligandu, czyli ATP. Wykazano, 1z komorki myszy z defektem receptora
P2X7 charakteryzowata uposledzona migracja wzgledem glownych czynnikow
chemotaktycznych oraz, iz zastosowanie specyficznego inhibitora receptora P2X7 powodowat
zmniejszenie wydajno$ci procesu wszczepiania i zasiedlania szpiku, zardwno jesli ekspresja
receptora ulegala zmniejszeniu na przeszczepianych komorkach oraz w przypadku
zastosowania inhibitora u myszy otrzymujacych prawidtowe komorki [217].

Jak wiadomo, ATP po potaczeniu z odpowiednim receptorem P2X powoduje aktywacje
kompleksu inflamasomu Nlrp3, ktorego prawidlowe dziatanie rowniez zostalo udowodnione
jako niezbedne dla optymalnego procesu migracji 1 wszczepiania KKM. Prowadzone badania
wykazaty réwniez negatywng regulacje aktywacji inflamasomu Nlrp3 przez Ado.
Udowodniono m.in, iz zwigkszone stezenie Ado wpltywa na wzrost stezenia HO-1 bedacej

inhibitorem inflamasomu Nlrp3 [218].
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W zwigzku z powyzszym prawidlowe dzialanie osi sygnatowanie purynergiczne-
kompleks inflamasomu NIrp3-kaskada uktadu dopetniacza jest niezbedna w procesie migracji
KKM do szpiku i ich wszczepienia si¢. O$ dziatania i wspdlne zaleznoS$ci zostaly opisane na

Rycinach 61 7.

45



5. Cel pracy

Biorac pod uwage wyniki dotychczas przeprowadzonych badan okreslajacych role ATP w
uktadzie krwiono$nym i procesie krwiotworzenia oraz udziatu sygnatowania purynergicznego,
a przede wszystkim wykazang role receptora P2X7 w procesie farmakologicznej mobilizacji
KKM, zasiedlania szpiku oraz rekonstytucji hematologicznej po przeszczepie, celem pracy

byto:

e Ocenienie poziomu ekspresji pozostatych receptoroéw purynergicznych na ludzkich

oraz mysich KKM.

Po wstepnej analizie profilu ekspresji receptorow P2X, na podstawie uzyskanych
wynikow oraz z uwagi, iz receptor P2X1 wykazuje najwigkszg wrazliwo$¢ na
zewnatrzkomorkowy ATP a receptor P2X4 charakteryzuje najwigksza homologia z receptorem

P2X7, celem niniejszej rozprawy byto rowniez:

e Ocenienie roli receptorow purynergicznych P2X1 oraz P2X4 w procesie
farmakologicznej mobilizacji KKM z wykorzystaniem dostgpnych modeli
zwierzecych,

e Ocenienie roli receptorow purynergicznych P2X1 oraz P2X4 w procesie zasiedlania
szpiku oraz rekonstytucji hematologicznej po przeszczepie z wykorzystaniem
dostgpnych modeli zwierzgcych,

e Okreslenie mozliwych mechanizmoéow efektorowych zaleznych od prawidlowego

dziatania uktadu purynergicznego.
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6. Materialy i metody

6.1. Zwierzeta doswiadczalne

Eksperymenty z udziatem zwierzat zostaly przeprowadzone w Instytucie Komorki
Macierzystej na Stanowym Uniwersytecie w Louisville w Stanach Zjednoczonych (Stem Cell
Institute, University of Louisville) oraz w Laboratorium Medycyny Regeneracyjnej
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. W doswiadczeniach uzyto myszy typu dzikiego
(WT, ang. wild type) (C57BL/6) oraz szczepu z rekombinacjag homologiczng receptora P2X7
(P2X7 KO) (B6.129P2-P2rx7'™G) zakupionych w Laboratorium Jacksona (The Jackson
Laboratory, Bar Harbor, USA) i rozmnazanych w dedykowanych dla jednostek naukowych
zwierzetarniach. W eksperymentach wykorzystywano rowniez szczep z rekombinacja
homologiczng receptora P2X4 (P2X4 KO), ktory otrzymano dzigki uprzejmosci Profesora
Daryla L. Davisa z Uniwersytetu Poludniowej Kalifornii (University of Southern California,
Los Angeles, USA).

Dos$wiadczenia przeprowadzane byly na myszach 6-8 tygodniowych. Myszy, pod stalym
nadzorem zootechniczno-weterynaryjnym, hodowano w 12 godzinnym cyklu $wietlnym, z
zapewnionym statym dostgpem do wody 1 paszy. Wszystkie eksperymenty zostaly
przeprowadzone zgodnie z obowigzujagcymi normami 1 zatwierdzone przez odpowiednie
komisje (Zgoda Komisji Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC) dla prac
wykonywanych na Instytucie Komorki Macierzystej na Stanowym Uniwersytecie w Louisville:
IACUC 19617; zgoda II Lokalnej Komisji Etycznej do spraw doswiadczen na zwierzetach w
Warszawie: WAW2/124/2019, WAW?2/125/2019).

6.2. Wykorzystywane zwiqzki chemiczne oraz inhibitory

W doswiadczeniach wykorzystywano trzy specyficzne inhibitory wybranych receptorow
P2X. Standardowy protokot uzycia wygladal nastepujaco: inhibitor receptora P2X1 — NF 449
(Tocris, Bristol, UK) - substancj¢ rozpuszczono w DMSO, roztwory robocze w PBS, w
eksperymentach in vitro stosowano w stezeniu 10 uM, w procesie mobilizacji myszy Otrzymaty
tacznie 4 dawki inhibitora (10 mg/kg/dawka, dootrzewnowo), w eksperymentach okreslajacych
wydajnos¢ wszczepiania si¢ KKM — 5 dawek, zasiedlania niszy szpikowej — 8 dawek, w

przypadku oceny odnowy hematologicznej, tacznie 10 dawek; inhibitor receptora P2X4 — PSB

47


https://en.wikipedia.org/wiki/Institutional_Animal_Care_and_Use_Committee
https://en.wikipedia.org/wiki/Institutional_Animal_Care_and_Use_Committee

12054 (Aobious, Gloucester, USA) — substancj¢ rozpuszczono w DMSO, roztwory robocze w
PBS, w eksperymentach in vitro stosowano w st¢zeniu 10 uM, w do$wiadczeniach in vivo
podawano 3 mg/kg masy ciata, dootrzewnowo, w takim samym schemacie jak inhibitor NF
449; inhibitor receptora P2X7 - A438079 (Tocris, Bristol, UK) — substancj¢ rozpuszczono w
DMSO, roztwory robocze w PBS, w eksperymentach in vitro stosowano 10 uM, in vivo 8
mg/kg masy ciata, dootrzewnowo, schemat jak wyzej. Schematy stosowania poszczegolnych

inhibitoréw przedstawiono w Tabeli 1.

Tabela 1. Schemat stosowania inhibitoréw receptorow P2X1, P2X4, P2X7 w badaniach in vitro i
in vivo.

Rodzaj inhibitora

P2X1 - NF 449 P2X4 — PSB 12054 P2X7 - A438079
Togé Wielko_s’é Tlodé Wielkqéé Ilosé Wielko_éé

Rodzaj eksperymentu dawek S?SZVZI;'I/G dawek S(:gz\"g;'l/e SZ\ZN;IYC S?qazvll:l'lle
Eksperymenty in vitro 1 10 pM 1 10 uM 1 10 uM
Farmakologiczna | G-CSF 4 10 mg/kg 4 3 mg/kg 4 8mg/kg
mobilizacja AMD3100 4 10 mg/kg 4 3 mg/kg 4 8mg/kg
Wszczepianie sig KKM 5 10 mg/kg 5 3 mg/kg 5 8mg/kg
Zasiedlanie niszy szpikowej 8 10 mg/kg 8 3 mg/kg 8 8mg/kg
Odnowa hematologiczna 10 10 mg/kg 10 3 mg/kg 10 8mg/kg

6.3. Farmakologiczna mobilizacja z wykorzystaniem G-CSF

W procesie mobilizacji KKM wykorzystywano rekombinowany metionylowany ludzki
czynnik pobudzajacy tworzenie kolonii granulocytow — G-CSF. W dos$wiadczeniach myszy
nastrzykiwano podskornie przez okres 3 dni, komercyjnie dostepny lekiem Neupogen
(Filgrastym, Amgen, Thousand Oaks, USA). Podawana dawka kazdorazowo wynosita 150
pg/kg masy ciata myszy. Grupy kontrolne nastrzykiwano roztworem PBS. Myszy szczepiono
w godzinach porannych, 6 godzin po ostatniej dawce G-CSF oceniono efektywno$¢ procesu

mobilizacji.
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6.4. Farmakologiczna mobilizacja z wykorzystaniem AMD3100

Mobilizacje KKM przeprowadzono za pomoca czynnika AMD3100 (Plerixafor) (Sigma
Aldrich, St. Louis, USA). Myszy, w godzinach porannych, zostaty nastrzykniete dootrzewnowo
dawkg AMD3100 wynoszgcg 5 mg/kg masy ciala myszy. Grupy kontrolne nastrzykiwano
roztworem PBS. Po 1 godzinie od podania AMD3100 oceniono efektywno$¢ procesu

mobilizacji.

6.5. Ocena efektywnosci procesu mobilizacji

Na ocene efektywno$ci mobilizacji sktadato si¢ okreslenie warto$ci parametrow: ilos¢
WBC, ilo$¢ komorek SKL (Scal*c-Kit"Lin") oraz ilo$ci kolonii progenitorowych szeregu CFU-
GM.

W celu okreslenia parametru WBC, pobierano krew z zyly zagatkowej do pokrytych EDTA
(kwas etylenodiaminotetraoctowy) probowek. Analizy dokonywano wykorzystujac analizator
hematologiczny Exigo H400 (Boule Diagnostics, Spanga, Szwecja) bezposrednio po pobraniu.

Nastgpnie myszy poddawano eutanazji i pobierano krew obwodowa z zyty glownej. Krew
pobierano do strzykawek z antykoagulantem (50-100 ul, 5 uM EDTA), nastgpnie zawieszano
w hypotonicznym roztworze buforu lizujagcego krwinki czerwone (Lysis Buffer, BD
Biosciences, San Jose, USA). Po 10 minutach komoérki odwirowywano i poddawano ponowne;j
lizie. Komorki odptukiwano, nastgpnie tak otrzymane jednojadrzaste komorki - monokariocyty
(MKC) analizowano przy uzyciu cytometru przeptywowego (FACSVerse lub LSRII, BD
Biosciences, San Jose, USA) okreslajac ilosci komorek SKL oraz oceniano liczbe jednostek
tworzacych kolonie CFU-GM w tescie potencjatu klonogennego progenitorow szeregu CFU-
GM.

6.6. Analiza cytometryczna — oznaczanie komorek SKL

Otrzymywane MKC plukano dwukrotnie w medium RMPI 1640 (Corning Inc, Corning,
USA) zawierajagcym 2% ptodowa surowice bydleca (FBS, ang. fetal bovine serum, Corning Inc,
Corning, USA). Nastepnie barwiono mieszaning przeciwcial umozliwiajaca oznaczenie
populacji komorek o fenotypie Scal’c-Kit'Lin". Uzywano nastgpujacych przeciwcial: anty-

CD117 (c-Kit) (klon 2B8, skoniugowane z izotiocyjaninem fluoresceiny — FITC, BioLegend,
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San Diego, USA), anty-Ly-6A/E (Scal) (klon E13-161.7, skoniugowane z fikoerytryna-
cyjaning 5 — PE-Cy5, BD Biosciences, San Jose, USA) oraz mieszaning przeciwciat
skierowanych przeciwko markerom linowym (wszystkie skoniugowane z fikoerytryng — PE,
BD Biosciences, San Jose, USA): anty-CD45R/B220 (klon RA3-6B2), anty-Grl (klon RB6-
8C5), anty-CD11b (klon M1/70), anty-receptor p komorek T (klon H57-597), anty-receptor yo
komorek T (klon GL3), anty-Terl19 (klon TER-119). Komoérki barwiono przez 30 min, na
lodzie i w ciemnosci, nastgpnie odptukiwano, zawieszano w medium RMPI 1640 z 2% FBS i
analizowano z wykorzystaniem cytometru LSRII lub FASCVerse (BD Biosciences, San Jose,
USA). Bramkowane ilosci komodrek SKL przeliczano na podstawie ogolnej ilosci
bramkowanych komorek (bramka wykluczajaca ptytki krwi, martwe fragmenty komorek) oraz

uzyskiwane wartosci WBC.

6.7. Test potencjatu klonogennego progenitoréw szeregu CFU-GM

Testy klonegennosci wykorzystywano w kilku réznych eksperymentach, m.in. w ocenie
stopnia mobilizacji, chemotaksji czy okreslaniu wydajnosci przeszczepdéw krwiotworczych. W
zalezno$ci od eksperymentu, w tescie okreslano potencjat klonogenny progenitrow dla szeregu
CFU-GM, dla komorek izolowanych z krwi badz szpiku kostnego. Ogodlne zasady
przeprowadzenia testu zakladaly: zawieszanie komorek (w procesie farmakologicznej
mobilizacji ilo$¢ wysiewanych komérek wynosita 1 x 10°%; w analizie procesu wszczepiania
wysiewano wszystkie komorki izolowane z jednej kosci udowej; W analizie wydajnosci
zasiedlania nisz szpikowych, wysiewano komorki izolowane z dwoéch kosci udowych; w
eksperymencie chemotaksji wysiewano wszystkie zbierane komorki) w medium wraz z
metylocelulozag (R&D Systems, Minneapolis, USA). Medium wzbogacano w L-glutamine,
antybiotyki (1% penicylina/streptomycyna) (Corning Inc, Corning, USA) oraz czynniki
wzrostowe: interleuking 3 (IL-3, 10 ng/ml) (PeproTech, Rocky Hill, USA) i GM-CSF
(25 ng/ml) (PeproTech, Rocky Hill, USA).

6.8. Ocena wydajnosci procesu wszczepiania sie¢ KKM do niszy szpikowej

W odpowiednich uktadach eksperymentalnych, myszy napromieniano letalng dawka

promieniowania gamma (950 cGy). Po napromienieniu myszy otrzymywaty wode z dodatkiem
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antybiotykéw (1% penicylina/streptomycyna, Corning Inc, Corning, USA) oraz wilgotna,
rozdrobniong pasz¢ zwierzeca. 24 godziny po napromienieniu, do zyly ogonowe;j,
wstrzykiwano zawiesing izolowanych bezposrednio przed eksperymentem komoérek MKC.
Wstrzykiwano komérki uprzednio wybarwiano zielonym markerem fluorescencji za pomoca
zestawu PKH67 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) wedtlug zalecen producenta. Minimalna
ilos¢ przeszczepianych komorek wynosita 5 x 10°. Po 24 godzinach od przeszczepu, myszy
poddano eutanazji. Izolowano kosci udowe z ktorych wyptukiwano komorki z nisz szpikowych.
Uzyskang zawiesing wirowano, a nastgpnie zawieszano w roztworze lizujacym (Lysis Buffer,
BD Biosciences, San Jose, USA). Po 10 minutach komoérki odwirowywano. Czg$¢ uzyskanych
komorek byta wysiewana w tescie klonogennosci szeregu CFU-GM jak opisano powyzej (6.7).
Pozostale komorki analizowano przy uzyciu cytometru przeptywowowego, gdzie zliczano

komorki wybarwione PKH67 okreslajac procent komorek, ktore uleglty wszczepieniu.

6.9. Ocena wydajnosci procesu zasiedlania niszy szpikowej przez KKM

W odpowiednich uktadach eksperymentalnych, myszy napromieniano letalng dawka
promieniowania gamma (950 cGy). Po napromienieniu myszy otrzymywaly wod¢ z dodatkiem
antybiotykéw (1% penicylina/streptomycyna; Corning Inc, Corning, USA) oraz wilgotna,
rozdrobniong pasze zwierzeca. 24 godziny po napromienieniu, do zyly ogonowej,
wstrzykiwano zawiesing izolowanych bezposrednio przed eksperymentem MKC w ilosci
2,0 x 10°.

W dwunastym dniu po przeszczepie, zwierzeta poddawano eutanazji, a nastgpnie pobierano
ko$ci udowe oraz $ledziony. Wyptukiwano komoérki z kosci udowych, odwirowywano, po
czym lizowano erytrocyty w buforze lizujagcym (Lysis Buffer, BD Biosciences, San Jose, USA).
Uzyskiwane komorki wysiewano w tescie klonogennosci CFU-GM (6.7). W pobranych
$ledzionach analizowano ilo$¢ jednostek tworzacych kolonie $ledzionowe (CFU-S, ang. spleen
colony forming unit). Sledziony utrwalano z wykorzystaniem odczynnika Fekete (o sktadzie:
kwas octowy, formalina, etanol), ktérego zastosowanie uwidacznialo kolonie $ledzionowe,

ktore nastepnie zliczano.
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6.10. Ocena skutecznosci procesu odnowy uktadu krwiotworczego

W odpowiednich uktadach eksperymentalnych, myszy napromieniano letalng dawka
promieniowania gamma (950 cGy). Po napromienieniu zwierzgta otrzymywalty wodg z
dodatkiem antybiotykow (1% penicylina/streptomycyna; Corning Inc, Corning, USA) oraz
wilgotng, rozdrobniong pasz¢. 24 godziny po napromienieniu, do zyty ogonowej, wstrzykiwano
zawiesine izolowanych bezposrednio przed eksperymentem komérek MKC w ilosci 0,75 x 10°.
Przed napromienieniem (dzien 0) oraz w dniu 3, 7, 14, 21 i 28 po przeszczepie, pobierano
niewielkg ilos¢ krwi obwodowej ze splotu zylnego zagatkowego, po czym oznaczano
parametry krwi, tj. ilos¢ WBC oraz ptytek krwi (PLT, ang. platelets) przy wykorzystaniu
weterynaryjnego analizatora hematologicznego Exigo H400 (Boule Diagnostics, Spanga,

Szwecja).

6.11. Test chemotaktyczny

W eksperymentach oceniajacych proces migracji KKM wykorzystywano nastepujace
czynniki chemotaktyczne: 100 ng/ml SDF-1 (Pepro Tech, Rocky Hill, USA), 10 uM ATP
(Sigma Aldrich, Saint Louis, USA), 0,1 uM S1P (Cayman Chemical Company, Ann Arbor,
USA), 100 uM ceramido-1-fosforan (C1P, ang. ceramide-1-phosphate) (Sigma-Aldrich, Saint
Louis, USA). MKC izolowano ze szpiku kostnego, nastgpnie inkubowano w medium RPMI
1640 z 0,5% zawartoscig albuminy surowicy bydlecej (BSA, ang. bovine serum albumine).
Proces chemotaksji oceniano metode filtrowa z wykorzystaniem komory Boydena. Komorki w
ilosci 1 x 10° nanoszono na inserty ptytkowe z filtrem miliporowym 0 wielkoéé pora
wynoszacej 5 um, nast¢pnie inserty umieszczano w ptytce 24-dotkowej (Costar Corning,
Corning, USA), zawierajacej roztwory odpowiednich czynnikéw chemotaktycznych lub
0,5% BSA RPMI 1640. Ptytki z insertami inkubowano przez 3 godziny (atmosfera 5% COz,
temperatura 37°C). Komorki, ktore aktywnie przeszty przez pory insertu do dotka, zbierano i

wysiewano w te$cie potencjatu klonogennego CFU-GM (6.7).
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6.12. Analiza procesu migracji KKM

Szalki ze szklanym dnem o $rednicy 10 mm (FluoroDish, World Precision Instruments,
Sarasota, USA) pokryto fibronektyng (40 ug/ml, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Komorki
zawieszono w medium RPMI 1640 z 0,5% BSA (kontrola). Komoérki inkubowano z SDF-1
(100 ng/ml), ATP (10 uM) lub ATP i PSB 12054 (10 uM) przez 30 min w 37°C i atmosferze
5% COz. Droga migracji (dtugos¢ i szybkos$¢) zostata zmierzona z wykorzystaniem mikroskopu
konfokalnego Olympus FluoView1000 (Olympus, Tokio, Japonia) w 20 krotnym
powiekszeniu. Sciezki migracji zostaty wyznaczone w programie ImageJ (MTrack; National
Institutes of Health, Bethesda, USA) na podstawie 80 obrazéw zapisywanych w 45
sekundowych odstepach.

