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Immunoregulacyjne wiasciwosci biatek Hsp70

Immunorequlatory properties of Hsp70

Stefan Tukaj

Streszczenie

Biatka szoku termicznego Hsp70 petnig istotng role w utrzymaniu homeostazy komdrkowe;j
przez kontrole procesu prawidlowego zwijania nowo syntetyzowanych polipeptydéw oraz
przywracanie natywnej konformacji biatkom rozwinietym lub zagregowanym. Biatka Hsp70
uczestnicza réwniez w wewnatrzkomdrkowym transporcie i sygnalizacji komdrkowej, a ich
obecno$¢ w przestrzeni pozakomdrkowej jest kojarzona przez wielu badaczy z rozwojem
réznych stanéw patologicznych, w tym choréb autoimmunologicznych i nowotworowych.
Najnowsze wyniki badari otrzymane zaréwno in vitro, jak i w modelu zwierzecym wskazuja
na przeciwzapalne wlasciwo$ci Hsp70. W pracy przedstawiono aktualny stan wiedzy na temat
immunoregulacyjnych wtadciwo$ci biatek Hsp70, a takze najnowszych danych dotyczacych
zastosowania biatek szoku termicznego w leczeniu przewlektych choréb zapalnych.
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Summary
Heat shock proteins 70 (Hsp70) play an important role in maintaining cellular homeostasis.
As molecular chaperones, Hsp70 are responsible for proper folding of newly synthesized
polypeptides and refolding of misfolded and aggregated proteins. Hsp70 are involved in
cellular transport and participate in signal transduction processes. The presence of Hsp70
in the extracellular space is associated with development of various pathological condi-
tions, including autoimmune and cancer diseases. Recent data suggest anti-inflammatory
property of Hsp70 confirmed in both in vitro and animal models. This paper summarizes
recent data regarding immunoregulatory properties of Hsp70, and presents promising
results of the studies concerning the application of heat shock proteins in treatment of
chronic inflammatory diseases.
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WPROWADZENIE

Biatka szoku termicznego o masie 70 kDa (Hsp70)
odgrywaja gléwnag role w procesie fatdowa-
nia i sktadania polipeptydéw, ponadto przypisy-
wana jest im funkcja straznika kontroli jakosci
przestrzennej struktury biatek syntetyzowanych
de novo oraz biatek natywnych. Opiekunicza (cha-
peronowa) natura bialek systemu Hsp70 wynika
ze zdolno$ci do tworzenia hydrofobowych inter-
akcji z rozwinietymi polipeptydami oraz ich zwijaniu
w reakcji zaleznej od ADP i ATP [24]. Szacuje sie, ze
u bakterii Escherichia coli, bedacej organizmem mode-
lowym w badaniach nad rolg i struktura biatek szoku
termicznego, DnaK (homolog Hsp70) uczestniczy
w zwijaniu (de novo) 10-20% wszystkich biatek bakte-
ryjnych [6,10]. Na uwage zastuguje to, ze biatka Hsp70
oraz Hsp90 zdolne sg réwniez do ochrony i stabilizacji
biatek zmutowanych (np. biatka mtp53). Dlatego tera-
pia antynowotworowa z wykorzystaniem swoistych
inhibitoréw aktywnos$ci chaperonowej Hsp90, np. gel-
danamycyny i jej pochodnych, jest coraz bardziej obie-
cujaca i obecnie znajduje sie juz w trzeciej fazie badan
klinicznych [35,25].