6.13. Test adhezji

96-dotkowa ptytke pokryto fibronektyng (10 pg/ml, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA),
nastepnie plytke inkubowano w medium RPMI 1640 z 0,5% BSA. Podczas inkubacji ptytki,
wyizolowano MKC ze szpiku kostnego myszy typu dzikiego. Wyizolowane komorki
inkubowano przez 3 godz. w 37°C i 5% CO> w medium RPMI 1640 z 0,5% BSA. Nastepnie,
do komérek dodano inhibitor NF 449 (10 uM) i inkubowano przez 1 godz. w 37°C i 5% CO».
Po czasie inkubacji, komorki wysiano na przygotowang ptytke. Po 5 min inkubacji, komorki,
ktore nie ulegly adhezji zostaly odptukane. Nastepnie ilo$¢ przytaczonych komorek zostata
zliczona z wykorzystaniem odwroconego mikroskopu $wietlnego (FV1000, Olympus,

Japonia).

6.14. Reakcja taricuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym - Real-time PCR

Calkowite RNA zostato wyizolowane z mysich 1 ludzkich MKC 1 KKM z wykorzystaniem
zestawu RNeasy Mini kit (Qiagen Inc., Hilden, Niemcy). Nastepnie zmierzono stgzenie RNA
oraz okre$lono warto$ci parametrow $wiadczacych o czystosci otrzymanego materiatu. 100 ng
RNA zostato przepisane w reakcji odwrotnej transkrypcji (zestaw iScript reverse transcriptase;

Bio-Rad, Hercules, USA). Ekspresje genow okreslano w reakcji wykorzystujacej SYBR Green
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- zwigzek fluorescencyjny interkalujacy z dwuniciowym DNA oraz specyficzne startery
wymienione w Tabeli 2.

Reakcje prowadzono w nastepujacych parametrach: preinkubacja (1 cykl: 95°C, 30 sek),
amplifikacja (40 cykli: 95°C, 5 sek i 60°C, 15 sek) + analiza krzywej topnienia. Otrzymane
wartosci Ct (cykl o progowej wartosci fluorescencji) zostaly wykorzystane do obliczenia
relatywnej ekspresji genow z wykorzystaniem metody delta-delta. Poziom ekspresji zostat
znormalizowany wzgledem genu referencyjnego B-2 mikroglobuliny. W do$wiadczeniach
okreslajacych poziom ekspresji receptorow P2X, jako kontrole przyjeto geny charakteryzujace
si¢ najnizszg ekspresja. Dodatkowo, produkty reakcji Real-time PCR zostalty rozdzielone w

2% zelu agarozowym i poddane wizualizacji w aparacie Chemi Doc (Bio-Rad, Hercules, USA).

Tabela 2. Startery wykorzystywane w reakcjach Real-time PCR.

Sekwencje starterow mysich

Gen Starter “Forward” Starter “Reverse”
P2X1 |CCAGACCTCAAGTGGCCTTATCAGC CTGGGAAGACATAGTCAGCCACGTC
P2X2 |GGCAACATTGCAAGCCAGAAGAGTG CTGTGAAGTTCTCTCCTGCTTGCTCTAC
P2X3 |TTCTTGCACGAGAAGGCCTACCAAG CATCCATGACTCTGTTGGCATAGCGT
P2X4 |CATTTATAATGCGCGGACGGATCCC CTCCACTGCCATCTCCTGAAAGCTG
P2X5 |GGCGGTGTGATAGGAATCCACATTGAAT [CCCAGAGGAGATGGATTGTGTGTGTTTG
P2X6 |GTGGGCCCTCTTGGCCAAAAAAG GTGATGGCTTCACAAAGTCAGCCAC

P2X7 |CAGTATGAGACAAACAAAGTCACCCGGA [ATGTAGGAAAAGACGATCATGTGCAAGACC

B-2MG |TGCTGCTTGTCTCACTGAC GGATTTCAATGTGAGGCGG
Sekwencje starterow ludzkich
Gen Starter “Forward” Starter “Reverse”
P2X1 |GGTGGAGTGGTTGGCATCACCA CTGAAGTTGAAGCCTGGGGAGAGATTTTTC

P2X2 |GTGGAAATGAAAGACATCATCGTGCTGGT [AGGCCCAGGAGGAATCTGAATGGG

P2X3 [GGTTTTCTTGCACGAGAAGGCTTACCA  |[TGAGGTGGCGTCACGTAATCAGACA

P2X4 |GTGGGTGTTTGTGTGGGAAAAGGG CTGAGCTGGTATCACATAATCCGCCA

P2X5 |ACACCTCCCTGCAGAGTGCTGT TTGGGGGTCACAATCAGGTTGGTGA

P2X6 |AGGCCAGTGTGTGGTGTTCA TCTCCACGGGGCACCAACTC

P2X7 |CTTTGCTCTGGTGAGTGACAAGCTGT CTGCAAAGGGAAGGTGTAGTCTGCG
B-2MG |TGACTTTGTCACAGCCCAAGATA AATGCGGCATCTTCAAACCT

54



6.15. I1zolacja mysich oraz ludzkich KKM

Ludzkie MKC oraz KKM wyizolowano z krwi pepowinowej. Doswiadczenia 2z
wykorzystaniem materialu izolowanego w ramach wspolpracy z 1 Katedrg i Klinikg
Potoznictwa i Ginekologii Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, na podstawie zgody
Komisji Bioetycznej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego (KB/3/2018). Krew
rozcienczano W PBS i wirowano w niecigglym gradiencie odczynnika Ficoll (Ficoll-Paqu
PLUS, Cytiva, Marlborough, USA) o gestosci d=1.077 g/ml, przy 400 g i w temp. 4°C.
Nastepnie komorki z warstwy limfocytarno/monocytarnej (o wygladzie tzw. kozuszka)
przenoszono do nowych probowek. Frakcja ta w dalszych oznaczenia nazywana byta MKC.
Nastgpnie, otrzymane komorki barwiono koktajlem przeciwciat liniowych: anty-CD235a (klon
GA-R2 [HIR2]), anty-CD2 (klon RPA-2.10), anty-CD3 (klon UCHT1), anty-CD14 (klon
M5E?2), anty-CD16 (klon 3G8), anty-CD19 (klon, HIB19), anty-CD24 (klon ML5), anty-CD56
(klon NCAM16.2) i anty-CD66b (klon G10F5) (BD Biosciences, San Jose, USA)
skoniugowanych z FITC; anty-CD45 (klon HI30, BioLegend, San Diego, USA)
skoniugowanym z fikoerytryna-cyjaning 7 (PE-Cy7) oraz anty-CD34 (klon 581, BioLegend,
San Diego, USA) skoniugowaneym z PE. Komorki barwiono przez 30 min na lodzie, nastepnie
izolowano komoérki KKM o fenotypie Lin"CD45°CD34" z wykorzystaniem sortera
komoérkowego MoFlo Astrios EQ (Beckman Coulter, Brea, USA).

Mysie komorki szpikowe izolowano poprzez wyptukania jam szpikowych kosci udowych
i piszczelowych. Otrzymang zawiesing komorkowa lizowano w hypotonicznym buforze do lizy
(Lysis Buffer, BD Biosciences, San Jose, USA). Otrzymane MKC barwiono mieszaning
przeciwcial skierowanych przeciwko markerom linowym (wszystkie skoniugowane PE, BD
Biosciences, San Jose, USA): anty-CD45R/B220 (klon RA3-6B2), anty-Grl (klon RB6-8C5),
anty-CD11b (klon M1/70), anty-receptor P komorek T (klon H57-597), anty-receptor
vd komorek T (klon GL3), anty-Ter119 (klon TER-119) oraz przeciwcialami anty-CD45 (klon
HI30, BD Biosciences, San Jose, USA) skoniugowane z PE-Cy7 oraz anty-Scal (klon E13-
161.7, BioLegend, San Diego, USA) skoniugowane z allofikocyjaning (APC). Komorki
barwiono przez 30 min na lodzie, nastgpnie izolowano komoérki KKM o fenotypie Lin
Scal*CD45" z wykorzystaniem sortera komorkowego MoFlo Astrios EQ (Beckman Coulter,
Brea, USA).
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6.16. Test aktywacji inflamasomu Nlrp3

Poziom aktywacji inflamasomu Nlrp3 zostal zmierzony z wykorzystaniem komercyjnie
dostepnego zestawu Caspase-Glo® 1 Inflammasome Assay (Promega, Madison, USA). Zestaw
ten, wykorzystujac zjawisko bioluminescencji pozwala na wykonanie pomiaru aktywnoS$ci
kaspazy 1. Test wykonano zgodnie z zaleceniami producenta. Wyizolowano komoérki SKL
(Scal*c-Kit*Lin") ze szpiku myszy typu dzikiego. Nastepnie, komérki w iloéci 5 x 10% wysiano
na ptytce 96-dotkowej. Do komorek kontrolnych, traktowanych 10 uM ATP oraz traktowanych
10 uM ATP wraz z 10 puM NF 449 dodano substrat z zestawu producenta. Substrat ten
potaczony jest z biatkiem aminolucyferyny, ktore zostaje uwolnione po proteolitycznym
rozkladzie substratu przez kaspaze 1. Aminolucyferyna jest substratem dla znajdujacej si¢ w
zestawie termostabilnej lucyferazy. Nastepujacej reakcji rozkladu towarzyszy wydzielanie
Swiatla. Otrzymany sygnat luminescencyjny jest stabilny i proporcjonalny do aktywnosci
kaspazy 1. Intensywno$¢ luminescencji byta mierzona za pomocg aparatu GloMax 9301 Multi

Detection System (Promega, Madison, USA) 90 min po dodaniu odczynnikow.

6.17. Analiza statystyczna

Istotno§¢  statystyczna otrzymywanych wynikow, w zaleznosci od ukladu
eksperymentalnego, zostata obliczona na podstawie analizy wariancji ANOVA lub w oparciu

0 niesparowany test-t z wykorzystaniem narzedzi programu GraphPad (GraphPad Software

Inc.). Otrzymywane wartosci dla p < 0,05 uznano za istotne statystycznie.
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7. Wyniki
7.1. Ocena ekspresji receptorow P2X na mysich i ludzkich KKM

W pierwszym etapie prowadzonych doswiadczen potwierdzono ekspresje receptorow P2X
na mysich 1 ludzkich KKM. Analiza ekspresji receptorow wykazata, iz wszystkie receptory
P2X ulegajg ekspresji zardéwno na ludzkich (Rycina 8A), jak i mysich (Rycina 8B) MKC oraz
komoérkach KKM o fenotypie Lin'Scal*CD45" (mysie) oraz Lin"CD34"CD45" (ludzkie).
Analiza PCR w czasie rzeczywistym wykazala, iz ludzkie KKM posiadaja wyzsza ekspresje

receptorow P2X1, P2X4 1 P2X7 w poréwnaniu do MKC.
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Rycina 8. Poziom ekspresji receptoréow P2X na ludzkich oraz mysich KKM. Ekspresja receptoréw
P2X1-P2X7 na ludzkich (Panel A) i mysich (Panel B) KKM oraz MKC zostala okre$lona w reakcji
Real-time PCR. Relatywny poziom ekspresji mRNA dla P2X1-P2X7 wyznaczano, na mysich KKM
izolowanych ze szpiku kostnego wzgledem MKC oraz ludzkich KKM wzgledem MKC izolowanych z
krwi pepowinowej. Wyniki znormalizowano wzgledem P2-mikroglobuliny. Dane przedstawiajg
usrednione wyniki z czterech niezaleznych eksperymentow. Dodatkowo, otrzymywane produkty reakcji
Real-time PCR rozdzielano w 2% zelu agarozowym i zobrazowano. Przedstawiono reprezentatywny
wynik.



7.2. Ocena roli receptora P2X4 w procesie farmakologicznej mobilizacji KKM i odnowie

hematologicznej po przeszczepie

Dane literaturowe oraz wyniki wlasnych doswiadczen okreslajagcych rolg receptora
P2X7 w procesie mobilizacji i migracji KKM wykazaty, iz brak lub obnizenie ekspresji tego
receptora negatywnie wpltywa na wymienione procesy. Przeprowadzona analiza ekspresji
receptorow P2X, na mysich oraz ludzkich komorkach KKM, wykazata natomiast, iz receptor
P2X4 charakteryzuje najwyzszy poziom relatywnej ekspresji. Receptor ten, posiada bardzo
wysokie podobienstwo sekwencji kodujacych z receptorem P2X7. Dodatkowo, receptor P2X4
jest 1000 razy bardziej wrazliwy na dziatanie ATP w poréwnaniu do receptora P2X7, dlatego
w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej, postanowiono okresli¢ role receptora P2X4 w

procesie farmakologicznej mobilizacji i odnowie hematologicznej po przeszczepie.

7.2.1. Okreslenie roli receptora P2X4 w procesie migracji KKM

W pierwszej kolejnosci okreslono czy brak ekspresji receptora P2X4 wptywa na potencjat
migracyjny mysich komorek jednojadrzastych szpiku kostnego. W tescie chemotaks;ji, ktorego
wyniki przedstawiono na Rycinie 9, wykazano, iz komorki z rekombinacja homologiczng
receptora P2X4 (P2X4 KO) charakteryzuja si¢ obnizong zdolnos$cia migracji wzgledem
gradientu badanych czynnikéw chemotaktycznych, w porownaniu do komorek pochodzacych
ze szpiku kostnego myszy typu WT. Migrujace komorki poddano analizie oceniajgcej potencjat
klonogenny, otrzymujac nast¢pujace ilosci kolonii dla szeregu CFU-GM: migracja wzgledem
SDF-1: WT 60 (£7,87), P2X4 KO 42,50 (+5,07); wzgledem S1P: WT 27 (+4,40), P2X4 KO
15 (£2,58); wzgledem ATP: WT 24,50 (£3,87), P2X4 KO 14,5 (£3,51). Uzyskane rdznice byly
istotne statystycznie (kolejno: p=0,009, p=0,003, p=0,008). Ilos¢ kolonii uzyskanych w
wariancie kontrolnym, bez zastosowania czynnika chemotaktycznego, byla taka sama dla

komorek izolowanych z myszy WT i P2X4 KO.
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Rycina 9. Wplyw receptora P2X4 na migracje mysich komorek jednojgdrzastych szpiku kostnego
wzgledem czynnikéw chemotaktycznych. 1zolowano komorki jednojadrzaste szpiku kostnego myszy
WT oraz P2X4 KO. Komérki inkubowano w medium pozbawionym surowicy, nastepnie umieszczona
w komorach Boydena w gradiencie czynnikow chemotaktycznych. Komorki, ktore aktywnie migrowaty
przez pory komory o $rednicy 5 um wysiano w tescie klonogennym, gdzie po 7 dniach zliczono ilo$¢
kolonii dla szeregu CFU-GM. Wyniki przedstawiaja $rednie wraz z odchyleniem standardowym dla
warto$ci uzyskanych w dwoch niezaleznych eksperymentach. **p< 0,01.

W kolejnym do$wiadczeniu okreslono wpltyw zahamowania ekspresji receptora P2X4
na dynamike migracji komorek w obecnosci czynnikéw chemotaktycznych (Rycina 10). Za
pomoca mikroskopii konfokalnej oraz programu MTrack (Imagel; National Institutes of
Health, Bethesda, USA), okreslono kierunki ruchow oraz wyliczono odleglosci przebyte przez
komorki (Rycina 10A). Jak przedstawiono na Rycinie 10B, komoérki kontrolne, zachowuja
wzglednie stale pozycje, nie wykazujaC aktywnego przemieszczania si¢, natomiast dodanie
czynnikéw chemotaktycznych, takich jak SDF-1 i ATP, powoduje aktywne przemieszczanie
si¢ komorek. Wedlug uzyskanych wynikow, ogolna srednia dtugo$¢ migracji wzglegdem SDF-
1 wyniosta 28 pm, natomiast wzgledem gradientu ATP uzyskany wynik wyniost 70 um.
Jednoczesne zastosowania ATP oraz PSB 12054, (swoistego inhibitora receptora P2X4)
wptyneto na obnizenia zdolno$ci migracyjnych komorek i istotne statystycznie skrdcenia
$redniej odlegtosci pokonywanych przez komoérki do 38 um. Pomiary szybkos$ci ruchu komorek

wykazaly, iz obecno$¢ inhibitora receptora P2X4 znaczaca wplyneta na dynamike migracji
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komorek wzgledem ATP (obnizenie $redniej predkosci z 0,026 um/s do 0,012 um/s (Figura
10C).
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Rycina 10. Wplyw receptora P2X4 na aktywnos¢ migracyjng jednojgdrzastych komorek izolowanych
ze szpiku kostnego. Komorki wyizolowane ze szpiku kostnego myszy typu WT inkubowano w medium
RPMI 1640 z 0,5% BSA (CTRL) lub w medium z czynnikiem chemotaktycznym (SDF-1 lub ATP) lub
czynnikiem chemotaktycznym i inhibitorem receptora P2X4 (ATP + PSB 12054). Ruchy komoérek
nagrywano przez 60 minut, po czym wyznaczano predkos¢ i dlugos¢ przemieszczenia (Panel A).
Przedstawiono reprezentatywny obraz. Na podstawie 2 niezaleznych eksperymentow wyliczono Srednig
dhugos¢ drogi komoérek w poszczegdlnych warunkach oraz predkosé¢ ruchéw (Panel B i C).
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7.2.2. Okreslenie roli receptora P2X4 w procesie farmakologicznej mobilizacji KKM

Przedstawione wyniki wykazaly, iz brak funkcjonalnego receptora P2X4 wplywa na
obnizenie odpowiedzi chemotaktycznej mysich komoérek szpikowych in vitro. W kolejnych
etapach oceniono, czy brak ekspresji receptora P2X4 wptywanie na efektywno$¢ migracji
KKM z niszy szpikowej do krwi obwodowej w procesie farmakologicznej mobilizacji.

Przeprowadzono eksperymenty farmakologicznej mobilizacji z wykorzystaniem czynnika
stymulujgcego tworzenie kolonii granulocytoéw (G-CSF) (Rycina 11) oraz swoistego
antagonisty receptora CXCR4 (AMD3100) (Rycina 12). W doswiadczeniach tych oceniono
ilo$¢ izolowanych z krwi obwodowej (PB, ang. peripheral blood) WBC, KKM o fenotypie
Scal’c-Kit'Lin" (SKL) oraz jednostek tworzacych kolonie dla szeregu CFU-GM w teScie
klonnogennosci.

Uklad doswiadczalny zaktadat ocenienie zjawiska mobilizacji w grupie kontroli
negatywnej, przy nieobecnosci czynnika indukujgcego mobilizacje, w ktorej myszy
nastrzykiwane byly roztworem PBS, grupie kontroli pozytywnej, w ktorej myszy WT
otrzymywaly czynnik indukujgcy mobilizacje oraz w grupie eksperymentalnej docelowej, ktora
stanowity myszy WT, ktorym uprzednio oraz w trakcie trwania do$wiadczenia podawano
inhibitor receptora P2X4 — PSB 12054 wraz z czynnikiem mobilizujacym.

Uzyskane wyniki mobilizacji z wykorzystaniem czynnika G-CSF przedstawiono na
Rycinie 11. Jak wykazano, myszy, ktorym podawano $rodek mobilizujacy wraz z inhibitorem
receptora P2X4 wykazaly obnizong wydajnos¢ farmakologicznej mobilizacji. Srednia wartosé
WBC wyniosta 11,54 tys/ul PB (+1,60), co stanowito 75% S$redniej wartosci WBC uzyskane;j
dla myszy, ktory otrzymywaly jednie G-CSF (15,54 tys/ul PB, +1,71) (p=0,002). Warto$¢ SKL
(1los¢ komorek SKL przeliczona wzgledem WBC) dla grupy G-CSF wyniosta 2,69 (+0,97),
natomiast w grupie G-CSF + PSB 12054 1,03 (£0,50) (p=0,008). Réznice w $redniej iloscCi
kolonii dla szeregu CFU-GM byly statystycznie istotne, a wartosci uzyskane po przeliczeniu
ilosci kolonii CFU-GM wzgledem wartosci WBC wyniosty odpowiednio: 9,09 (£1,46) dla
grupy G-CSF oraz 2,08 (£0,28) dla grupy G-CSF + PSB 12054 (p<0,0001).