Hsp70 aktywnie wspétdziata z podstawowymi mecha-
nizmami kontrolujacymi proliferacje, réznicowanie
i $mieré komérki. Z licznych badan wynika, ze nade-
kspresja Hsp70 prowadzi do wzrostu opornosci komdrek
na indukowang apoptoze, podczas gdy obnizenie eks-
presji Hsp70 zwieksza wrazliwo$¢ komérek na indukcje
tego procesu. Hamowanie apoptozy przez biatka opie-
kuticze, w tym Hsp70, polega na ograniczeniu aktywa-
cji w petni funkcjonalnych kaspaz, jednak nie wyklucza
sie, ze Hsp70 moze réwniez hamowac ten proces nieza-
leznie od tych proteaz [16]. Takie efekty dziatania Hsp70
odgrywaja wazna role nie tylko w czasie réznych pro-
ceséw patologicznych, m.in. w chorobach neurodegene-
racyjnych, onkogenezie, ale réwniez w starzeniu. I tak,
w przypadku wielu nowotworédw dochodzi do silnego
wzrostu ekspresji Hsp70 przy zwiekszonej opornosci na
leczenie [51]. Natomiast cze$ciowa inaktywacja Hsp70
w komérkach nowotworowych utatwia skierowanie ich
na droge apoptozy [28]. Ostatnio szczegdlne zaintere-
sowanie budza doniesienia dotyczace roli niektérych
biatek szoku termicznego, w tym Hsp70, w procesach
zwigzanych z aktywacja mechanizméw antyzapalnych.

IMMUNOREGULACYINE WEASCIWOSCI HSP7 0

Odpowiedz pierwotna

OdpowiedZ immunologiczna pierwotna (wrodzona)
wzglednie szybko, lecz mato precyzyjnie ogranicza roz-
przestrzenianie sie drobnoustrojéw w naszym organi-
zmie i powszechnie uznawana jest za pierwsza linie
obrony przed infekcja. Gtéwnymi komérkami efekto-
rowymi odpowiedzi pierwotnej sa neutrofile, mono-
cyty, makrofagi, komérki dendrytyczne i komérki
NK (natural killers). Wytwarzane przez te komdrki

cytokiny indukujg proces zapalny, w wyniku kté-
rego eliminowane sa komdrki/czasteczki patogenne.
W procesie tym uczestnicza réwniez limfocyty B i T,
komponenty charakterystyczne dla odpowiedzi immu-
nologicznej nabytej. Wzajemna aktywacja i przekazy-
wanie ,,informacji” miedzy dwoma typami odpowiedzi
immunologicznej odbywa sie dzieki tzw. synapsie
immunologicznej i sekrecji réznych cytokin. Profesjo-
nalne komérki prezentujace antygen (APC - antigen
presenting cells), takie jak np. komérki dendrytyczne
(DC - dendritic cells), w polaczeniu z receptorami gtéw-
nego kompleksu zgodnosci tkankowej (MHC - major
histocompatibility complex), zdolne sa do prezenta-
cji limfocytom T antygenéw peptydowych. Podczas tej
interakcji dochodzi réwniez do kontaktu receptoréw
kostymulujacych, m.in. CD28-CD80/CD86, charaktery-
stycznych odpowiednio dla limfocytéw T i profesjonal-
nych komérek APC.

Okazuje sie, ze jednymi z peptydéw rozpoznawanych
przez elementy immunologiczne charakterystyczne
dla odpowiedzi pierwotnej oraz nabytej (omdéwienie
w kolejnym rozdziale) sa najsilniej zachowane w ewo-
lucji biatka szoku termicznego - Hsp70 bakterii oraz
Hsp70 autologiczne. Wiele badan wskazuje na zdolno$é
biatek Hsp70 do interakcji z receptorami TLR (Toll-like
receptors) 2 i 4 lub CD14, CD40 oraz CD91 eksprymo-
wanymi na powierzchni komérek gospodarza [8]. Nie-
ktérzy badacze poddajg w watpliwo$é warto$é naukows
tych doniesieti, ze wzgledu na pominiecie w badaniach
kwestii zwigzanej z obecnos$cig endotoksyn w oczysz-
czanych preparatach biatkowych wytwarzanych w sys-
temie prokariotycznym [32]. Stad brat sie gtoszony
jeszcze nie tak dawno poglad, ze biatka Hsp70 zdolne
sa do aktywacji odpowiedzi immunologicznej, przy-
czyniajac sie jednocze$nie do rozwoju chronicznego
procesu zapalnego charakterystycznego dla chordb
autoimmunologicznych [36]. Usuniecie endotoksyn
oraz lipopeptydéw z wykorzystaniem polimyksyny B
oraz detergentu triton X-114 z oczyszczonych prepa-
ratéw biatkowych ujawnito w badaniach in vitro oraz in
vivo doktadnie odwrotne - mianowicie przeciwzapalne
whaéciwosci biatek Hsp70 [9,27].