61



T
251 4.5 3 14-
- *K 3
= ok S 4.0 Z 4o s ek
3 20 D a s ] [ —
o S 3.5 ® t
3 ® = ¢ g 10-
=) &
E [=] 30' _l
©o 154 E 25 ;_L 8
S ) 5
b4
= 104 12.0— g 6+
=3 3 x
S < 1.5 o =
X 7)) 4
o ot S 1.0 ?
2 5 g %’ 2
= 85 ¥ U o 27 =
0 T T T 0.0 T T T ﬁ 0-—m—|_|—
N < & £ 3 3 & 3 %
o @ ,06’ o pfo p"a - o pa &
& o & & o & & o
x “x x ny x b‘x
S & s & ¢
0’\ @'\ @\
)(Q6 XQ% qu
$ $ $

Rycina 11. Wplyw zahamowania ekspresji receptora P2X4 na indukowang poprze; G-CSF
farmakologiczng mobilizacje KKM. Efektywno$¢ mobilizacji zostata okre§lona poprzez oceng
parametréw WBC oraz iloSci KKM o fenotypie SKL (Scal*c-Kit™Lin") i progenitoréw kolonii Szeregu
CFU-GM izolowanych z krwi obwodowej. Myszom typu WT w okresie 3 dni nastrzykiwano trzykrotnie
PBS — grupa kontrolna WT Ctrl, czynnik mobilizujacy G-CSF — grupa WT + G-CSF oraz czynnik
mobilizujacy G-CSF z jednoczesnym podawaniem inhibitora PSB12054 — grupa WT + G-CSF +
PSB12054. Eksperyment przeprowadzono dwukrotnie, liczba zwierzat w grupie kazdorazowo wynosita
3. **p< 0,01; **** p< 0,0001.

Na Rycinie 12 przedstawiono wyniki farmakologicznej mobilizacji z wykorzystaniem
czynnika AMD3100. W doswiadczeniu, wykazano znaczace obnizenie wydajnosci mobilizacji,
gdzie réznice w warto$ciach badanych parametrow byly istotne statystycznie. Wartos¢ WBC
dla myszy mobilizowanych poprzez wykorzystanie AMD3100 wyniosta §rednio 18,44 tys/ul
PB (£3,46), natomiast rownoczesne zastosowanie PSB 12054 obnizyto wartos¢ do 14,33 tys/ul
PB (+2,84) (p=0,02). W przypadku komoérek SKL, uzyskany wynik dla grupy mobilizowanej
z wykorzystaniem AMD3100 wynidst $rednio 2,00 (+£0,16) natomiast dla grupy AMD3100 +
PSB 12054 bylo to srednio 1,36 (£0,23) (p=0,002). Ilos¢ kolonii szeregu CFU-GM, w
przeliczeniu na warto§¢ WBC wyniosta kolejno 4,21 (£0,87) dla grupy AMD3100 1 1,58
(£0,45) dla grupy, w ktorej rownoczesnie stosowano inhibitor receptora P2X4 (p<0,0001).
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Rycina 12. Wplyw zahamowania ekspresji receptora P2X4 na farmakologiczng mobilizacje
indukowang AMD3100. Efektywno$¢ mobilizacji zostata okre§lona poprzez ocene parametrow WBC
oraz ilosci KKM o fenotypie SKL (Scalc-Kit'Lin?) i progenitorow kolonii szeregu CFU-GM
izolowanych z krwi obwodowej. Myszy typu WT jednorazowo nastrzykni¢to PBS — grupa kontrolha
WT Citrl, czynnik mobilizujacy AMD3100 — grupa WT + AMD3100 oraz czynnik mobilizujacy
AMD3100 z jednoczesnym podawaniem inhibitora PSB12054 — grupa WT + AMD3100 + PSB12054.
Eksperyment przeprowadzono dwukrotnie, liczba zwierzat w grupie kazdorazowo wynosita 3. *p<0,05;
**%*p< 0,001; *¥*** p< 0,0001.

W kolejnym badaniu, wykorzystano model doswiadczalny pozwalajacy na jednoczesng
ocen¢ wplywu zahamowania ekspresji receptorow P2X4 i1 P2X7, na farmakologiczna
mobilizacj¢ indukowang G-CSF oraz AMD3100. Jak wykazano we wczesniejszych
eksperymentach, brak ekspresji funkcjonalnego receptora dla P2X7 na KKM oraz w niszy
szpikowej myszy skutkowat uposledzeniem procesu mobilizacji indukowanej przez G-CSF, ale
nie przez AMD3100 [210]. Natomiast, jak przedstawiono na Rycinie 12, hamowanie ekspresji
receptora P2X4 obnizyto wydajno$¢ mobilizacji indukowanej przez AMD3100. W dalszych
etapach postanowiono sprawdzi¢, jak na proces farmakologicznej mobilizacji wptynie

jednoczesne zahamowanie dzialania dwoch receptorow, tj. P2X7 1 P2X4.
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Na Rycinie 13 przedstawiono wyniki farmakologicznej mobilizacji indukowanej przez
G-CSF. Uzyskane wyniki wykazaly, iz jednoczesne zahamowanie ekspresji receptora P2X7 i
P2X4 nie obnizyto istotnie wartosci WBC i CFU-GM w pordéwnaniu do myszy P2X7 KO
(WBC 9,09 tys/ul PB (+1,77) vs 11,17 tys/ul PB (£1,39)); CFU-GM 2,28 (£0,36) vs 2,48
(£0,63)). Wykazano natomiast istotne réznice w ilosci komorek SKL (wartos¢ SKL dla grupy
P2X7 KO + G-CSF 1,45 (£0,26), dla grupy P2X7 KO + G-CSF + PSB 12054 0,81
(£0,12))(p=0,0004).

Jednoczesnie wykazano, iz obydwie grupy zwierzat eksperymentalnych, w ktorych
blokowana byta ekspresja receptora P2X7 lub receptora P2X7 oraz P2X4, charakteryzowaty
si¢ istotnie statystycznie obnizonymi wartosciami WBC, SKL i CFU-GM w stosunku do grupy

typu WT mobilizowanych czynnikiem G-CSF.
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Rycina 13. Wplyw zahamowania ekspresji receptorow P2X7 i P2X4 na indukowang poprzez G-CSF
mobilizacje KKM. Efektywno$¢ mobilizacji zostata okre§lona poprzez oceng parametrow WBC oraz
ilosci komorek o fenotypie SKL (Scal*c-Kit'Lin) i progenitor6w kolonii szeregu CFU-GM
izolowanych z krwi obwodowej. Myszom typu WT, w okresie 3 dni wstrzyknigto trzykrotnie PBS —
grupa kontrolna (WT Citrl) Iub czynnik mobilizujacy G-CSF (grupa WT + G-CSF). Myszy P2X7 KO
mobilizowano G-CSF (grupa P2X7 KO + G-CSF) lub podawano czynnik mobilizujacy wraz z
inhibitorem PSB 12054 (grupa P2X7 KO + G-CSF + PSB12054). Eksperyment przeprowadzono
dwukrotnie, liczba zwierzat w grupie kazdorazowo wynosita 3. ns — nieistotne statystycznie; ***p<
0,001; **** p< 0,0001.
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Nastepnie, takie same grupy eksperymentalne poddano mobilizacji z wykorzystaniem
czynnika AMD3100. Zgodnie z opublikowanymi wcze$niej wynikami [210], nie wykazano
istotnych roéznic w wydajnosci procesu mobilizacji pomiedzy myszami WT i P2X7 KO
(wartosci odpowiednio: WBC 17,64 (x1,41) vs 15,79 (£1,06) (tys/ul PB); SKL 2,25 (£0,63) vs
2,36 (+0,66); CFU-GM 4,30 (+1,16) vs 3,83 (+0,27). Wartosci SKL i CFU-GM przeliczono
wzgledem ilosci WBC. Wartos$ci parametréw okreslajagcych wydajno$¢ mobilizacji ulegly
natomiast znaczacemu obnizeniu w grupie myszy P2X7 KO, w ktoérej oprocz czynnika
mobilizujacego, podawano inhibitor receptora P2X4. Uzyskano nastgpujace srednie wartosci
WBC= 10,02 tys/ul PB (£2,02), SKL= 1,32 (+0,20), CFU-GM= 1,21 (+0,37). Réznice
warto$ci, w porownaniu do grupy P2X7 KO byly istotne statystycznie (WBC p<0,0001, SKL
p=0,013, CFU-GM p<0,0001). (Rycina 14).
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Rycina 14. Wplyw zahamowania ekspresji receptorow P2X7 i P2X4 na farmakologiczng mobilizacje
KKM indukowang AMD3100. Efektywnos¢ mobilizacji zostala okreslona poprzez ocene parametrow
WBC oraz ilo$ci komoérek o fenotypie SKL (Scal*c-Kit*LinY) i progenitoréw kolonii szeregu CFU-GM
izolowanych z krwi obwodowej. Myszy typu WT jednorazowo nastrzyknigto PBS — grupa kontrolna
(WT Citrl), czynnikiem mobilizujacym AMD3100 (grupa WT + AMD3100). Myszy P2X7 KO
mobilizowano AMD3100 (grupa P2X7 KO + AMD3100) oraz czynnikiem mobilizujacym AMD3100
z jednoczesnym podawaniem inhibitora PSB 12054 (grupa P2X7 KO + AMD3100 + PSB 12054).
Eksperyment przeprowadzono dwukrotnie, liczba zwierzat w grupie kazdorazowo wynosita 3. ns —
nieistotne statystycznie; *p<0,05; ****p<0,0001.
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7.2.3. Okreslenie roli receptora P2X4 w procesie wszczepiania i zasiedlania niszy
szpikowej oraz odnowie hematologicznej po przeszczepieniu KKM

W Kkolejnych etapach pracy, przeprowadzono doswiadczenia okreslajace role receptora
P2X4 w procesach wszczepiania si¢ oraz peinej odnowy hematologicznej po przeszczepie
krwiotworczym. W procesie wszczepiania mozna wyrdzni¢ dwa zasadnicze etapy, mianowicie
etap wejscia (wszczepianie podanych komorek do niszy szpikowej, tzw. homing) oraz etap
zasiedlenia komorek w mikrosrodowisku szpiku (tzw. engraftment). W etapie odnowy
hematologicznej okresla si¢ dynamike oraz czas potrzebny do powrotu parametréw krwi (WBC
oraz PLT) do wyjsciowych warto$ci sprzed przeszczepu krwiotworczego.

W pierwszym wariancie do§wiadczen wykorzystano myszy typu WT, ktore przed, oraz w
trakcie trwania eksperymentow, otrzymywaly inhibitor receptora P2X4, PSB 12054. Jak
wykazano na Rycinie 15, ilo$¢ oznaczonych komorek, ktore ulegly wszczepieniu do niszy
szpikowej biorcy (jedna ko$¢ udowa) wyniosta $rednio 0,4 % (+0,05) ogdtu wszystkich
przeszczepionych komorek, natomiast dla myszy, ktore otrzymywaty inhibitor receptora P2X4,
oznaczona ilo$¢ wyniosta 0,2% (+0,03) (Rycina 15A). Komorki izolowane z drugiej koSci
udowej zostalty wysiane w tescie klonogennosci, gdzie $rednia ilo$¢ kolonii dla szeregu CFU-
GM otrzymanych w grupie kontrolnej wyniosta 41,5 (£3,4), natomiast w grupie z podawanym
inhibitorem PSB 12054, bylo to s$rednio 25,5 (£5,63) (Rycina 15B). Otrzymane roznice
wykazaly istotnos¢ statystyczng (p<0,0001).
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Rycina 15. Wplyw zahamowania ekspresji receptora P2X4 u myszy typu WT na proces wszczepiania
sig KKM. Myszy typu WT otrzymywaty inhibitor receptora P2X4 (grupa Mysz WT + PSB 12054).
Myszy z obydwu grup napromieniono dawka 950 cGy. Po 24 godzinach myszy przeszczepiono
jednojadrzastymi komorkami izolowanymi ze szpiku myszy WT, wyznakowanymi barwnikiem PKH67.
Po kolejnych 24 godzinach myszy poddano eutanazji, nastgpnie wyizolowano komorki z kosci
udowych. W czeg$¢ izolowanego materialu, z wykorzystaniem cytometrii przeplywowej, oznaczono
komorki PKH67* (Panel A). Pozostata cze$¢ komorek zostata wysiana wraz z czynnikami wzrostu
(GM-CSF oraz IL-3), po 7 dniach zliczono kolonie szeregu CFU-GM (Panel B). Zaprezentowane
wyniki stanowig polaczenie dwoch niezaleznych eksperymentow dla ktorych liczba zwierzat wynosita
odpowiednio 4 i 5. ****p<0,0001.

Przeprowadzone do$wiadczenia wykazaty rowniez uposledzenie efektywnosci
zasiedlania niszy szpikowej u myszy, ktorym podawano inhibitor receptora P2X4. Jak
wykazano na Rycinie 16, ilos¢ kolonii szeregu CFU-GM, otrzymanych z komorek izolowanych
z ko$ci udowych 12 dni po przeszczepie wyniosta srednio 77,55 (£7,3) w grupie kontrolnej oraz
jedynie 58,68 (+6,7) w grupie z podawanym inhibitorem PSB 12054, co stanowito istotng
statystycznie roznice (p<0,0001) (Rycina 16A). W doswiadczeniu tym izolowano roéwniez
$ledziony, celem okreslenia iloéci kolonii §ledzionowych CFU-S. Jak wykazano, suma kolonii
CFU-S wyniosta $rednio 18,67 (£2,55) w grupie kontrolnej oraz 12,55 (£2,5) w grupie myszy,
ktorym podawano inhibitor receptora P2X4, PSB 12054 (p=0,000102) (Rycina 16B).
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Rycina 16. Wplyw zahamowania ekspresji receptora P2X4 u myszy WT na proces zasiedlenia KKM
W niszy szpikowej. Myszy typu WT otrzymywatly inhibitor receptora P2X4 (grupa Mysz WT + PSB
12054). Myszy zostaly letalnie napromieniowane dawka 950 cGy, nastgpnie po 24 godzinach
przeprowadzono przeszczep jednojadrzastych komorek izolowanych ze szpiku kostnego myszy WT. W
12 dniu po przeszczepie, myszy poddano eutanazji, nastepnie wyizolowano $ledziony oraz komorki z
kosci udowych. Komorki szpikowe wysiano w tescie klonogennosci, gdzie ilo$¢ otrzymanych kolonii
szeregu CFU-GM zostala zliczona po 7 dniach (Panel A). Kolonie $ledzionowe CFU-S zostaly
uwidocznione z wykorzystaniem roztworu Feketa, nastepnie policzone (Panel B). Zaprezentowane
wyniki stanowia potaczenie dwoch niezaleznych eksperymentow dla ktorych liczba zwierzat wynosita
odpowiednio 4 i 5. *** p< 0,001, **** p<0,0001

Inny wariant doSwiadczen zaktadal przeszczepienie myszom typu dzikiego komorek
inkubowanych w obecnoéci inhibitora PSB 12054. Wyniki tzw. homingu przedstawiono na
Rycinie 17. Uzyskane wyniki wykazaly obnizenie wydajnos$ci wszczepiania sie do szpiku przez
komorki inkubowane z inhibitorem receptora P2X4 w poréwnaniu do grupy kontrolnej. W
grupie kontrolnej, oznaczona z uzyciem cytometrii przeptywowe;j, ilo§¢ koméorek PKH67,
ktore ulegly wszczepieniu do niszy szpikowej biorcy, wyniosta $rednio 0,36% (£0,06)
wyjsciowej iloSci przeszczepianych komorek, natomiast w grupie z zastosowanym inhibitorem
wykazano $rednio 50% mniej komorek PKH67" (0,18% +0,03) (p<0,0001) (Rycina 17A).

Srednia ilo$¢ kolonii szeregu CFU-GM otrzymanych w tescie klonogennosci wyniosta kolejno
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39,1 (£6,13) (grupa kontrolna) oraz 21,67 (+4,33) (grupa przeszczepiona komodrkami
inkubowanymi z PSB 12054) (p<0,0001) (Rycina 17B).
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Rycina 17. Wplyw zahamowania ekspresji receptora P2X4 na KKM na proces ich wszczepiania sie do
szpiku myszy WT. Myszy typu WT zostaly letalnie napromieniowane dawka 950 cGy. Po 24 godzinach,
przeprowadzono przeszczep jednojadrzastych komorek izolowanych ze szpiku kostnego myszy WT,
wyznakowanych barwnikiem PKH67. Myszy typu WT otrzymywaty komoérki szpikowe (grupa WT) lub
inkubowane z inhibitorem receptora P2X4 (grupa Komorki WT + PSB 12054). Po kolejnych 24
godzinach myszy poddano eutanazji, nastepnie wyizolowano komorki z kosci udowych. W czesé
izolowanego materiatu, z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej, oznaczono komorki PKH67*
(Panel A). Pozostata czes¢ komorek zostata wysiana wraz z czynnikami wzrostu (GM-CSF oraz IL-3),
po 7 dniach zliczono kolonie szeregu CFU-GM (Panel B). Zaprezentowane wyniki stanowig potgczenie
dwoch niezaleznych eksperymentéw dla ktorych liczba zwierzat wynosita odpowiednio 4 i 5. **** p<
0,0001.

Wyniki doswiadczenia okreslajacego efektywnos¢ zasiedlenia niszy szpikowej w
wariancie przeszczepiania myszy typu WT komoérkami inkubowanymi z inhibitorem receptora
PSB 12054 przedstawiono na Rycinie 18. Uzyskane wyniki wskazuja, iz hamowanie ekspres;ji
receptora P2X4 na KKM przed przeszczepem wptywa na ich zdolno$¢ do prawidlowego

zasiedlenia niszy szpikowej. Wydajno$¢ procesu zasiedlania okreslano w tescie klonogennosci
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oraz zliczajac ilos¢ kolonii $ledzionowych utworzonych z komodrek progenitorowych CFU-S.
Uzyskano $rednio 60,33 (£11,5) kolonii szeregu CFU-GM w grupie kontrolnej, natomiast w
grupie z komoérkami pre-inkubowanymi z inhibitorem receptora P2X4, bylto to $rednio 34,0
(£7,80) kolonii szeregu CFU-GM (Rycina 18A). Ilos¢ kolonii CFU-S uwidocznionych w
Sledzionach myszy kontrolnych wyniosta §rednio 36,22 (£6,78), u myszy przeszczepianych
komorkami poddanymi dziataniu inhibitora byto to 20,44 (+4,53) (Rycina 18B). Uzyskane
roznice wartosci parametrow CFU-GM i CFU-S byly statystycznie istotne (p<0,0001;
p<0,0001).
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Rycina 18. Wplyw zahamowania ekspresji receptora P2X4 na KKM na wydajnosé¢ zasiedlania niszy
szpikowej myszy WT. Myszy typu WT zostaly letalnie napromieniowane dawka 950 cGy. Po 24
godzinach, przeprowadzono przeszczep jednojadrzastych komorek izolowanych ze szpiku kostnego
myszy WT (grupa WT) lub komérek inkubowanych z inhibitorem receptora P2X4 (grupa Komoérki WT
+ PSB 12054. W 12 dniu po przeszczepie, myszy poddano eutanazji, nastepnie wyizolowano $ledziony
oraz komorki z kosci udowych. Komorki szpikowe wysiano w tescie klonogennosci gdzie ilos$¢
otrzymanych kolonii szeregu CFU-GM zostata policzona po 7 dniach (Panel A). Kolonie §ledzionowe
CFU-S zostaty uwidocznione z wykorzystaniem roztworu Feketa, nastgpnie zliczone (Panel B).
Zaprezentowane wyniki stanowig potaczenie dwoch niezaleznych eksperymentow dla ktorych liczba
zwierzat wynosita odpowiednio 4 i 5. ****p<(0,0001.
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Jak wspominano, o wydajnosci przeszczepu, oprocz efektywnego zasiedlania i
wszczepiania sie¢ KKM do nisz szpikowych, swiadczy rowniez dynamika powrotu warto$ci
parametrow morfologicznych we krwi obwodowej, czyli proces odnowy hematologicznej.
Wyniki przeprowadzonych doswiadczen, oceniajacych dynamike procesu odnowy
hematologicznej zaprezentowano na Rycinie 19 i 20. Podobnie jak w eksperymentach
oceniajacych efektywnos¢ wszczepiania si¢ KKM i zasiedlania niszy szpikowej, w tym
doswiadczeniu rowniez wykorzystano dwa warianty: oceniajacy wpltyw zahamowania
receptora w Srodowisku szpikowym (Rycina 19) oraz wariant oceniajacy role receptora na
przeszczepianych KKM (Rycina 20).

Jak wykazano, zahamowanie ekspresji receptora P2X4 poprzez zastosowanie jego
swoistego inhibitora, spowolnito dynamike procesu odnowy hematologicznej. Wartos¢ WBC
uzyskiwana w grupie myszy otrzymujacych inhibitor byla istotnie nizsza w dniu 14 i 21 po
przeszczepie jednojadrzastych komorek, w porownaniu do grupy kontrolnej (2,18 tys/ul PB
(£0,31) vs 3,28 tys/ul PB (£0,45 oraz 3,98 tys/ul PB (+0,39) vs 5,36 tys/ul PB (£0,56)) (Rycina
19A). Podobnie prezentowala si¢ statystyka istotno$ci roznic dla ilosci PLT (Rycina 19B).
Obydwie badane grupy powrécily do wartosci parametrow WBC 1 PLT sprzed przeszczepu
okoto 28 dnia po przeszczepieniu komorek szpikowych.

W drugim wariancie dos§wiadczalnym, myszy typu WT zostaty przeszczepione szpikowymi
komorkami jednojadrzastymi (grupa WT) lub komorkami szpikowymi inkubowanymi z
inhibitorem receptora P2X4, PSB 12054 (grupa Komoérki WT + PSB 12054). Otrzymana
wyniki wykazaty spowolnienie dynamiki procesu odnowy hematologicznej w grupie z
zastosowanym inhibitorem PSB 12054. Zaobserwowano istotnie nizsze wartosci WBC w 7, 14
121 dni pomiaréw (Grupa Komorki WT + PSB 12054 vs WT kolejno: 0,94 tys/ul PB (£0,4) vs
1,99 tys/ul PB (£0,52); 2,01 tys/ul PB (£0,36) vs 3,0 tys/ul PB (£0,48); 3,68 tys/ul PB (£0,4)
vs 5,27 tys/ul PB (£0,84)) (Rycina 20A). Wykazano réwniez spowolniong dynamike odnowy
ilosci ptytek krwi u myszy przeszczepionych komoérkami traktowanymi PSB 12054 (istotnie
nizsza warto$¢ PLT w dniu 141 21 od przeszczepu) (Rycina 20B). Zarowno rdznice w warto$ci
WBC jak i PLT dla obydwu grup powrocity do warto$¢ sprzed przeszczepu okoto dnia 28 po

podaniu materiatu komorkowego.
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Rycina 19. Wplyw zahamowania ekspresji receptora P2X4 u myszy WT na proces odnowy
hematologicznej po przeszczepie KKM. Myszy nastrzykiwano inhibitorem receptora P2X4, nastgpnie
napromieniowano dawkag 950 cGy. Po 24 godzinach przeprowadzono przeszczep jednojadrzastych
komorek izolowanych ze szpiku kostnego myszy WT. 1los¢ biatych krwinek (WBC, Panel A) i ptytek
krwi (PLT, Panel B) oznaczono w dniu poprzedzajacym przeszczep oraz w 3, 7, 14, 21 i 28 dniu po
przeszczepie komorek szpikowych. W trakcie trwania odnowy myszy nastrzykiwano inhibitorem PSB
12054. Wyniki przedstawiono jako s$rednie wartosci z dwoch niezaleznych doswiadczen (n=4
myszy/grupa x 2 powtorzenia). *p< 0,05.
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Rycina 20. Wplyw zahamowania ekspresji receptora P2X4 na KKM na proces odnowy
hematologicznej u myszy WT. Myszy zostaly napromieniowane dawka 950 cGy, nastgpnie po 24
godzinach przeprowadzono przeszczep jednojadrzastych komorek izolowanych ze szpiku kostnego
myszy WT, ktére inkubowano z inhibitorem receptora P2X4, PSB 12054. Tlo$¢ biatych krwinek (WBC,
Panel A) i ptytek krwi (PLT, Panel B) oznaczono w dniu poprzedzajagcym przeszczep oraz po 3, 7, 14,
21 i 28 dniach po podaniu materiatu komérkowego. Wyniki przedstawiono jako $rednie wartosci z
dwoch niezaleznych dos§wiadczen (n=4 myszy/grupa x 2 powtorzenia). *p< 0,05.
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7.3. Ocena roli receptora P2X1 w procesie farmakologicznej mobilizacji KKM i odnowie
hematologicznej po przeszczepie

Przedstawiona na Rycinie 8 analiza ekspresji receptorow P2X wykazala, iz wszystkie
receptory P2X ulegajg ekspresji na KKM oraz MK C izolowanych z ludzkiej krwi pepowinowe;j
oraz mysiego szpiku. Dodatkowo, analiza PCR w czasie rzeczywistym wykazata, iz ludzkie
KKM charakteryzowata wyzsza ekspresja receptoréw P2X1, P2X4 i P2X7 w poréwnaniu do
MKC. Po okresleniu roli receptora P2X4 w procesie mobilizacji krwiotworczych komoérek
macierzystych oraz procesach prowadzacych do odnowy hematologicznej po przeszczepie,
postanowiono okresli¢ czy receptor P2X1 réwniez odgrywa istotng rolg w wymienionych
procesach.

7.3.1. Okreslenie roli receptora P2X1 w procesie migracji i adhezji KKM

W pierwszej kolejnosci, poddano weryfikacji wptyw ekspresji receptora P2X1 na procesy
migracji 1 osadzania/przylegania komorek. W tescie chemotaksji, komorki aktywnie migrujace
przez komor¢ Boydena, wysiano wraz z czynnikami wzrostowymi, celem okreslenia ich
potencjatu klonogennego. Jak wykazano na Rycinie 21, ilo$¢ otrzymywanych kolonii dla
szeregu CFU-GM, przy jednoczesnym zastosowaniu czynnika chemotaktycznego oraz
inhibitora receptora P2X1, zostata znaczaco obnizona w stosunku do warunkéw w ktorych
stosowano jedynie czynnik chemotaktyczny. Otrzymane ilosci kolonii wyniosty kolejno, dla
czynnika SDF-1: 22,25 (+3,01) i 16,13 (£1,96) dla SDF-1 + NF 449; dla czynnika S1P: 12,86
(£2,36) S1P wraz z NF 449: 9,5 (£1,93); oraz ATP: 9,125 (£2,53) 1 5 (£1,51) w grupie ATP +
NF 449. Obnizenie ilosci otrzymywanych kolonii szeregu CFU-GM po zastosowaniu inhibitora
NF 449 bylo istotne statystycznie we wszystkich grupach badanych czynnikow
chemotaktycznych (odpowiednio p=0,0002, p=0,007, p=0,00102).
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Rycina 21. Wplyw receptora P2X1 na migracje mysich komdrek szpiku wzgledem czynnikow
chemotaktycznych. lzolowano komorki jednojadrzaste z mysiego szpiku kostnego. Komorki
umieszczano w komorach Boydena w gradiencie czynnikow chemotaktycznych (WT) lub w gradiencie
czynnikow chemotaktycznych wraz z inhibitorem receptora P2X1, NF 449 (WT + 10 uM NF 449).
Komorki, ktoére aktywnie migrowaly przez pory komory o wielko$ci 5 pm wysiano w tescie
klonogennym gdzie po 7 dniach policzono ilo$¢ kolonii szeregu CFU-GM. Wyniki przedstawiaja
srednie dla wartosci uzyskanych w dwoch niezaleznych eksperymentach (kazdorazowo n=4). **p<
0,01; *** p< 0,001.

W kolejnym doswiadczeniu okreslono role receptora P2X1 w procesie adhezji mysich
komorek szpikowych. Wiasciwosci adhezyjne komoérek wptywaja na ich zatrzymywanie w
szpiku, jak i rowniez na proces prawidlowego zasiedlenia i wszczepienia komodrek do szpiku
po przeszczepie komoérkowym. Jak przedstawiono na Rycinie 22, pre-inkubacja komorek
jednojadrzastych izolowanych ze szpiku, z inhibitorem receptora P2X1, NF 449 wptyne¢ta na
istotne statystycznie, zwigkszenie ilos¢ komorek wykazujacych wilasciwosci adhezyjne do
fibronektyny w poréwnaniu do nietraktowanych komoérek mysiego szpiku. Srednia ilo$é
przylegajacych komoérek wyniosta 747 (+48,19) w probie kontrolnej (nie traktowanej) oraz
944,67 (+78,82) w probie z komdrkami inkubowanymi z inhibitorem receptora P2X1, NF 449
(p=0,0004).
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Rycina 22. Wplyw zahamowania ekspresji receptora P2X1 na adhezje mysich komorek szpiku.
Wyizolowane z mysiego szpiku kostnego MKC, inkubowano w medium pozbawionym surowicy lub
medium z inhibitorem receptora P2X1, NF 449. Nastepnie komorki naniesiono na plytke pokrytg
fibronektyng. Po 5 min inkubacji, odptukano nieprzylaczone komorki. Nastepnie, za pomoca
mikroskopu §wietlnego zliczono totalng ilo$¢ przylaczonych komorek. Wyniki przedstawiajg srednie
dla warto$ci uzyskanych w dwoch niezaleznych eksperymentach (kazdorazowo n=3). *** p<0,001.

7.3.2. Okreslenie roli receptora P2X1 w procesie farmakologicznej mobilizacji
KKM

Okreslano role receptora P2X1 w procesie farmakologicznej mobilizacji KKM
indukowanej z wykorzystaniem czynnika G-CSF (Rycina 23) oraz AMD3100 (Rycina 24). W
doswiadczeniach tych, izolowano PB i oceniono wartos¢ WBC, ilos¢ KKM o fenotypie
komoérek SKL (Scal*c-Kit*Lin") oraz liczbe jednostek tworzacych kolonie szeregu CFU-GM
w tescie klonnogennos$ci. Uktad doswiadczalnymi przewidywatl oceng zjawiska mobilizacji w
grupie kontroli negatywnej, nie poddawanej dziataniu czynnika mobilizujacego, w ktorej
myszy nastrzykiwane byly roztworem PBS, grupy kontroli pozytywnej, w ktorej myszy WT
otrzymywaly czynnik indukujgcy mobilizacje oraz z grupy docelowej, ktorg stanowity myszy
WT, ktoérym uprzednio oraz w trakcie mobilizacji podawano inhibitor receptora P2X1, NF 449,
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Jak przedstawiono na Rycinie 23, zastosowanie inhibitora receptora P2X1 znaczaco
obnizyto poziom mobilizacji indukowanej czynnikiem G-CSF. Warto$¢ wyjsciowa WBC, dla
myszy WT, wynosila $rednio 5,58 tys/ul PB (+0,79), trzykrotne podanie czynnika G-CSF
skutkowato zwigkszeniem ilosci WBC we krwi do wartosci 15,13 tys/ul PB (+1,40), natomiast
w przypadku dodatkowego zastosowania inhibitora NF 449 §rednia wartos¢ WBC wyniosta
11,04 tys/ul PB (£1,28). Po przeliczeniu ilo$ci oznaczonych cytometrycznie komoérek SKL na
ul PB otrzymano nastepujace wartosci: kontrola negatywna 0,68 (+0,11), grupa WT + G-CSF
5,43 (+0,72) oraz 3,06 (+0,63) dla grupy z dodatkowo podawanym inhibitorem NF 449. Ilos¢
uzyskanych kolonii szeregu CFU-GM zostata przeliczona z uwzglednieniem ilosci WBC,
otrzymujac nastgpujace wartosci: srednio 0,17 (+0,06) dla kontroli negatywnej, 4,01 (+0,69)
dla myszy mobilizowanych G-CSF oraz 2,26 (+0,44) dla myszy mobilizowanych G-CSF z
jednoczesnym hamowaniem ekspresji receptora P2X1 przy udziale inhibitora NF 449

(obnizenie warto$ci dla tej grupy o 45%).
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Rycina 23. Wplyw zahamowania ekspresji receptora P2XI na indukowang poprze; G-CSF
mobilizacje KKM. Efektywno$¢ mobilizacji zostala okreslona poprzez ocen¢ parametrow WBC oraz
ilosci KKM o fenotypie SKL (Scal*c-Kit'Lin") i progenitorow kolonii szeregu CFU-GM izolowanych
z krwi obwodowej. Myszom typu WT, w okresie 3 dni nastrzyknieto trzykrotnie PBS — grupa kontrolna
(WT Ctrl), czynnik mobilizujacy G-CSF (grupa WT + G-CSF) oraz czynnik mobilizujacy G-CSF z
jednoczesnym podawaniem inhibitora receptora P2X1, NF 449 (grupa WT + G-CSF + NF 449).
Eksperyment przeprowadzono dwukrotnie, liczba zwierzat w grupie kazdorazowo wynosita 4, ****p<
0,0001.
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W doswiadczeniu oceniajagcym wptyw receptora P2X1 na farmakologiczng mobilizacje
indukowang poprzez AMD3100, postuzono si¢ identycznymi grupami, jak w powyzszym
modelu eksperymentalnym. Po podaniu jednej dawki czynnika mobilizujacego okreslono
warto$ci WBC, SKL i CFU-GM (Rycina 24). Otrzymane wyniki wykazaty, iz zastosowanie
inhibitora receptora P2X1, NF 449 wraz z czynnikiem mobilizujagcym AMD3100 znaczgco
obnizyto efektywno$¢ mobilizacji. Wykazano istotnie statystycznie obnizone wartosci WBC,
SKL i CFU-GM dla grupy w ktorej dodatkowo podano inhibitor w poréwnaniu do grupy
nastrzyknigtej jedynie czynnikiem mobilizujacym. Uzyskano nastgpujace wartosci: WBC
grupa WT + AMD3100 $rednio 16,03 tys/ul PB, (x1,16), grupa AMD3100 + inhibitor NF 449
11,7 tys/ul PB, (£1,62), warto$¢ SKL w grupie WT + AMD3100 $rednio 5,32 (+1,28), w grupie
AMD3100 + inhibitor NF 449 3,34 (+0,69); przeliczona $rednia liczba kolonii szeregu CFU-
GM: 3,86 (+0,75) w grupie AMD3100 oraz 2,00 (+0,42) w grupie AMD3100 + inhibitor NF
449.
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Rycina 24. Wplyw zahamowania ekspresji receptora P2X1 na mobilizacje KKM indukowang
czynnikiem AMD3100. Efektywnos¢ mobilizacji zostata okreslona poprzez oceng parametrow WBC
oraz ilosci KKM o fenotypie SKL (Scal’c-Kit'Lin") i progenitorow kolonii Szeregu CFU-GM
izolowanych z krwi obwodowej. Myszy typu WT jednorazowo nastrzyknieto PBS — grupa kontrolna
(WT Ctrl), czynnikiem mobilizujacym AMD3100 (grupa WT + AMD3100) oraz czynnikiem
mobilizujacy AMD3100 z jednoczesnym podawaniem inhibitora receptora P2X1, NF 449 (grupa WT +
AMD3100 + NF 449). Eksperyment przeprowadzono dwukrotnie, liczba zwierzat w grupie
kazdorazowo wynosita 4. ** p< 0,01; ****p< 0,0001.
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7.3.3. Okreslenie roli receptora P2X1 w procesie wszczepiania i zasiedlania niszy
szpikowej oraz odnowie hematologicznej po przeszczepieniu KKM

Przeprowadzona analiza wszczepiania, tzw. homingu, polegata na okresleniu iloSci
komorek, ktore w krotkim czasie, tj. 24 godzin po przeszczepie ulegng zasiedleniu w jamie
szpikowej. Izolowane z kosci udowych, wyznakowane barwnikiem PKH67 komorki, zliczano
metoda cytometrii przeptywowej oraz okreslano liczbe kolonii dla szeregu CFU-GM w testach
kolonogennych. Przyjeto dwa uklady doswiadczalne. W pierwszym, myszom typu WT
podawano inhibitor receptora P2X1 i przeszczepiono normalnymi komoérkami izolowanymi ze
szpiku myszy WT (Rycina 25), natomiast w drugim, myszy typu WT przeszczepiono
komorkami pre-inkubowanymi z inhibitorem NF 449 (Rycina 26).

Jak przedstawiono na Rycinie 25A, podczas analizy cytometrycznej, w szpiku kostnym
kosci udowej myszy kontrolnych, zliczono ilo$¢ komérek PKH67" stanowigcg $rednio 0,33%
(+0,06) wszystkich przeszczepionych komorek, natomiast w szpiku kostnym myszy
traktowanych inhibitorem receptora P2X1 uzyskana liczba komoérek stanowita 0,26% (+0,05)
ogotu ilosci przeszczepionych jednojadrzastych komorek. W przypadku testu klonogennosci
(Rycina 25B), z komorek izolowanych z myszy kontrolnych otrzymano 36 kolonie dla szeregu
CFU-GM (£5), natomiast dla myszy z zahamowang ekspresja receptora P2X1, liczba ta
wyniosta 25 (+6,40). Uzyskane roznice byly istotne statystycznie i §wiadczyly o obnizone]
zdolnosci do zasiedlania niszy szpiku kostnego myszy z obnizong ekspresja receptora P2X1

przez prawidtowe komorki (p=0,0075, p=0,009).
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Rycina 25. Wplyw zahamowania ekspresji receptora P2X1 u myszy WT na proces Wszczepiania sie
KKM do szpik kostnego. Myszy typu WT otrzymywaty inhibitor receptora P2X1 —grupa WT + NF449.
Myszy z obydwu grup zostaly letalnie napromieniowane dawkag 950 cGy. Po 24 godzinach
przeprowadzono przeszczep jednojadrzastymi komoérkami izolowanymi ze szpiku kostnego,
wyznakowanymi barwnikiem PKH67. Po kolejnych 24 godzinach myszy poddano eutanazji, nastgpnie
wyizolowano komorki z ko$ci udowych. W czgsé¢ izolowanego materiatu, z wykorzystaniem cytometrii
przeptywowej, oznaczono komorki PKH67* (Panel A). Pozostalg cze$¢ komorek wysiano wraz z
czynnikami wzrostu (GM-CSF oraz IL-3), po 7 dniach zliczono kolonie dla szeregu CFU-GM (Panel
B). Zaprezentowane wyniki stanowig potaczenie dwoch niezaleznych eksperymentéw dla ktorych liczba
zwierzat wynosita odpowiednio 41 5. ** p< 0,01; ***p< 0,001.