Hsp70, a takze inne Hsp sa wydzielane przez komdrki
w licznych stanach patologicznych, niemniej jednak, ich
obecno$é w przestrzeni pozakomdrkowej jest réwniez
stwierdzana u oséb zdrowych [8,13,29]. Obecno$¢ biatek
Hsp70 w $rodowisku pozakomdrkowym kojarzona byta
przez wiele lat ze $mierciag komdrki zachodzaca jedynie
w wyniku nekrozy. Sadzi sie, ze sekrecja Hsp70 odbywa
sie w sposéb aktywny, z udziatem systemu lizosomalno-
-endosomowego i transportujacych pecherzykéw bto-
nowych. Mechanizm aktywnej sekrecji biatek Hsp70 nie
jest jednak w pelni poznany, aktualny stan wiedzy doty-
czacy tego procesu jest szerzej opisany w pracy przegla-
dowej De Maio (2011) [8].

Bakteryjne biatko Hsp70 pochodzace z Mycobacte-
rium tuberculosis, takze jego mysi oraz ludzki homolog
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(indukowane Hsp70), sg zdolne do inaktywacji komé-
rek dendrytycznych wygenerowanych w warunkach
in vitro [27,31,33]. Obecno$¢ biatka Hsp70 w hodowli
komérkowej prowadzi do obnizenia ekspresji markeréw
powierzchniowych CD86 oraz MHC 11, charakterystycz-
nych dla aktywowanych komérek DC, w poréwnaniu
z hodowla stymulowang LPS lub preparatami Hsp70
zanieczyszczonymi LPS [9,27]. Natomiast komérki DC
w kohodowli z limfocytami T (DC-T), uprzednio trak-
towanymi biatkiem Hsp70, hamuja odpowiedz proli-
feracyjna limfocytéw T CD4+ oraz CD8+, jak réwniez
wplywajg na obnizenie sekrecji prozapalnego interfe-
ronu gamma (IFN-y) przez limfocyty T [33]. Wiadomo,
ze stan aktywacji profesjonalnych komdrek APC wptywa
na polaryzacje limfocytéw T. Komérki DC charakteryzu-
jace sie obnizong ekspresja receptoréw kostymulujacych
CD80/CD86, MHC 11 i cytokin prozapalnych (np. IL-12) i/
lub podwyzszona ekspresja cytokin antyzapalnych (IL-
10, TGF-P) sprzyjaja tworzeniu sie tzw. ,,§rodowiska
wygaszajacego” promujacego wytwarzanie sie limfocy-
téw T regulatorowych (Treg) [42, 14] (rycina).

Odpowiedz swoista komérkowa

Limfocyty T pomocnicze (Th) pelnig nadrzedna role
w odpowiedzi immunologicznej. Wéréd limfocytéw Th

wyrézniamy cztery podstawowe subpopulacje: Thi,
Th2, Th17 oraz komérki T regulatorowe (Treg). Podczas
gdy limfocyty Th1 i Th17 sa kluczowe dla rozwoju pro-
cesu zapalnego, populacja komérek Treg (czasem réw-
niez Th2) zwigzana jest z wyciszeniem reakcji zapalnej.
Wsréd komdrek Treg wyrézniamy przynajmniej trzy
podtypy:

« naturalne komérki regulatorowe CD4'CD25'Foxp3* oraz
indukowane limfocyty T regulatorowe,

* Tr1 - zdolne do wydzielania IL-10 i
+ Th3 - wytwarzajace gtéwnie TGF-p [26].