Analize zasiedlania niszy szpikowej przeprowadzono w takim samie uktadzie
eksperymentalnym. Myszy przeszczepiono jednojadrzastymi komoérkami szpiku kostnego po
uprzednim napromienieniu letalng dawka promieniowania gamma wynoszaca 950 cGy.
Oznaczono potencjat klonogenny w 12 dniu po przeszczepie komérkowym. Izolowane ze
szpiku kostnego komorki wysiano i zliczono liczbe kolonii progenitorowych dla szeregu CFU-
GM. Okreslono rowniez ilos¢ kolonii $ledzionowych CFU-S. Uzyskane wyniki potwierdzity
obnizenie efektywnosci zasiedlania niszy szpikowej oraz ilosci tworzonych kolonii
$ledzionowych u myszy, ktorym przed przeszczepem, oraz w trakcie trwania eksperymentu

podawano inhibitor receptora P2X1. Jak przedstawiono na Rycinie 26A, ilo$¢ kolonii
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progenitorowych dla szeregu CFU-GM u myszy kontrolnych wyniosta 84 (+11,16), natomiast
u myszy z zahamowang ekspresjg receptora P2X1 ilo$¢ ta wyniosta 58,78 (£15,01). Liczba
zliczonych kolonii $ledzionowych CFU-S dla myszy z grupy WT wyniosta 20,67 (£3,71) a u
myszy z grupy WT + NF 449 ilosci kolonii $ledzionowych wyniosta §rednio 14,56 (+4,59)
(Rycina 26B). Uzyskane roznice byty istotne statystycznie (p=0,0009, p=0,0068).
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Rycina 26. Wplyw zahamowania ekspresji receptora P2X1 u myszy WT na proces zasiedlania niszy
szpikowej przez KKM. Myszy typu WT otrzymywaty inhibitor receptora P2X1 — grupa WT + NF 449,
Myszy z grupy WT + NF449 oraz kontrolnej — WT zostaly letalnie napromieniowane dawka 950 cGy.
Po 24 godzinach przeprowadzono przeszczep jednojadrzastych komorek izolowanych ze szpiku
kostnego. W 12 dniu po przeszczepie, myszy poddano eutanazji, nastgpnie wyizolowano komorki z
kosci udowych oraz $ledziony. Komorki szpikowe wysiano w teScie klonegennosci gdzie ilo$é
otrzymanych kolonii dla szeregu CFU-GM zostata policzona po 7 dniach (Panel A). Kolonie
sledzionowe CFU-S zostaly uwidocznione z wykorzystaniem roztworu Feketa, nast¢pnie zliczone
(Panel B). Zaprezentowane wyniki stanowig potaczenie dwoch niezaleznych eksperymentow dla
ktorych liczba zwierzat wynosita odpowiednio 41 5. ** p<0,01; ***p< 0,001.

Wyniki eksperymentéw przeprowadzonych z wykorzystaniem drugiego uktadu
doswiadczalnego, w ktorym myszom WT przeszczepiano komoérki jednojadrzaste inkubowane

z inhibitorem receptora P2X1, rdwniez wykazaly znaczace obnizenie wydajnosci wszczepiania
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oraz zasiedlania niszy szpikowej przez KKM. W analogicznie przeprowadzonych
do$wiadczeniach ,homingu”, ilo$¢ cytometrycznie zliczanych komoérek PKH67* wyniosta
srednio 0,29% (£0,06) ogdtu przeszczepionych komorek izolowanych ze szpiku kostnego w
grupie myszy kontrolnych oraz $rednio 0,22% (+0,04) w przypadku myszy przeszczepianych
komorkami inkubowanymi z inhibitorem receptora P2X1 (p=0,0067) (Rycina 27A). Liczba
utworzonych kolonii progenitorowych dla szeregu CFU-GM wyniosta srednio 36,78 (+4,47) w
grupie myszy WT oraz $rednio 26,22 (+4,29) w przypadku myszy przeszczepianych
komorkami inkubowanymi z inhibitorem NF 449 (p=0,001) (Rycina 27B).
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Rycina 27. Wplyw zahamowania ekspresji receptora P2X1 na KKM na proces wszczepiania sie do
szpiku myszy WT. Myszy typu WT zostaty letalnie napromieniowane dawka 950 cGy. Po 24 godzinach
przeprowadzono przeszczep jednojadrzastymi komoérkami izolowanymi ze szpiku, wyznakowanymi
barwnikiem PKH67. Myszy typu WT otrzymywaly normalne komorki szpikowe — grupa WT, lub
inkubowane z inhibitorem receptora P2X1 — grupa Komoérki WT + NF 449. Po kolejnych 24 godzinach
myszy poddano eutanazji i wyizolowano komorki z kosci udowych. W czgsé¢ izolowanego materiatu, z
wykorzystaniem cytometrii przeplywowej, oznaczono komérki PKH67* (Panel A). Pozostata czgéc
zostala wysiana wraz z czynnikami wzrostu (GM-CSF oraz IL-3), po 7 dniach zliczono kolonie dla
szeregu CFU-GM (Panel B). Zaprezentowane wyniki stanowig potaczenie dwoch niezaleznych
cksperymentow dla ktorych liczba zwierzat wynosita odpowiednio 41 5. ** p< 0,01; ***p<0,001.
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Przeprowadzona analiza zasiedlania niszy szpikowej w tym samym ukladzie
eksperymentalnym rowniez wykazata obnizenie wydajnosci tego procesu. Uzyskano
nastepujace wyniki: ilo§¢ kolonii progenitorowych dla szeregu CFU-GM utworzonych z
komorek izolowanych z kosci udowych myszy WT przeszczepionych normalnymi komoérkami
szpikowymi wyniosta $rednio 72,78 (+16,19), natomiast dla myszy WT przeszczepionych
komorkami inkubowanymi z NF 449 bylo to $rednio 47,78 (x£14,01) (Rycina 28A). Ilo$¢
kolonii sledzionowych CFU-S roéwniez byla obnizona w grupie myszy przeszczepionych
komorkami szpikowymi inkubowanymi z inhibitorem receptora P2X1 ((16,11 (+£2,67) versus
11,22 (+3,74)) (Rycina 28B). Roznice wartosci CFU-GM jak i CFU-S pomiedzy grupami
eksperymentalnymi byly istotne statystycznie (p=0,0029, p=0,0056).

A B
120- k% 25+ * %
®
100 ®
= 20
o @
S5 g0 e |l e E [}
6 ] O 454 —_
= :E HE
g ° o 104
9 40 0
S 2
20- 54 |
0 T T 0 1 I
&
& Qb!’?" X\ Qu@
& &
B B
o‘ "
(o) (3
& &
4:0 +D

Rycina 28. Wplyw zahamowania ekspresji receptora P2X1 na KKM na proces zasiedlania niszy
szpikowej u myszy WT. Myszy typu WT napromieniono letalng dawka promieniowania gamma (950
cGy). Po 24 godzinach przeprowadzono przeszczep jednojadrzastych komorek szpikowych —grupa WT,
lub komoérkami traktowanymi inhibitorem NF 449 — grupa Komorki WT + NF 449. Po 12 dniach, myszy
poddano eutanazji i wyizolowano komorki z kosci udowych oraz sledziony. Komorki szpikowe wysiano
w tescie klonegennosci, gdzie ilos¢ kolonii dla szeregu CFU-GM zostata policzona po 7 dniach (Panel
A). Kolonie $ledzionowe CFU-S zostaly uwidocznione z wykorzystaniem roztworu Feketa, nastepnie
zliczone (Panel B). Zaprezentowane wyniki stanowia potaczenie dwoch niezaleznych eksperymentow
dla ktorych liczba zwierzat wynosita odpowiednio 41 5. ** p<0,01.
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Nastepnie okreslono wptyw zahamowania ekspresji receptora P2X1 na proces odnowy
hematologicznej. Zastosowano dwa uktady doswiadczalne, w ktoérych badano rol¢ receptora
P2X1 na przeszczepianych KKM oraz w komoérkach mikrosrodowiska szpiku, ktérych
prawidtlowe funkcjonowanie rowniez warunkuje skuteczno$¢ przeszczepu komorek
krwiotworczych. Jak opisano w rozdziale 6.10, dotyczacym wykorzystywanych metod, myszy
WT zostaly napromieniowane letalng dawkg promieniowania gamma (950 cGy), a nast¢pnie
przeszczepione jednojadrzastymi komorkami szpikowymi. W pierwszym doswiadczeniu,
badajacym wplyw ekspresji receptora P2X1 w mikrosrodowisku niszy szpikowej, na
wydajnos¢ odnowy hematologicznej, myszy WT przed napromieniowaniem oraz w trakcie
trwania do$wiadczenia, otrzymywaty inhibitor NF 449 (Rycina 29). W dzien przeszczepu,
izolowano PB celem oznaczenia parametrow morfologicznych, WBC i PLT. Pomiary
powtarzano w odstgpach czasowych wynoszacych 3-7 dni w okresie 28 dni po przeszczepie
komorek szpikowych. Jak przedstawiono na Rycinie 29, zahamowanie ekspresji receptora
P2X1, poprzez podawanie jego swoistego inhibitora, spowolnilo proces odnowy
hematologicznej. Po osiggnieciu krytycznej wartosci WBC w trzecim dniu po przeszczepie
(odpowiednio 1,07 (x0,25) oraz 1,35 (+0,68)), dynamika odnowy byta szybsza u myszy
kontrolnych, warto$§ci WBC byly u tych myszy wyzsze w poszczegdlnych punktach czasowych.
Dla poréwnania wartos¢ WBC grupy kontrolnej w dniu 21 wynosita 6,02 tys/ul krwi
obwodowej (£0,79) (warto$¢ przed przeszczepem), natomiast w przypadku myszy
nastrzykiwanych inhibitorem receptora P2X1 bylo to 4,11 tys/ul krwi obwodowej (+0,56)
(Rycina 29A). W przypadku wartosci PLT, myszy kontrolne powrocity do wartosci sprzed
przeszczepu po 21 dniach, natomiast myszy z zahamowang ekspresja receptora, po 28 dniach
od przeszczepu (Rycina 29B).

W ostatnim uktadzie doswiadczalnym, napromienionym letalng dawka promieniowania
gamma myszom WT, przeszczepiono jednojadrzaste komorki szpikowe, ktore uprzednio
poddano dziataniu inhibitora receptora P2X1, NF 449 (Rycina 30). W dzien przeszczepu,
izolowano PB celem oznaczenia wartosci parametrow krwi (WBC oraz PLT). Pomiary
powtarzano w ostgpach czasowych wynoszacych 3-7 dni w okresie 28 dni po przeszczepie
komorek. Jak przedstawiono na Rycinie 30, dynamika powrotu wartosci WBC wykazata
podobny schemat przebiegu jak w uktadzie do§wiadczalnym, gdzie myszy poddane dziataniu
inhibitora P2X1, zostaly przeszczepione normalnymi szpikowymi. Myszy kontrolne
potrzebowaly 21 dni na pelny powrot do wartosci WBC sprzed przyczepu, natomiast u grupy

kontrolnej, pelna odnowa nastgpita migdzy 21 a 28 dniem (Rycina 30A). Powrot wartosci PLT
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do normy, w przypadku grupy kontrolnej i myszy przeszczepionych komorkami szpikowymi o

zahamowanej ekspresji P2X1 nastgpit po 28 dniach (Rycina 30B).
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Rycina 29. Wplyw zahamowania ekspresji receptora P2XI1 u myszy WT na proces odnowy
hematologicznej po przeszczepie KKM. Myszy nastrzykiwano inhibitorem receptora P2X1, nastepnie
napromieniowano dawka 950 cGy. Po 24 godzinach przeprowadzono przeszczep jednojadrzastych
komorek szpikowych pochodzacych od myszy typu WT. Ilos¢ biatych krwinek (WBC, Panel A) i plytek
krwi (PLT, Panel B) oznaczono w dniu przeszczepu oraz po 3, 7, 14, 21 i 28 dniach po przeszczepie
komorek. W trakcie trwania odnowy myszy nastrzykiwano inhibitorem NF 449. Wyniki przedstawiono
jako $rednie wartosci z dwoch niezaleznych doswiadczen (n=5 myszy/grupa x 2 powtdrzenia). * p<
0,05; ** p<0,01.
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Rycina 30. Wplyw zahamowania ekspresji receptora P2X1 na KKM na proces odnowy
hematologicznej u myszy WT. Myszy zostaty napromieniowane dawka 950 cGy, nastgpnie po 24
godzinach przeprowadzono przeszczep jednojadrzastych komorek szpikowych ktoére inkubowano z
inhibitorem receptora P2X1, NF 449. Tlo$¢ biatych krwinek (WBC, Panel A) i ptytek krwi (PLT, Panel
B) oznaczono w dniu przeszczepu oraz po 3, 7, 14, 21 i 28 dniach po przeszczepie komorek. Wyniki
przedstawiono jako $rednie wartosci z dwoch niezaleznych do$wiadczen (n=5 myszy/grupa x 2
powtorzenia). * p< 0,05; ** p< 0,01.
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7.3.4. Okreslenie roli receptora P2X1 w procesie aktywacji kompleksu inflamasomu
NIrp3

Ostatnim etapem prowadzonych badan bylo potwierdzenie, iz receptor P2X1 jest
elementem posredniczacym, przenoszacym sygnat z zewnatrzkomorkowej czasteczki ATP na
kompleks inflamasomu NIrp3. W celu zweryfikowania hipotezy wykorzystano komercyjnie
dostepny zestaw, pozwalajacy na zmierzenie aktywno$ci kaspazy 1 ktora, jak opisano we
wstepnie niniejszej rozprawy, jest kluczowym elementem kompleksu inflamasomu Nlrp3.

Uzyskane wyniki, przedstawione na Rycinie 31, wykazaty, iz receptor P2X1
zaangazowany jest w ATP zalezna aktywacje kompleksu inflamasomu Nlrp3. Srednia ilo$é
umownych jednostek §wietlnych (RLU, ang. relative light unit) mierzonych dla komorek
inkubowanych z ATP wyniosta 73200, natomiast zastosowanie inhibitora NF 449 skutkowato
zmniejszeniem intensywnosci sygnatu $wietlnego do 31000 RLU. Uzyskana réznica byla

istotna statystycznie (p=0,0083).
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Rycina 31. Rola receptora P2X1 w aktywacji kompleksu inflamasomu NIrp3 w KKM. Izolowano
komorki SKL (Scal+c-Kit+Lin-) z mysiego szpiku kostnego. Komorki inkubowano w medium
pozbawionym surowicy (CTRL) lub w medium z 10 uM ATP (ATP) Iub z 10 uM ATP wraz z
inhibitorem receptora P2X1, NF 449 w st¢zeniu 10 uM (ATP + NF449). Po 90 minutach inkubacji, z
wykorzystaniem zestawu Caspase-Glo® 1 Inflammasome Assay (Promega, Madison, USA), zmierzono
aktywnos$¢ kaspazy 1 wykonujac pomiar luminescencji wyrazany w umownych jednostkach swietlnych
RLU (ang. relative light unit). Wyniki przedstawiajg $rednie dla wartosci uzyskanych w dwodch
niezaleznych eksperymentach (kazdorazowo n=3). *** p<0,01.
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8. Dyskusja

8.1. Nowe spojrzenie na czgsteczke ATP — znaczenie sygnatowania purynergicznego

W organizmach zywych, ATP jest najwazniejszym i uniwersalnym nosnikiem energii.
Energia zgromadzona w wysoce energetycznych wigzaniach wykorzystywana jest w
réznorakich procesach komorkowych, wymagajacych nakladu energii [121-124]. Dobrze
poznang rolag ATP w organizmie jest rowniez jego udzial w proces transkrypcji [219] oraz
sygnatlowaniu wewnatrzkomoérkowym, gdzie ATP pelni role substratu dla enzymoéw
uczestniczacych w fosforylacji biatek lub wtornych przekaznikow sygnatu [220]. W 1972 roku
Geoffrey Burnstock przypisal ATP nowa funkcje, mianowicie udziat w zewnatrzkomorkowym
przekaznictwie sygnatu z wykorzystaniem receptorow purynergicznych [117]. Badania
Burnstocka zaowocowaly szczegélowym zbadaniem udzialu ATP 1 sygnatowania
purynergicznego w przekaznictwie sygnatu nerwowego [120]. Natomiast stosunkowo
niedawno potwierdzono, iz sygnatowanie purynergiczne zachodzi réwniez w innych, poza
nerwowym, uktadach [104,119]. Szereg badan dowiodt ekspresji receptorow purynergicznych
na komorkach wigkszo$ci tkanek i ukladow oraz wykazano, iz ATP wydzielane parakrynnie
lub autokrynnie, aktywuje receptory purynergiczne, zaangazowane w regulowanie
prawidtowego dziatania m.in. uktadu odpornosciowego, uktadu kostnego, tkanki skornej,
uktadu pokarmowego, moczowo-ptciowego oraz krwionosnego [105-115].

Mimo poczatkowego sceptycyzmu dotyczacego uznania ATP jako no$nika, nie tylko
energii ale i informacji, aktualnie udziat sygnatowania purynergicznego w komunikacji
miedzykomorkowej jest powszechnie uznawany i znajduje si¢ w centrum zainteresowania
badaczy. Licznie prowadzone badania dostarczyly ogromne ilosci danych dotyczacych
rodzajow nukleotydow i nukleozyddéw bioracych udzial w sygnatowaniu oraz ich konwersji w
srodowisku zewnatrzkomorkowym przez specyficzne ektonukleotydazy [132,133]. Wykazano,
ze czasteczki i hydrolizujace je enzymy sa wszechobecne w organizmie ludzkim oraz, ze
moduluja 1 reguluja funkcje organizmu, zar6wno w procesach fizjologicznych panujacych w
warunkach prawidlowych jak i w stanach patologicznych [133,136,142].

ATP oraz jego pochodne, poprzez receptory purynergiczne moga wptywac na rozwoj i
hamowanie wzrostu r6znego typu nowotworow. Przeprowadzone liczne badania wykazaly, ze
ATP hamuje podzialy komorek nowotwordw trzustki, jelita cienkiego oraz grubego, raka ptuc
oraz komorek biataczkowych [114,135]. Jednocze$nie wykazano, iz odpowiedz komorek jest

Scisle uzalezniona od zastosowanego stezenia nukleotydu, gdzie ATP w malej dawce moze
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indukowa¢ progresje nowotworu [140]. W toku badan wykazano, iz wigkszos¢ ludzkich
nowotworow charakteryzuje zwigkszona ekspresja receptora P2X7. Dowiedziano rowniez, ze
zablokowanie dzialania receptora P2X7, poprzez wykorzystanie specyficznych inhibitorow, w
przypadku niektorych typow nowotwordw, m.in. czerniaka, glejaka oraz biataczek szpikowych,
moze powodowaé spowolnienie podziatdéw | wzrostu patologicznych komorek [221].

Rola sygnalowania purynergicznego zostala szczegdtowo zbadana dla nowotwordéw uktadu
krwiotworczego. W przypadku B-komorkowej przewlektej biataczki limfocytowej (CLL, ang.
chronic lymphocytic leukemia), poziom ekspresji receptora P2X7 powigzany zostal ze
zlosliwoscig nowotworu, gdzie w przypadku niskiej stymulacji receptora, jego aktywacja
promuje rozrost komorek, natomiast w przypadku zwigkszonej aktywacji wykazuje dziatanie
cytotoksyczne [222]. Obecno$¢ funkcjonalnych receptoréw purynergicznych, m.in. P2X1,
P2X4, P2XS5 oraz P2X7, zostata wykazana na komoérkach ostrych biataczek szpikowych (AML,
ang. acute myeloid leukemia) [223,224]. Charakteryzowaly si¢ one zwigkszonym poziomem
ekspresji w porownaniu do komodrek normalnych, jednoczesnie silna stymulacja receptorow
P2X powodowala znaczace zahamowanie proliferacji i migracji komoérek AML w warunkach
in vitro [225,226]. Badania zespotlu Profesora Lemoliego dowiodly, iz w komorkach AML,
charakteryzujacych si¢ wysoka ekspresja receptora P2X7, pod wptywem silnej stymulacji ATP
dochodzi do $mierci komérek spowodowanej dysfunkcja mitochondrium oraz aktywnoscia
kaskady kaspaz. W badaniach potwierdzono zwickszong aktywnos$¢ kaspazy 3 — markera

apoptotycznej $mierci komorek [226].

8.2. Rola sygnalowania purynergicznego w regulacji komdorek krwi i KKM

Jak wspominano powyzej, dotychczas prowadzone badania wykazaty udzial sygnatowania
purynergicznego w regulowaniu funkcjonowania uktadu krwionosnego [106,182].
Potwierdzono ekspresje receptorow P2 m.in. na limfocytach 1 monocytach w krwi obwodowe;,
gdzie poréwnanie poziomu ekspresji poszczegdlnych receptorow wykazato istotnie wigkszy
poziom ekspresji P2X1, P2X4 i P2X7 na monocytach, co moze sugerowac ich rolg w aktywacji
I regulowaniu wlasciwosci chemotaktycznych tych komorek [227]. Udziat sygnalowania
purynergicznego w kontroli funkcjonowania zréznicowanych leukocytow jest bezsprzeczny
[228,229]. Zewnatrzkomorkowe ATP stymuluje procesy odpowiedzi komorkowej poprzez

aktywacje receptorow purynergicznych P2X, a w szczegdlno$ci receptora P2X7, ktorego

89



aktywacja zapoczatkowuje kaskade reakcji prozapalnych [141,156]. W procesie aktywacji
swoistej odpowiedzi komdrkowej, ktory opisano we wstepie niniejszej rozprawy, dochodzi do
tworzenia kompleksu inflamasomu Nlrp3, ktory aktywowany jest wtasnie poprzez polaczenie
zewnatrzkomorkowego ATP z receptorami, m.in P2X4 i P2X7 [141,156,212]. W dalszych
etapach, dochodzi do wydzielania prozapalnych interleukin, aktywacji kaskady uktadu
dopeiacza a takze do $mierci komorkowej w wyniku procesu pyroptozy [143]. W toku badan
wykazano, iz kompleksy inflamasomow, w tym inflamasom Nlrp3, aktywowane sa nie tylko
podczas odpowiedzi na infekcje bakteryjne i/lub wirusowe, ale takze w warunkach sterylnego
zapalenia w organizmie, i wydzielanych w jego procesie molekut sygnalizacyjnych DAMP,
m.in. ATP oraz biateck HMGB1 i S100A9 [216].

ATP jest ligandem dla wielu receptoréw zaangazowanych w sygnatowanie purynergiczne.
Oddziatuje zarowno z receptorami P2X, jak i P2Y [118,119]. Aktywacja obydwu receptorow
powoduje gwattowny naptyw jonéw Ca?* do cytozolu [166]. Receptory P2X i P2Y znacznie
r6zni natomiast ,,szybko$¢ dziatania”, zwigzana z r6zng budowa receptorow. Generowanie i
przewodzenie sygnatu przez receptory P2X jest bardzo szybkie, podczas gdy zaangazowanie
biatek G i wtornych przekaznikow w receptorach P2Y spowalnia ten proces [161,162].
Dodatkowo nalezy uwzglednié, iz ATP w przestrzeni zewnatrzkomorkowej hydrolizowane jest
przez ektonukleotydazy do Ado, bedacej ligandem dla receptoréw P1, ktore jak potwierdzono,
wykazujg przeciwstawne dziatanie do ATP [132,134].

Uwzgledniajac dostepne dane literaturowe, doswiadczalne wyjasnienie 1 pelne poznanie
mechanizmow sygnalowania purynergicznego stanowi wyzwanie wspotczesnej biologii
komoérek macierzystych. Niemniej, zaangazowanie ATP w krwiotworzenie oraz procesy
wplywajace na optymalng mobilizacje oraz wszczepianie KKM po przeszczepie jest
bezsprzeczne. Podczas gdy kompleksowe okreSlenie roli receptorow P2Y jest utrudnione,
poniewaz aktywowane sg one przez rozne nukleotydy i nukleozydy, receptory P2X posiadaja
jedynego znanego agoniste, ktérym jest ATP [161,164]. W zwiagzku z powyzszym w ramach
badan prowadzonych w prezentowanej rozprawie doktorskiej postanowiono okresli¢ rolg
receptorow P2X w procesach towarzyszacych terapiom komorkowym wykorzystujacych
KKM.

Terapia KKM obejmuje pobranie materialu do przeszczepu, a nastgpnie jego
przeszczepienie. W kolejnych etapach dochodzi do wszczepienia i zasiedlenia szpiku kostnego
I ostatecznego odtworzenia hematopoezy w organizmie biorcy [41-46]. We wstepie omoéwiono
kilka mozliwosci dotyczacych pobrania KKM do przeszczepu krwiotworczego. Aktualnie,

biorgc pod uwage czynniki takie jak inwazyjno$¢ poszczegdlnych procedur, czas regeneracji
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zaré6wno dawcy jak 1 biorcy oraz uwzgledniajac dzialania niepozadane, dominujacym zrédtem
KKM do przeszczepu jest farmakologicznie mobilizowana krew obwodowa [37,38].
Skutecznos$¢ terapii KKM zalezy gldwnie od ilo$ci przeszczepianych komorek, ale réwniez od
procesow wpltywajacych na wydajno$¢ wszczepienia si¢ komorek do niszy szpikowej [42,43].
Niestety, mimo ogromnych postepow medycyny, wcigz wsrdéd pacjentow poddawanych
terapiom z wykorzystaniem KKM, nadal notowany jest znaczny wspotczynnik $miertelno$ci
[230]. Stad niezbedne sg dalsze badania celem identyfikacji czynnikow oraz procesow
bioracych udzial w mobilizacji KKM oraz ich migracji do szpiku i odtwarzania hematopoezy,
ktore w efekcie koncowym beda stuzy¢ do opracowania bardziej wydajnych protokotow terapii
KKM. Powyzej uzasadniono stusznos$¢ skupienia uwagi na roli, jakg w terapiit KKM moze

pehié sygnatowanie purynergiczne z wykorzystaniem receptoréw P2X.

8.3. Profil ekspresji receptorow P2X na KKM

W pierwszym etapie prowadzonych badan postanowiono okresli¢ profil ekspresji
receptorow P2X w KKM. Dane literaturowe, jak 1 wyniki wlasne, potwierdzaja ekspresje
receptorow P2X na bardziej prymitywnych krwiotworczych komorkach hematopoezy.
Wykazano, iz komorki CD34" izolowane z ludzkiego szpiku kostnego w warunkach
fizjologicznych, charakteryzowaty si¢ ekspresja receptoréw P2Y (P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6,
P2Y11-13) oraz kilku receptorow P2X (P2X1, P2X4 i P2X7) [223,227]. Natomiast
doswiadczenia wlasne, ktorych wyniki zostaty ujete w niniejszej rozprawie, wykazaty ekspresje
wszystkich receptorow P2X we wzbogaconej populacji KKM izolowanych z krwi
pepowinowej. Jak wiadomo, jedynym agonista receptorow P2X jest ATP. Poziom
wewnatrzkomorkowego ATP, petnigcego role alarminy, wzrasta miedzy innymi w warunkach
niedotlenienia komorkowego lub sytuacjach stresowych, do jakich niewatpliwie nalezy porod
[231,232]. Zwigkszone wydzielanie ATP moze ttumaczy¢ inny profil ekspresji receptoréw P2X
w KKM izolowanych z krwi pepowinowej w porownaniu do komorek izolowanych ze szpiku
kostnego. Natomiast zarowno w KKM pochodzacych z krwi pgpowinowej, jak 1 szpiku,
receptory P2X1, P2X4 1 P2X7 charakteryzowaly si¢ najwyzsza ekspresja (dodatkowo
wykazano wysoka ekspresje receptora P2X2 na KKM krwi pepowinowej). Interesujace jest, iz
jedynie ludzkie receptory P2X1, P2X4 i P2X7 wyr6znialy si¢ wyzsza ekspresja na KKM w

porownaniu do komorek jadrzastych, co moze sugerowaé ich zaangazowanie w procesy
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regulujgce hematologiczng homeostazg organizmu. Jednak do tej pory funkcjonalna rola
nukleotydéw i receptorow purynergicznych pozostaje wcigz lepiej poznana w procesach
regulujagcych dzialanie komoérek w petni zréznicowanych oraz nowotworowych [106,114].
Natomiast dostepnos¢ danych dotyczacych ich wplywu na funkcjonowanie komorek
macierzystych uktadu krwiotworczego oraz procesy mobilizacji oraz wszczepianie jest
ograniczona.

Pionierskie dos§wiadczenia zespotu Profesora Ratajczaka wykazaty, ze ATP, po polaczeniu
z receptorem P2X7, poprzez aktywacje inflamasomu Nlrp3, wplywa na poziom mobilizacji
KKM. Brak funkcjonalnego receptora znaczaco obnizat wydajnos$¢ badanych procesow, jednak
nie hamowatl w petni mobilizacji KKM do krwi obwodowej oraz zasiedlania szpiku przez KKM
po przeszczepie [210]. Przyczyna takiego stanu rzeczy bylo najprawdopodobnigj
kompensacyjne dzialanie innych receptoréw P2X, ktore rowniez mogg aktywowaé kompleks

inflamasomu NIrp3, co wykazano w prezentowanych badaniach.

8.4. Uzasadnienie wyboru receptora P2X1 oraz P2X4 do badan okreslajgcych ich rolg w
procesach biologii KKM

Po wstepnej ocenie profilu ekspresji receptoréw P2X na ludzkich oraz mysich KKM oraz
uwzgledniajac dane literaturowe dotyczace sposobu dziatania receptoréw, do szczegdtowych
badan w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej wytypowano dwa receptory. Wybor receptora
P2X4 podyktowany byt podobienstwem sekwencyjnym do receptora P2X7 oraz jego 1000 razy
wickszg wrazliwos$cia na dzialanie ATP. Natomiast zainteresowanie receptorem P2X1
wynikato z faktu, iz jest on receptorem P2X najszybciej przewodzacym sygnat
wewnatrzkomorkowy [161]. Do tej pory potwierdzono, iz receptor P2X4 ulega ekspresji m.in.
na komorkach ukladu odpornosciowego oraz nerwowego. Receptorowi P2X4 przypisuje si¢
wazng role w regulowaniu funkcjonowania uktadu kardiologicznego [233], a przede wszystkim
w bolach neuropatycznych, gdzie w wyniku uszkodzenia uktadu nerwowego nastepuje
zwigkszenie ekspresji receptora P2X4, ktory stymuluje MAPK i w kolejnych etapach wyrzut
neurotroficznych czynnikow pochodzenia moézgowego (BDNFs, ang. brain-derived
neurotrophic factors), powodujgcych nadpobudliwo$¢ neuronow [234-236]. Wykazano, iz stan
zapalny, pojawiajacy si¢ w przypadku uszkodzenie rdzenia kregowego, wynika z zaleznej od

receptora P2X4 aktywacji inflamasomu Nlrp3 [237].
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Prowadzone do tej pory badania nad receptorem P2X1 wykazaly jego znaczenie w
funkcjonowaniu ptytek krwi oraz miegs$ni gladkich. Receptor P2X1 jest jedynym receptorem
P2X ulegajacym ekspresji na ptytkach krwi, gdzie udowodniono, iz jego aktywacja wptywa na
proces ich agregacji [186]. Wykazano réwniez ogromne znaczenie receptora P2X1 dla
funkcjonowania me¢skiego uktadu rozrodczego, gdzie brak ekspresji receptora powoduje
nieptodnos¢ [238-239].

Badajac pojedyncze receptory nalezy pamigta¢ jak rozlegly i skomplikowany jest pelny
obraz sygnalowania purynergicznego. Na komorkach ulega ekspresji wiele rodzajow
receptorow wrazliwych na dzialanie takich samych ligandow. Stad wyzwaniem
eksperymentalnym jest wykorzystywanie specyficznych czynnikow stymulujacych lub
hamujacych ich dzialanie. W niniejszej pracy zastosowano specyficzne inhibitory receptorow
P2X1 oraz P2X4. Nalezy rowniez bra¢ pod uwagg, iz zewnatrzkomoérkowy ATP, bedacy
ligandem receptoréw P2X, rozktadany jest przez ektonukleotydazy do ADP, AMP oraz Ado.
Dane literaturowe wskazuja, iz Ado bedaca ligandem receptorow P1, wykazuje przeciwstawne
dziatanie do ATP, rowniez w regulacji procesu mobilizacji oraz proceséOw zachodzacych po
przeszczepieniu komorek [218]. Dlatego tez nie mozna wykluczy¢, iz przy skutecznym
zablokowaniu receptoréw P2X1 oraz P2X4, obnizenie efektywno$ci wymienionych procesow
nie jest dodatkowo wzmacniane wzmozong aktywnos$cia $ciezki sygnatlowania receptorow P1
[136].

8.5. Rola receptorow P2X1 oraz P2X4 w procesie migracji komorek wzgledem
czynnikow chemotaktycznych

Aby okresli¢ role receptorow P2X1 i P2X4 w procesie mobilizacji oraz wszczepienia KKM
po przeszczepie, w pierwszym etapie zbadano czy receptory te wplywaja na aktywno$¢
migracyjng KKM wzgledem znanych czynnikoéw chemotaktycznych. Do tej pory, prowadzone
eksperymenty, wykazaty udziat receptoréw P2X1 i P2X4 w migracji innych niz KKM
komorkach. Zespot Profesor Oury wykazal, iz receptor P2X1 reguluje ATP zalezng migracje
neutrofili [187]. W przypadku receptora P2X4, potwierdzono jego udzial w odpowiedzi
chemotaktycznej kilku rodzajow komorek, m.in. monocytow oraz komorek mikrogleju [240].
Niewatpliwe interesujace, ze wzgledu na powigzanie z procesami migracyjnymi KKM 1

znanymi czynnikami wyzwalajacymi odpowiedZ chemotaktyczng, sa wyniki badan w ktorych
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wykazano, iz komorki mikrogleju migruja wzglgdem gradientu S1P, gdzie SI1P indukuje
uwalnianie ATP 1 aktywacj¢ m.in. receptora P2X4 [240]. Innym typem komorek, w ktorych
procesy migracyjne regulowane sg przez receptory P2X4, sa limfocyty T, gdzie wykazano
m.in., ze SDF-1 indukuje wyrzut ATP oraz aktywacj¢ receptorow P2X4 i ich autokrynna
stymulacje [203].

Potwierdzono rowniez zaangazowanie sygnatowania purynergicznego w aspekcie migracji
KKM. Badania wykazaty, iz odpowiedz chemotaktyczna KKM wzgledem SDF-1
warunkowana jest wydzielaniem ATP i autokrynng stymulacja oraz, ze zablokowanie
paneksyny 1, specyficznego kanatu wydzielania ATP, powodowato obnizenie odpowiedzi
chemotaktycznej [215]. Uzyskane w ramach niniejszej rozprawy wyniki, w ktorych wykazano,
iz brak funkcjonalnego receptora P2X4 oraz blokowanie ekspresji receptora P2X1 poprzez
wykorzystanie specyficznego inhibitora NF 449, znaczaco obnizylo odpowiedz
chemotaktyczng komodrek wzgledem chemoatraktantow, w tym rowniez SDF-1, co sugeruje, iz
ATP stymuluje migracje komorek poprzez aktywacje badanych receptorow. Ciekawa
obserwacja dotyczaca wptywu sygnatowania purynergicznego na proces migracji komorek byt
wynik pomiaru szybkosci przemieszczania si¢ komorek pod wptywem dziatania bodzca
chemotaktycznego. Zaobserwowano zwigkszong szybkos$¢ przemieszczania si¢ komodrek pod
wplywem ATP wzgledem SDF-1 oraz potwierdzono zaangazowanie receptora P2X4 w ten
proces poprzez wykorzystanie specyficznego inhibitora PSB 12054. Wplyw sygnalowania
purynergicznego na szybkos$¢ migracji zostat rowniez potwierdzony przez innych badaczy dla
limfocytow T [203]. Obserwacje potwierdzaja udziat funkcjonalnego receptora P2X4 na

procesy migracji komorek.

8.6. Znaczenie receptorow P2X1 oraz P2X4 w procesie farmakologicznej mobilizacji

Proces mobilizacji KKM do krwi obwodowej oraz przeciwstawny proces ich wszczepiania
si¢ do niszy szpikowej, mimo ogromnego znaczenia obydwu procesOw, nie zostat jeszcze w
peini poznany i wyjasniony. Pionierskie badania nad procesem mobilizacji wykazaty, iz
wyjscie KKM ze szpiku kostnego do krwi obwodowej warunkowane jest powstaniem
proteolitycznego S$rodowiska w niszy szpikowej, ktére prowadzi do ostabienia wigzan
utrzymujagcych KKM w niszy szpikowej (0osie CXCR4-SDF-1 oraz VCAM-1-VLA-4) oraz

permabilizacji bton endotelialnych na granicy anatomicznej szpiku i krwi obwodowej [57,87].
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W toku prowadzonych badan identyfikowano kolejne czynniki wplywajgce na ten proces.
Udowodniono m.in. bardzo wazng rol¢ komoérek odpornosci nieswoistej w procesie mobilizacji
[72,74]. Wyniki badan kilku zespotéw wykazaty, iz dziatanie granulocytow oraz makrofagow
umozliwia wyjscie KKM ze szpiku. Mechanizm dziatania granulocytow polega na “torowaniu”
drogi wyjscia dla innych komoérek oraz wydzielaniu enzymow proteolitycznych [74,241,242],
natomiast monocyty sg zrodtem chemokin zaangazowanych w proces mobilizacji [243]. Jak
wspomniano, w Srodowisku szpiku powstaje stan tzw. “sterylnego zapalenia”. Stan ten, w
szpiku kostnym, zwigzany jest z aktywnos$cig uwalnianych przez granulocyty alarmin czyli
czastek DAMP [76,215,216]. Najlepiej poznana alarmina, ATP, wydzielana jest do przestrzeni
zewnatrzkomorkowych glownie przez kanaty paneksynowe [130,211]. Zaangazowanie same;j
czasteczki ATP w proces mobilizacji zostala potwierdzona przez wyniki badan zespotu
Profesora Ratajczaka. Udowodniono m.in., ze wydzielane ATP aktywuje inflamasom Nlrp3 w
KKM poprzez potaczenie z receptorami P2X7 [210] oraz, iz ATP jednocze$nie moze
aktywowac alternatywna, lektynowa droge aktywacji kaskady uktadu dopetniacza, poprzez
aktywacje bialka wigzgcego mannoz¢ (MBL, ang. mannose binding lectin) przez czasteczki
DAMP [75]. Kolejne badania wykazaty réwniez rolg inflamasomu Nlrp3 w procesach
mobilizacji i wszczepienia KKM po przeszczepie krwiotworczym [146].

Wykazanie roli ATP w procesie mobilizacji i jednoczesnej zaleznosci procesu aktywacji
kompleksu inflamasomu NIrp3 i kaskady uktadu dopetniacza, przedstawionej schematycznie
na Rycinie 7, bylo niewatpliwg przestanka do prowadzenia badan nad sygnalizacja
purynergiczng w aspekcie krwiotworzenia oraz procesOw warunkujacych prawidiowa
mobilizacje, wszczepianie komorek po przeszczepie oraz prawidlowy proces odnowy
hematologicznej.