Centralna tolerancja immunologiczna regulowana jest
poprzez negatywna selekcje autoreaktywnych limfo-
cytéw T, natomiast na tolerancje obwodowg sktadaja
sie trzy podstawowe mechanizmy: anergia, programo-
wana $mieré komdrki/apoptoza oraz indukcja komé-
rek T regulatorowych [5]. Sadzi sie, ze niedostateczna
liczba i/lub aktywno$¢ komdrek Treg oraz nadreaktyw-
nos$¢ populacji Th1 i Th17 jest jedng z gtéwnych przy-
czyn zalamania tolerancji immunologicznej sprzyjajacej
rozwojowi licznych choréb autoimmunologicznych [7].
Dlatego terapia polegajaca na indukcji komérek Treg lub

Hsp70

CD86

- S IL-10
MHC 11, 6 N N

-

Treg

Immunosupresja

Ryc. 1. Proponowany mechanizm generacji limfocytow T regulatorowych (Treg) w odpowiedzi na Hsp70. Zewnatrzkomdrkowe biatko Hsp70 obniza ekspresje
receptordw (D86 oraz MHC Il na powierzchni komdrek dendrytycznych (DC). Inaktywacja profesjonalnych komérek DC moze prowadzi¢ do wytworzenia tzw.
Srodowiska wygaszajacego, ktdre sprzyja generadji limfocytow Treg i wydzielaniu przeciwzapalnej IL-10
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wrecz ich sztuczna aplikacja moze prowadzi¢ do remisji
autoimmunologicznych objawéw [4,22].

Zewnatrzkomoérkowe biatka Hsp70 w propagacji
limfocytéw Treg

Z do$wiadczenr przeprowadzonych na zwierzetach
wynika, ze doustne, donosowe, dootrzewnowe lub
$rédskérne podanie preparatu Hsp70 w sposdb istotny
hamuje rozwéj autoimmunologicznego modelu artre-
tycznego [3,18,30,34,43,44]. Sugeruje sie, ze wyhamo-
wanie procesu autoimmunologicznego/zapalnego
u immunizowanych zwierzat odbywa sie za posred-
nictwem wzmozonej ekspansji swoistych limfocytéw
Treg-Hsp70 oraz wydzielania antyzapalnej IL-10 [44].
Sugeruje to jednocze$nie obecno$é swoistych anty-
genowo limfocytéw Treg jeszcze przed immunizacja,
ktére najprawdopodobniej wygenerowaly w czasie
pozytywnej selekcji w grasicy. Nie wyklucza sie réw-
niez obecno$ci swoistych limfocytéw Treg-Hsp70
powstatych wskutek infekcji bakteryjnej oraz obec-
noéci bakterii komensalnych [40]. Bakteryjne Hsp70
to silnie immunogenne biatko o zblizonej strukturze
liniowej oraz przestrzennej do biatka Hsp70 zwierzat
oraz ludzi. Dlatego specyficzne limfocyty T reaktywne
wobec bakteryjnego biatka Hsp70 moglyby reagowaé
krzyzowo z biatkiem Hsp70 autologicznym (gospoda-
rza), ktére ulega wzmozonej ekspresji/sekrecji w sta-
nach patologicznych [37,40]. Niedawno potwierdzony
zostal immunosupresyjny wptyw specyficznych lim-
focytow Treg-Hsp70, ktére ulegaly aktywacji w tkan-
kach objetych procesem zapalnym. Zaobserwowano
mianowicie, ze epitop B29 pochodzacy od biatka Hsp70
w polgczeniu z mysim receptorem MHC klasy 11 akty-
wowat limfocyty Treg o fenotypie CD4"CD25'Foxp3",
ktére w konsekwencji prowadzity do zahamowania roz-
woju modelu artretycznego u myszy [41].

Wewnatrzkomérkowe biatka Hsp70 w reakeji
antyzapalnej

Nadekspresja Hsp70 w roznych komdrkach prowadzi do
obnizenia syntezy oraz sekrecji prozapalnych cytokin,
m.in. IL-6, -8, -1p i TNF-a, ktérych ekspresja jest zalezna
od NF-xB. Stwierdzono, ze biatko Hsp70 zdolne jest do
interakcji z czynnikiem transkrypcyjnym NF-«B. Na sku-
tek bezposredniej inhibicji fosforylacji naturalnego inhi-
bitora I-kB, Hsp70 stabilizuje kompleks I-kB-NF-kB, tym
samym blokuje translokacje NF-kB do jadra komérko-
wego [23,38,48,49].