Jak wielokrotnie wspominano, sukces terapii KKM warunkowany jest w duzej mierze
iloscig przeszczepianych KKM [42,43]. Pobranie dostatecznej liczby komorek niestety weiaz
stanowi wyzwanie dla medycyny transplantacyjnej. Identyfikowanie podloza dla problemu
obnizonej mobilizacji moze przyczyni¢ si¢ do opracowania skuteczniejszych protokotéw
pozyskiwania komorek. Pacjenci wykazujacy obnizenie wydajnosci procesu mobilizacji, co w
konsekwencji oznacza pozyskanie niewystarczajgcej iloSci komorek CD34" do przeszczepu,
nazywani sg tzw. “poor mobilizers” (z ang. ,,stabi mobilizatorzy”). Badania retrospektywne,
analizujace poziom mobilizacji KKM do przeszczepoéw auto- i allo-genicznych wykazaty, ze
okoto 5% zdrowych dawcow 1 od 10 do nawet do 40% dawcow w przypadku przeszczepow
autologicznych okazuje si¢ naleze¢ do grupy ,,poor mobilizers” [244]. Podloze problemu jest

ztozone i moze by¢ spowodowana kilkoma r6znymi przyczynami. Do tej pory zidentyfikowano
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kilka gtéwnych czynnikéw obnizajagcych wydajnos¢ mobilizacji KKM do krwi obwodowe;.
Najogolniej, przyczyny mozna podzieli¢ na wynikajace z defektow samych KKM lub defektow
niszy szpikowej. Badania genetyczne os6b wykazujacych niedostateczny stopien mobilizacji
komoérek CD34", po zastosowaniu standardowego protokotu mobilizacji wykorzystujacego G-
CSF, przypisaty zidentyfikowane polimorfizmy genow kodujacych m.in receptor czynnik
stymulujacy tworzenie kolonii granulocytow (GCSFR, ang. granulocyte colony-stimulating
factor receptor), molekute adhezyjng VCAM-1 i/lub chemoking SDF-1 [245]. Wszystkie te
czynniki s3 oczywiscie znanymi regulatorami procesu mobilizacji. Celowane analizy mutacji
genetycznych dawcow komorek do przeszezepoéw zidentyfikowaly rowniez mutacje m.in. w
genach ASXL1, DNMT3A, JAK2, SF3BI1, TET2 oraz TP53 jako czynniki ryzyka stabej
mobilizacji [246]. Mobilizowanie niedostatecznej ilosci komorek CD34" moze wynikaé przede
wszystkim z obnizonej ilosci KKM w szpiku kostnym lub dysfunkcji w dziataniu
mechanizmow utrzymujacych KKM w niszy szpikowej [245]. Zesp6l Profesora Geigera
wykazal, iz receptor nabtonkowego czynnika wzrostu (EGFR, ang. epidermal growth factor
receptor) negatywnie reguluje proces mobilizacji. Badacze potwierdzili, iz farmakologiczne
zmniejszenie aktywnosci EGFR, poprzez zastosowanie specyficznych inhibitorow, wptywato
na znaczne zwickszenie ilosci mobilizowanych komoérek progenitorowych [247]. Zespot
Profesora Lapidota zbadal natomiast istotno$¢ prawidtowego funkcjonowania kaskady
krzepnigcia krwi w prawidlowej retencji KKM w niszy szpikowej oraz ich wyjscia do krwi
obwodowej w procesie mobilizacji. Szczegdlng uwage badacze poswiecili dziataniu receptora
aktywowanego przez proteaz¢ 1 (PAR1, ang. protease activated receptor 1). W czasie
mobilizacji, wytwarzana trombina aktywuje PAR1, ktory nastepnie aktywuje odpowiedz
prozapalng wptywajaca na rekrutacje KKM do krwi obwodowej. Wyniki uzyskiwane na
modelu zwierzecym zostaly potwierdzone w badaniach na pacjentach poddawanych
protokotowi mobilizacji komorek CD34", gdzie wykazano, iz niska ekspresja receptora PAR1
korelowala z obnizeniem wydajnosci procesu mobilizacji [248]. Rola kaskady krzepnigcia krwi
w procesie mobilizacji byta rOwniez badana przez zesp6t Profesora Ratajczaka. W badaniach
tych potwierdzono, iz kaskada krzepnigcia, fibrynoliza oraz kaskada ukladu dopeiniacza
ulegaja aktywacji podczas procesu farmakologicznej mobilizacji [75,249,250].

Rola kaskady uktadu dopelniacza w procesie mobilizacji jest bezsprzeczna [73,96,251-254]
1 zostala rowniez pokrdtce opisana w niniejszej rozprawie. Natomiast przedstawione wyniki
dotyczace udziatu receptoréw purynergicznych pozwolity na zidentyfikowanie mechanizméow
posredniczacych w tym procesie. Powigzanie sygnatowanie purynergicznego oraz inflamasomu

Nlrp3 z aktywacja kaskady dopetniacza, schematycznie przedstawione na Rycinie 7, dostarcza
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nowych informacji oraz czyni catoSciowy obraz procesu Dbardziej pelnym
[136,144,146,156,207,218]. Potwierdzenie roli sygnatowania purynergicznego oraz wyniki
okreslajace znaczenie poszczegdlnych jego elementow, jak np. receptorow P2X1 i P2X4, ktore
zostaly przedstawione w niniejszej rozprawie moze przyczyni¢ si¢ do zrozumienia
mechanizmow regulujgcych proces mobilizacji oraz moze pozwoli¢ na zastosowanie lepszych
strategii mobilizacji z wykorzystaniem dostepnych, lub nowo syntetyzowanych lekow dla
badan przedklinicznych oraz klinicznych.

Wybor receptorow P2X1 i P2X4 w aspekcie badan zwigzanych z procesami
towarzyszacymi terapii KKM wynikal z ich wysokiej wrazliwo$ci na dzialanie ATP oraz
szybkiego przewodzenia powstajacego sygnatu. Do tej pory okreslono role innego receptora z
grupy P2 w procesie farmakologicznej mobilizacji KKM. Wykazano, iz prawidtowa ekspresja
receptora P2X7 ma znaczenia dla optymalnej mobilizacji KKM, gdy czynnikiem
mobilizujagcym byt G-CSF, natomiast nie jest kluczowa podczas mobilizacji z wykorzystaniem
AMD3100 [210]. Wyniki uzyskane w badaniach nad znaczeniem receptora P2X4,
wykazujacego bardzo duza homologi¢ z receptorem P2X7 dowiodly, iz receptor ten reguluje
mobilizacje KKM indukowang zaréwno G-CSF jak i AMD3100. Okre$lono rowniez czy
jednoczesny brak receptorow P2X4 oraz P2X7, ktore wedlug danych literaturowych moga
tworzy¢ heterodimery [255], wykaze synergistyczny efekt 1 zwigkszy defekt mobilizacji. W
tym celu, myszy P2X7 KO poddano dzialaniu inhibitora P2X4, PSB 12054, a nast¢pnie
przeprowadzono mobilizacj¢. Uzyskane wyniki $wiadcza o niewielkim efekcie
synergistycznym obydwu receptoréow. Jedynie ilo$¢ oznaczonych komoérek SKL byla
statystycznie obnizona, poréwnujac mobilizowane myszy P2X7 KO oraz grupg myszy P2X7
KO poddawanych dziataniu PSB 12054, inhibitora P2X4. Uzyskany wynik $wiadczy, iz
optymalna mobilizacja KKM ze szpiku do krwi obwodowej pod wptywem G-CSF wymaga
prawidlowego funkcjonowania obydwu receptorow P2X7 i1 P2X4. Nastepnie okreslono czy
inne receptory P2X, w tym receptor P2X7 moge kompensowac brak receptora P2X4 podczas
mobilizacji z wykorzystaniem AMD3100. Wedtug opublikowanych wczesniej danych, brak
receptora P2X7 nie wplywal na istotne statystycznie obnizenie poziomu mobilizacji [210].
Przedstawione w niniejszej rozprawie wyniki wykazaly natomiast, iz receptor P2X4
zaangazowany jest w mechanizmy mobilizacji zachodzace pod wplywem dziatania czynnika
AMD3100. Wykazano istotne obnizenie poziomu mobilizacji, udowadniajac, ze pozostate,
prawidtowo dzialajace receptory, nie wykazuja dziatania w pelni kompensacyjnego, jakie miato
miejsce W przytoczonym przyktadzie mobilizacji myszy z defektem receptora P2X7. Dostgpne

dane literaturowe wskazuja na duza zaleznosc¢ receptorow P2X4 1 P2X7 [255,256]. Pierwsza z
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nich jest wspominana homologia budowy. Charakteryzujg si¢ one rowniez podobnym profilem
ekspresji, szczegolnie na komoérkach uktadu immunologicznego, ktore aktywnie uczestnicza
m.in. w procesie mobilizacji [109,227,257]. Ponadto, udowodniono, iz obydwa receptory
lokalizujg si¢ w tych samych obszarach btony komorkowej, co sugeruje, iz ich funkcjonowanie
zalezy od wspdlnej interakcji [256]. Rowniez obydwa receptory sg znanymi silnymi
aktywatorami inflamasomu Nlrp3, ktorego interakcja z kaskadg uktadu dopelniacza jest
glownym mechanizmem warunkujacym prawidtowa mobilizacj¢ KKM. Natomiast réznica w
znaczeniu obydwu receptorow w AMD3100 zaleznej mobilizacji moze by¢ tlumaczona
poprzez szybko$¢ dziatania i wrazliwo$¢ obydwu receptorow na ATP. Jak wiadomo, ATP
wydzielane z komorek ulegajacych aktywacji podczas procesu mobilizacji indukuje receptory
purynergiczne, ktore nast¢pnie uczestniczg w aktywacji inflamasomu Nlrp3 i dalszych kaskad.
Mobilizacja z wykorzystaniem AMD3100 jest procesem gwattownym, prowadzacym do
wyjscia KKM do krwi w bardzo krotkim czasie. Szybko$¢ tego procesu moze by¢ wilasnie
kluczowym elementem, z ktoérego wynika réznica w znaczeniu poszczegdlnych receptorow.
Jak wiadomo, badany receptor P2X4 jest okoto 10 tys. razy bardziej wrazliwy na st¢zenie ATP
niz receptor P2X7 [161].

Udowodnienie, iz nie tylko receptor P2X7, ktéremu do tej pory poswigcono najwigksza
uwagg, ale rowniez receptor P2X4 ma ogromne znaczenie w procesie mobilizacji sktonito do
zweryfikowania eksperymentalnie czy pozostale receptory purynergiczne P2X mogg rowniez
odgrywac¢ podobna role. Jak juz wspomniano, W grupie receptoréw P2X, P2X1 jest receptorem
najszybciej przewodzacym sygnal wewnatrzkomorkowy [161]. Dodatkowo, dane literaturowe
wskazuja, iz receptor ten rowniez uczestniczy w aktywacji inflamasomu NIrp3 [155]. Co
wiecej, receptor P2X 1 reguluje wtasciwosci migracyjne neutrofili, komoérek o duzym znaczeniu
w procesach regulujacych funkcjonowanie niszy szpikowej i procesie mobilizacji [258,259]. W
zwigzku z powyzszym, okreslono wptyw zahamowania ekspresji receptora P2X1 na proces
mobilizacji KKM. Otrzymane wyniki wykazaty obnizenie wydajno$ci mobilizacji indukowanej
zarowno przez G-CSF, jak i AMD3100 przy jednoczesnym zastosowaniu NF 449,
specyficznego inhibitora receptora P2X1. Stopien obnizenia mobilizacji byl podobny do
wynikow uzyskanych dla receptora P2X4. Uzyskane wyniki potwierdzily roéwniez, iz
funkcjonowanie wszystkich receptoréw P2X jest warunkiem prawidtowej mobilizacji
indukowanej z wykorzystaniem czynnika G-CSF oraz zidentyfikowatly receptor P2X1 jako
kolejny receptor o kluczowym znaczeniu podczas mobilizacji z wykorzystaniem AMD3100.
Udziat receptora P2X1 wymaga dalszych analiz w celu doktadniejszego poznania i rozrdznienia

efektow warunkowanych ekspresja receptora na KKM oraz na komorkach odpowiedzi
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immunologicznej, ptytkach krwi oraz komorkach budujacych nisz¢ szpikows [186,260].
Dodatkowych badan wymaga rowniez ocena zaangazowania w aktywowanie drogi kaskady
krzepnigcia krwi, ktérej udziat w indukowaniu wyjscia KKM ze szpiku zostat wcze$niej
potwierdzony [250,261,262].

Uwzgledniajac role receptoréw purynergicznych P2X w procesie mobilizacji nalezy
zaznaczy¢, 1z sg one jedynie posrednikiem przekazywania sygnatu, a ich aktywnos¢
uzalezniona jest od obecnosci ich jedynego ligandu, czyli ATP. Szereg badan potwierdzit rolg
ATP w procesie mobilizacji [192,209,210]. Dodatkowo wykazano przeciwstawne dziatanie
metabolitu ATP czyli Ado, bedacej ligandem dla receptorow P1, ktérych aktywnos¢

negatywnie reguluje dziatanie, aktywowanego jest przez receptory P2X, inflamasomu Nlrp3.

8.7. Rola receptorow P2X1 oraz P2X4 w procesie wszczepienia i zasiedlania niszy
szpikowej przez KKM oraz odnowie hematologicznej po przeszczepie

Jak wielokrotnie podkreslano, skuteczno$¢ terapii z wykorzystaniem KKM w gltownej
mierze zalezy od przeszczepienia odpowiedniej liczby komoérek CD34*. Dodatkowo na
skutecznos¢ terapii KKM moze rowniez wptywac op6znione lub niedostateczne wszczepienie
KKM do szpiku po przeszczepie [263-265]. Proces prawidtowego wszczepienia i zasiedlenia
niszy szpikowej, w celu odtworzenia hematopoezy, w duzej mierze zalezy od zdolnosci
przeszczepianych komorek do odpowiedzi na gradient st¢zenia chemoatraktantow, migracji do
szpiku i ich zdolno$ci adhezyjnych [71,97,266]. Jednoczesnie nalezy pamigtaé, iz prawidtowe
wszczepienie do niszy szpikowej zalezy rowniez od prawidtowego funkcjonowania i1 regulacji
mikro$rodowiska jamy szpikowej dawcy [267]. Stad, w kontekscie terapii KKM, proces ten
poddano wnikliwej analizie.

Oproécz gtdéwnych, dobrze odpisanych chemoatraktantow KKM, takich jak SDF-1 czy S1P,
rola ATP w procesie migracji zostata potwierdzono i szczegdtowo zbadana [89]. Udowodniono,
iz stezenie ATP w niszy szpikowej znaczaco wzrasta podczas terapii mieloablacyjnej [216]. W
ostatnim czasie opisano réwniez rolg tzw. stanu sterylnego zapalenia podczas wszczepiania si¢
1 zasiedlania niszy szpikowej przez KKM [216]. W pracy zespolu Profesora Ratajczaka
udowodniono, iz do optymalnego wszczepienia si¢ komorek niezbedne jest prawidtowe
funkcjonowanie kanatu paneksyny 1, za pomocg ktoérego wewnatrzkomoérkowe ATP

transportowane jest na zewnatrz komorki [215]. Kanatl paneksynowy jest elementem posrednim
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wplywajgcym na dostepnos¢ ATP i jego dalszg droge w aktywacji np. inflamasomu Nlrp3 lub
innych procesach, jak np. stymulowanie chemotaksji KKM.

Historycznie wiadomo, iz w procesie “homingu”, czyli wszczepienia KKM do niszy
szpikowej, gldéwng rolg odgrywa SDF-1. SDF-1 jest bardzo silnym chemoatraktantem, ktory
nawiguje przeszczepiane, najczesciej za pomocg wlewu dozylnego, KKM do szpiku kostnego
[71,268]. Jednak gromadzone dane, m.in. pochodzace z badan z wykorzystaniem myszy
CXCR4 KO (receptora dla SDF-1) nie wykazaly calkowitego uposledzenia procesu
wszczepiania, co $wiadczylo o tym, iz inne czynniki lub mechanizmy uczestniczg (badz
kompensujg) ten proces. Wykazano m.in. wazng role S1P [269]. Jednak kontynuacja badan
udowodnita, ze pozbawienie myszy receptorow dla SDF-1 i S1P nadal nie skutkowata
catkowitym brakiem wszczepienia KKM do niszy szpikowej [269]. Poniewaz dostgpne dane
wykazywaty, iz ATP jest rowniez chemoatraktantem wptywajacym na migracje komorek,
okreslono jego role w procesie wszczepienia, gdzie uzyskane wyniki potwierdzity, iz ATP jest
rowniez czynnikiem warunkujacym prawidlowy proces ,homingu” [215]. Analizujac
mechanizmy zachodzgce w niszy szpikowej podczas terapii mieloablacyjnej wykazano, iz
oporne na napromienienie makrofagi oraz komoérki zrgbu ulegaja aktywacji [270-271].
Dodatkowo wykazano aktywacj¢ kaskady ukladu dopetniacza [216]. Ponadto, dziatanie ATP
moze polega¢ na wzmacnianiu sygnatu chemotaktycznego SDF-1 lub wykazywa¢ dzialanie na
komorki budujace nisze szpikowga [272].

Przeszczepiona komoérka aby dotrze¢ do mikrosrodowiska niszy szpikowej i jg zasiedli¢ w
celu odtworzenia hematopoezy musi aktywnie przemieszczaé si¢ pod wplywem dziatajacego
gradientu chemotaktycznego [71,72,97,100,268]. W procesie tym istotng role odgrywaja tzw.
tratwy lipidowe [204,273]. Dane literaturowe wskazuja, iz reorganizacja btony komorkowej 1
wbudowywanie receptorow CXCR4 w wiodgcym brzegu (and. leading edge) wedrujacej
komorki zalezna jest od aktywacji inflamasomu Nlrp3, a w konsekwencji wydzielania ATP,
gdzie wywotywany efekt auto- i parakrynny indukuje wbudowywanie receptora CXCR4 i
przemieszczanie w gradiencie stezenia SDF-1 [136]. Stad niewatpliwy udziat sygnalowania
purynergicznego w niniejszym procesie. Dodatkowo, dane uzyskiwane podczas badania
procesoOw migracyjnych innych typéw komorek wykazaty, iz dziatanie SDF-1 oraz S1P moze
indukowac¢ wzrost st¢zenia ATP oraz aktywacje¢ receptoréw P2X1 oraz P2X4 i ich autokrynna
stymulacje [203,240].

Udowodnienie, iz terapia mieloablacyjna indukuje stan sterylnego zapalenia niszy
szpikowej [216] oraz blizsze przyjrzenie si¢ poszczegdlnym elementom wywotujacym ten stan,

potwierdza stuszno$¢ doktadnego zbadania znaczenia sygnatowania purynergicznego w
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procesie wszczepienia KKM do niszy szpikowej, a wyniki niniejszej pracy stanowia
kontynuacje tego toku badan. Przeprowadzone doswiadczenia wykazaty, iz zardGwno receptor
P2X1, jak i P2X4 odgrywaja istotng role w procesach wszczepienia, zasiedlania oraz odnowy
hematologicznej. Uzyte modele doswiadczalne pozwolity na zweryfikowanie czy wydajnosé
wyzej wymienionych procesoéw zalezy od prawidtowo funkcjonujgcych receptorow P2X na
przeszczepianych KKM, czy od ich udziatu w regulacji mikrosrodowiska niszy szpikowej, lub
by¢ moze jest istotne sg w obydwu wyzej wymienionych przypadkach. Przeprowadzone
eksperymenty potwierdzily tez¢ o istotnos$ci prawidlowego funkcjonowania receptoréw
zardwno na KKM, jak 1 w mikro§rodowisku niszy szpikowe;.

Wykazano, iz ilo$¢ wszczepianych do niszy szpikowej, w krotkim eksperymencie
,homingu”, jak i w eksperymencie okreslajgcym wydajnos¢ zasiedlania niszy szpikowej jest
obnizona, jesli zdrowym o0sobnikom przeszczepia si¢ KKM preinkubowane z inhibitorem
receptora P2X1 lub P2X4. Wynik ten $wiadczy o istotnosci funkcjonalnych receptorow na
KKM. Obnizenie wydajnosci wymienionych procesOw wynika najprawdopodobniej z
przytaczanej wczesniej regulacji procesu tworzenia tratw lipidowych i stymulujacego dziatania
ATP [136,204,240]. Ciag nastgpujacych po sobie zdarzen i ich konsekwencje dla potencjatu
migracyjnego komorek oraz zaangazowania sygnalowania purynergicznego w ten proces
zostalo szczegdtowe opisane w pracy Profesora Ratajczaka [274]. W pracy tej, analizujac
szereg doswiadczen, przeprowadzonych na myszach wykazujacych defekty w aktywacji
kompleksu inflamasomu Nlrp3, sygnalowaniu purynergicznym oraz dziataniu oksydazy
NAPDH (Nox2, ang. NADPH oxidase 2) zaproponowano, iz w odpowiedzi na sygnat
chemotaktyczny, Nox2 produkuje ROS, ktore sg aktywatorami inflamasomu Nlrp3 [275,276].
Jak wiadomo, aktywacja inflamasomu Nlrp3 powoduje wyrzut ATP z komorki, ktorego
zadaniem jest autokrynna stymulacja dzialania inflamasomu [146]. Jak udowodniono,
stymulacja przez zewnatrzkomérkowy ATP odbywa si¢ poprzez polaczenie z receptorami
purynergicznymi. Mechanizm ten tlumaczy role¢ receptorow P2X1 i P2X4 w procesie
wszczepiania i zasiedlania szpiku na poziomie KKM.

W drugim ukladzie eksperymentalnym, kiedy myszy przed i w trakcie trwania
eksperymentu poddawane byly dziataniu PSB 12054 lub NF 449, specyficznych inhibitorow
receptorow P2X4 1 P2X1, a nastegpnie zostaty przeszczepione normalnymi komérkami, rowniez
wykazano obnizenie efektywno$ci wszczepienia i zasiedlania niszy szpikowej. Podobna 0§
sygnatowania zostata prawdopodobnie zachwiana rowniez w tym przypadku. Dostepne wyniki
badan wskazuja, iz podczas mieloablacji szpiku kostnego dochodzi do aktywacji inflamasomu

Nlrp3 w niszy szpikowej [216]. Odpowiedzialne za ten proces s3 komorki odpornos$ci oporne
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na napromienienie. W przypadku niszy szpikowej, badania nad rolg sygnatowania
purynergicznego wykazaty, iz blokowanie kanatu paneksyny 1 uposledza proces wszczepiania
[215] stad nalezy wnioskowac, iz niezbedna jest autokrynna aktywacja inflamasomu Nlrp3, z
wykorzystaniem ATP oraz receptoréw purynergicznych, dla optymalnego wszczepienia i
zasiedlenia szpiku po przeszczepie krwiotworczym.

Rekonstytucja szpiku oraz odtworzenie hematopoezy przez przeszczepione komorki jest
ostatnim etapem terapii z wykorzystaniem KKM. Uzyskanie remisji choroby warunkowane jest
prawidlowym wszczepieniem i zasiedleniem niszy szpikowej. Doswiadczalnie okreslono
dynamike odnowy hematologicznej w takich samych ukladach eksperymentalnych, jakie
omoéwiono powyzej. W przypadku obydwu uktadéw eksperymentalnych udato si¢ catkowicie
odnowi¢ uktad krwiotwdrczy biorcy, zaobserwowano jednak obnizong dynamike i wydhuzony
czas powrotu wartosci WBC 1 PLT do wartosci sprzed przeszczepu. Defekt ten jest
najprawdopodobniej konsekwencja obnizonej wydajnosci wszczepienia 1 zasiedlenia niszy
szpikowej wskazujacej na to, iz mniejsza liczba komorek odpowiedzialna byta za wznowienie
procesu krwiotworzenia.

Uzyskane wyniki wskazuja, iz regulacja proceséw warunkujacych skuteczng terapie z
wykorzystaniem KKM jest zlozona i wielopoziomowa. Badane do tej pory elementy osi
faczacych sygnatowanie purynergiczne z aktywacja inflamasomu Nlrp3 oraz kaskada ukladu
dopelniacza zdajg si¢ by¢ niezwykle istotne. W zadnym wypadku nie zaobserwowano
natomiast catkowitego zahamowania procesu wszczepiania czy zasiedlania szpiku co swiadczy,
iz wykluczenie jednego elementu moze by¢ czgSciowo kompensowane poprzez dziatanie
pozostalych mechanizméw. Sita napgedowa, czy tez centralnym elementem, zdaje si¢ byc¢
czasteczka ATP stad zasadne jest blizsze poznanie znaczenia oraz funkcjonowania pozostatych

receptorow purynergicznych, ulegajacych aktywacji pod wptywem dziatania ATP.
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9. Podsumowanie

Sygnalowanie purynergiczne jest pierwotnym rodzajem sygnalizacji pozakomorkowej, w
ktérej elementami posredniczacymi w przekazywaniu sygnatu sa zewnatrzkomorkowe
nukleotydy, w tym ATP. Prowadzone do tej pory badania skupialy uwage na okreslenie roli
ATP oraz receptora P2X7 w regulacji wielu procesow, zarowno w warunkach prawidtowych,
jak 1 patologicznych. W aspekcie badan nad procesami towarzyszacymi terapil Z
wykorzystaniem KKM wykazano, iz ATP jest waznym regulatorem procesu mobilizacji,
wszczepiania si¢ komorek oraz odnowy hematologicznej po przeszczepie. Dodatkowo
wykazano, iz mediatorem dziatania ATP jest receptor P2X7. Celem niniejszej pracy byto
zbadanie potencjalnego znaczenia innych receptorow P2X w wymienionych procesach.

Ocena profilu ekspresji receptorow P2X na KKM pochodzenia ludzkiego i mysiego,
pozwolita na wytypowanie dwoch receptorow do badan, P2X1 i P2X4. Receptory te
charakteryzowaly si¢ wysoka ekspresja na badanych komorkach oraz cechami, takimi jak
wysoka wrazliwos$¢ na ATP i szybkie przewodnictwo sygnaty, ktére mogly mie¢ znaczenie w
regulowaniu KKM podczas procesu mobilizacji czy wszczepienia.

Wyniki farmakologicznej mobilizacji z wykorzystaniem czynnikéw G-CSF oraz
AMD3100 wykazaty, ze zablokowanie prawidlowej funkcji receptorow P2X1 oraz P2X4 z
wykorzystaniem specyficznych inhibitoréw powodowato znaczace uposledzenie tego procesu
co wskazuje, 1z brak aktywnego receptora P2X1 lub P2X4 nie jest w peilni kompensowany
poprzez inne receptory.

Obserwacje oraz wyniki uzyskiwane podczas eksperymentow okreslajacych wydajnosé
wszczepienia oraz zasiedlania niszy szpikowej wykazaty rowniez, iz poprawne funkcjonowanie
receptora P2X1 oraz P2X4 jest niezbedne dla uzyskania prawidtowego wszczepienia.
Dodatkowo wykazano, iz obnizenie wydajno$ci procesu wszczepienia i zasiedlenia niszy
szpikowej prowadzi do wydhluzenia czasu potrzebnego do pelnej odnowy hematologicznej po
przeszczepie. Zastosowane uktady doswiadczalne wykazaty istotno$¢é prawidlowego dziatania
receptorow zarowno na KKM, jak i w komorkach niszy szpikowej. Istotne znaczenie ekspresji
receptorow P2X1 oraz P2X4 w procesach towarzyszacych migracji do szpiku oraz w procesie
sterylnego zapalenia powstajacego podczas terapii mieloablacyjnej przed przeszczepem (jak
réwniez w czasie farmakologicznej mobilizacji z wykorzystaniem G-CSF oraz ATP) wynika
z ich zaangazowania w przewodzenie sygnatu pomigedzy ATP a infamasomem Nlrp3 i

posrednio, wtasnie przez inflamasom Nlrp3, udziat w aktywacji kaskady uktadu dopetniacza.

103



Wyniki uzyskane w ramach niniejszej rozprawy znaczaco zwiekszajg poziom wiedzy 0 roli
sygnatowania purynergicznego w procesach warunkujgcych prawidtowa mobilizacje KKM do
krwi obwodowej oraz wszczepienie 1 zasiedlanie niszy szpikowej przez komorki po
przeszczepie, w celu odtworzenia hematopoezy. Wymienione procesy warunkujg
przeprowadzenie skutecznej terapii z wykorzystaniem KKM, poczawszy od uzyskania
odpowiedniej iloSci komorek CD34" w procesie mobilizacji, po najkrétszy mozliwy czas
potrzebny na odtworzenie uktadu krwiotworczego juz po przeszczepie. Wykazanie znaczenia
receptorow P2X1 oraz P2X4 moze zosta¢é wykorzystane do optymalizacji protokolow
klinicznych dla pacjentow poddawanych mobilizacji, gdzie wytypowanie mutacji w genach
kodujacych receptory purynergiczne bedzie wskazowka do zastosowania niestandardowych

procedur mobilizacji.
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10. Whnioski

Wyniki przeprowadzonych do$wiadczen, zawarte w niniejszej rozprawie doktorskiej

pozwalajg na sformutowanie wnioskow:

1. Receptory P2X regulujg ludzka hematopoeze. Potwierdza to wysoka ekspresja receptorow
P2X1, P2X4 oraz P2X7 na KKM izolowanych z krwi pepowinowe;.

2. Receptory purynergiczne P2X1 i P2X4 zwigkszaja migracj¢ KKM do glownych czynnikéw
chemotaktycznych (SDF-1, ATP oraz S1P).

3. Inhibitory receptorow P2X1 oraz P2X4 moga znalez¢ zastosowanie w transplantologii
hematologicznej poprawiajac efektywno$¢ procesu farmakologicznej mobilizacji i
wszczepienia komorek po przeszczepieniu.

4. Receptory P2X s3 receptorami sygnalizujagcymi w KKM, biorgcymi udzial w
przekazywaniu informacji z pozakomorkowego ATP na aktywacje kompleksu
inflamasomu NIrp3.

5. Rodzina receptorow P2X charakteryzuje si¢ duzym stopniem wzajemnej kompensacji w

przypadku blokady dziatania receptorow P2X1 1 P2X4.
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Kopie zgod Komisji Etycznych oraz Bioetycznych na prowadzenie badan.

UNIVERSITY OF
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. Vice Chair

Institutional Animal Care and Use Committee (IACUC)

November 19, 2019

Dr. Mariusz Ratajczak, M.D. Ph.D.

Department: U of L - 42 - Med-Oncology

Protocol Number: IACUC 19617

Expiration Date:

Protocol Title: The role of inflammasome and purinergic signalling in stem cell trafficking

Dear Dr. Ratajczak,

The University of Louisville Institutional Animal Care and Use Committee {IACUC) has reviewed and
approved your Proposal to use animals in research and teaching as listed above,

IACUC approval to use laboratory animals is granted for a period of three (3) years subject to annual
review. Although continued approval may be granted annually, a new application must be submitted at
the end of the three years. During the approval period, it is the responsibility of the Principal Investigator
to notify the IACUC of any change in the protocol (e.g., animal species/number, personnel, procedures,
project dassification, funding source(s), study site, andfor use of hazardous materials). The protocol may
not be transferred to any other project or investigator without IACUC approval and the Principal
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observed during the course of this activity must be reported to the IACUC.
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contents of the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals {Guide), National Research Council
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UCHWAEA NR WAW2/124/2019
z dnia 22 lipca 2019 .

Il Lokalnej Komisji Etycznej do spraw doswiadczen na zwierzgtach w Warszawie

§1

Na podstawie art. 48 ust. 1 pkt. 1! ustawy z dnia 15 stycznia 2015r. o ochronie zwierzat
wykorzystywanych do celéw naukowych lub edukacyjnych (Dz. U. poz. 266), zwanej dalej ,ustawg” po
rozpatrzeniu wniosku pt.: ,Rola sygnalowania purynergicznego w procesach mobilizacji
krwiotwérczych komoérek macierzystych” z dnia 03 lipca 2019 roku, zlozonego przez Warszawski
Uniwersytet Medyczny, Il Wydziat Lekarski z Oddziatem Nauczania w Jezyku Angielskim oraz Odziatem
Fizjoterapii, adres: ul. Zwirki i Wigury 61,,02-091 Warszawa, zaplanowanego przez Mariusza
Ratajczaka?

przy udziale® -
Lokalna Komisja Etyczna:

WYRAZA ZGODE

na przeprowadzenie doswiadczer na zwierzetach w zakresie wniosku.

§2
W wyniku rozpatrzenia wniosku o ktérym mowa w § , Lokalna Komisja Etyczna ustalita, ze:

1. Whniosek nalezy przypisa¢ do kategorii: [PB13] badania podstawowe, inne: badania z zakresu
uktadu krwiotwoérczego, wszczepiania krwiotwérczych komérek macierzystych.

2. Najwyiszy stopien dotkliwosci proponowanych procedur to: umiarkowana.

3. Doéwiadczenia beda przeprowadzane na gatunkach lub grupach gatunkéw®:

Gatunek Wiek/stadium Liczba
Mysz domowa, model: C57BL/6, P2X7-KO, CD39-KO, CD73- 3-17 tygodni 162
KO, P1R-KO

4. Doswiadczenia bedg przeprowadzane przez: Lenkiewicz Anna Magdalena, Adamiak Mateusz,
Ciechanowicz Andrzej.
5. Doéwiadczenie bedzie przeprowadzane w terminie® od 01.09.2019 do 31.09.2022 .

6. Doswiadczenie bedzie przeprowadzone w osrodku®: Centrum Badari Przedklinicznych i
Technologii Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, ul. Banacha 1B, 02-097 Warszawa.

7. Doswiadczenie bedzie przeprowadzone poza osrodkiem, w: nie dotyczy.

8. Uzyte do procedur zwierzeta dzikie zostang odfowione przez: nie dotyczy.

! Niewlasciwy zapis usunaé
¥ imie i nazwisko osoby, ktora zapla ta | jest odpowiedzialng 23 przep: dzenie dodwiadczenla
I Wypemit w przypadku dopuszczenia do postgp ia organizacji spoteczne),

* Podac liczbe, sxczep/stado, wiek/stadium rozwoju
% Nie dhuzej nit 5 lat
©podad jesdli jest to Inny osrodek niz uiytkownik
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§3

Uzasadnienie:

Komisja ocenita wniosek zgodnie z kryteriami zawartymi w art. 47.1. ustawy z dnia 15 stycznia
2015 r. o ochronie zwierzat wykorzystywanych do celéw naukowych lub edukacyjnych (Dz. U. poz.
266). Po zapoznaniu sie z problematykg badawcza przedstawiong we wniosku komisja stwierdza, ze
przedstawiony projekt spetnia zasady dopuszczenia doswiadczen na zwierzetach. Na podstawie art.
107 § 4 ustawy z dnia 14 czerwca 1960 r. — Kodeks postgpowania administracyjnego z péZniejszymi
zmianami (Dz. U. z 2017 poz. 1257) odstapiono od sporzadzania uzasadnienia decyzji, gdyz uwzglednia
ona w catosci 2gdanie strony.

54

Integralng czeé¢ niniejszej uchwaty stanowi kopia wniosku, o ktérym mowa w § 1.

2 ('/ég )éﬂ *

(Pieczeé lokalnej komis}l etycznej) (Podpis Przewodniczace] komisji)

Pouczenie:
Zgodnie z art. 33 ust. 3 i art. 40 ustawy w zw. z art. 127 § 1i 2 oraz 129 § 2 ustawy z dnia z dnia 14 czerwca
1960 r. Kodeks postepowania administracyjnego (Dz. U. 2017, poz. 1257 —tj.; dalej KPA) od uchwaly Lokalnej

Komisji Etycznej strona moze wnies¢, za jej posrednictwem, odwotanie do Krajowej Komisji Etycznej do Spraw
Doéwiadczen na Zwierzetach w terminie 14 od dnia dorgczenia uchwaty.

Na podstawie art. 127a KPA w trakcie biegu terminu do wniesienia odwotania strona moze zrzec sig prawa do
jego wniesienia, co nalezy uczyni¢ wobec Lokalnej Komisji Etycznej, ktora wydata uchwate. Z dniem
doreczenia Lokalnej Komisji Etycznej oéwiadczenia o zrzeczeniu sig prawa do whniesienia odwotania przez
ostatnia ze stron postepowania, decyzja staje sie ostateczna i prawomocna.

Otrzymuje:
1)  Uiytkownik,
2)  Organizacja spoleczna dopuszczona do udzialu w postep iu (Jesh dotyczy)
3) aa

Utytkownlk kopie prek

«  Osoba planujaca dodwiadczenie
«  Zespdtds. dobrostanu
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UCHWALA NR WAW2/125/2019
z dnia 22 lipca 2019 r.

Il Lokalnej Komisji Etycznej do spraw doswiadczen na zwierzetach w Warszawie

§1

Na podstawie art. 48 ust. 1 pkt. 1! ustawy z dnia 15 stycznia 2015r. o ochronie zwierzat
wykorzystywanych do celéw naukowych lub edukacyjnych (Dz. U. poz. 266), zwanej dalej ,,ustawg” po
rozpatrzeniu wniosku pt.: , Rola sygnatowania purynergicznego w procesie zasiedlania krwiotwérczych
komérek macierzystych do nisz szpikowych” z dnia 03 lipca 2019 roku, zlozonego przez Warszawski
Uniwersytet Medyczny, || Wydziat Lekarski z Oddziatem Nauczania w Jgzyku Angielskim oraz Odziatem
Fizjoterapii, adres: ul. Zwirki i Wigury 61, 02,091 Warszawa, zaplanowanego przez Mariusza
Ratajczaka?

przy udziale® -
Lokalna Komisja Etyczna:

WYRAZA ZGODE

na przeprowadzenie doswiadczer na zwierzetach w zakresie wniosku.

§2
W wyniku rozpatrzenia wniosku o ktérym mowa w § , Lokalna Komisja Etyczna ustalita, ze:

1. Whniosek nalezy przypisa¢ do kategorii: [PB13] badania podstawowe, inne: badania z zakresu
uktadu krwiotwoérczego, wszczepiania krwiotworczych komérek macierzystych.

2. Najwyiszy stopien dotkliwosci proponowanych procedur to: umiarkowana.

3. Doswiadczenia bedg przeprowadzane na gatunkach lub grupach gatunkéw®:

Gatunek Wiek/stadium Liczba
Mysz domowa, model: C57BL/6, CD39-KO, CD73-KO, P1R-KO |3-17 tygodni 160

4. Doswiadczenia bedg przeprowadzane przez: Lenkiewicz Anna Magdalena, Adamiak Mateusz,
Ciechanowicz Andrzej.

5. Doséwiadczenie bedzie przeprowadzane w terminie® od 01.09.2019 do 31.09.2022 .

6. Doswiadczenie bedzie przeprowadzone w osrodku®: Centrum Badarn Przedklinicznych i
Technologii Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, ul. Banacha 1B, 02-097 Warszawa.

7. Doswiadczenie bedzie przeprowadzone poza osrodkiem, w: nie dotyczy.

8. Uzyte do procedur zwierzeta dzikie zostang odiowione przez: nie dotyczy.

9. Doswiadczenie zestaniefnie zostanie poddane ocenie retrospektywnej—w—terminie—de—6

! Niewltasowy zapis usunat

¥ imig i nazwisko osoby, ktéra zapla ta i jest odpowiedziaina za przeprowadzenie doswiadczenla
! Wypemnié w przypadku dopuszczenia do postep ia organizacji spoteczne),

 Podad liczbe, szczep/stado, wiek/stadium rozwoju

* Nie diuzej niz 5 kat

* Podaé jesli jest to inny ofrodek niz uzytkownik
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§3

Uzasadnienie:

Komisja ocenita wniosek zgodnie z kryteriami zawartymi w art. 47.1. ustawy z dnia 15 stycznia
2015 r. o ochronie zwierzat wykorzystywanych do celéw naukowych lub edukacyjnych (Dz. U. poz.
266). Po zapoznaniu sie z problematyka badawczg przedstawiona we wniosku komisja stwierdza, ze
przedstawiony projekt spetnia zasady dopuszczenia doswiadczeri na zwierzgtach. Na podstawie art.
107 § 4 ustawy z dnia 14 czerwca 1960 r. — Kodeks postepowania administracyjnego z péniejszymi
zmianami (Dz. U. z 2017 poz. 1257) odstapiono od sporzadzania uzasadnienia decyzji, gdyz uwzglednia
ona w catosci zadanie strony.

§4

Integralng czeéé niniejszej uchwaty stanowi kopia wniosku, o ktérym mowa w § 1.

2 wf' é%/{;éﬁ =

(Pleczet lokalnej komisji etycznej) (Podpis Przewodniczacej komisji)

Pouczenie:

Zgodnie z art. 33 ust. 3 i art. 40 ustawy w zw. z art. 127 § 1i 2 oraz 129 § 2 ustawy z dnia z dnia 14 czerwca
1960 r. Kodeks postepowania administracyjnego (Dz. U. 2017, poz. 1257 — tj.; dalej KPA) od uchwaty Lokalnej
Komisji Etyczne] strona moze wnies¢, za je] posrednictwem, odwotanie do Krajowej Komisji Etyczne] do Spraw
Doéwiadczen na Zwierzetach w terminie 14 od dnia dorgczenia uchwaty.

Na podstawie art. 127a KPA w trakcie biegu terminu do wniesienia odwotania strona moze zrzec sig prawa do
jego wniesienia, co nalezy uczyni¢ wobec Lokalnej Komisji Etycznej, ktéra wydata uchwate. Z dniem
doreczenia Lokalnej Komisji Etycznej oéwiadczenia o zrzeczeniu sig prawa do wniesienia odwotania przez
ostatnig ze stron postepowania, decyzja staje sig ostateczna i prawomocna.

Otrzymuge:
1} Uiytkownik,
2} Organizacja spolecana dop do udziatu w postepowaniu (jeds dotyczy)
3) afa
Uytkownlk kopse przekazuje:
«  Osoba planujgca doswiadczenie
*  Zespdl ds. dobrostanu
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