W zwierzecym modelu reumatoidalnego zapalenia stawéw
zastosowano carvacrol (fenolowy sktadnik olejkéw izo-
lowanych z oregano lub tymianku), ktéry okazat sie sub-
stancja stymulujaca ekspresje endogennego biatka Hsp70
w kepkach Peyera. Indukcja ta byta skojarzona ze wzrostem
liczby naturalnych limfocytéw T regulatorowych CD4'C-
D25'FoxP3* w $ledzionie oraz w zmienionych procesem
zapalnym stawach, przyczyniajacych sie do istotnej remisji
autoimmunologicznej postaci artretyzmu [45].

Wydaje sie zatem, ze nadekspresja biatek Hsp70
w komérkach narazonych na dzialanie czynnikéw stre-
sowych (wysoka temperatura, UV, czynniki prozapalne,
reaktywne formy tlenu) jest naturalnym mechanizmem
obronnym przeciwdziatajacym powstawaniu uszkodzen
w strukturze przestrzennej biatka. Okazuje sie ponadto,
ze regulatorowa natura Hsp70 przejawia sie réwniez
w zdolno$ci do wyciszania reakcji zapalnej chroniac
organizm przed jego wyniszczajacym chronicznym prze-
biegiem.

Odpowiedz swoista humoralna

Obecno$¢ autoprzeciwcial anty-Hsp70 w surowicach
pacjentdw cierpigcych na zaburzenia uktadu immuno-
logicznego sugeruje udziat Hsp70 w rozwoju i/lub pod-
trzymaniu procesu chorobowego. Podwyzszony poziom
przeciwcial anty-Hsp70 zaobserwowano u pacjentéw
chorych na: miazdzyce [20], miastenie [12], stward-
nienie rozsiane [47], chorobe Behceta [2], mtodociane
idiopatyczne zapalenie stawéw [50], reumatoidalne
zapalenie stawéw [11], astme [46] oraz opryszczkowe
zapalenie skory [16]. Wiele z tych doniesient sugeruje
istnienie korelacji miedzy poziomem anty-Hsp70, a roz-
wojem lub aktywnoscia choroby. Nie jest jednak wcigz
pewne, czy wzrost poziomu przeciwciat anty-Hsp70
w stanach patologicznych jest przyczyna rozwoju
danej choroby, czy jest tylko zjawiskiem epifenome-
nalnym. Interesujace jest, ze przeciwciata anty-Hsp70
obecne sg réwniez w surowicach ludzi zdrowych jako
naturalny repertuar autoprzeciwciat i nie jest wyklu-
czone, ze uczestnicza w regulacji procesu zapalnego
[1,29]. Zaobserwowano bowiem, ze szczury z wyso-
kim mianem przeciwcial anty-MT-Hsp65 sa oporne
na indukcje artretyzmu, natomiast obecnosé przeciw-
ciat anty-Hsp65 w hodowli komérek jednojadrzastych
(PBMC) prowadzi do wzmozonej sekrecji antyzapalnej
interleukiny 10 [39].

PERSPEKTYWY

Prowadzone sg badania kliniczne majace na celu wyko-
rzystanie immunoregulacyjnych wlasciwosci biatek Hsp
w terapii reumatoidalnego zapalenia stawéw (RZS) oraz
cukrzycy typu 1.

Koffeman i wsp. zaobserwowali, Ze doustne podawanie
przez sze$¢ miesiecy peptydu dnajP1 (homologiczny
z DnaJ) pacjentom z aktywna postacig RZS skojarzone
bylo z istotnie obnizonym odsetkiem prozapalnych
limfocytéw T CD4'TNF-a*, wzrostem odsetka regula-
torowych limfocytéw T CD4'IL-10" oraz wzrostem eks-
presji czynnika transkrypcyjnego FoxP3 w komérkach
CD4'CD25" [19]. Autorzy przekonujg, ze immunotera-
pia z wykorzystaniem peptydu dnajP1 jest bezpieczna
i istotnie przyczynia sie do remisji choroby.

Kolejni badacze wykazali, ze immunogenny peptyd
(p277) pochodzacy z 60 kDa biatka szoku termicznego
(Hsp60) hamuje degradacje komérek B u immunizo-
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wanych myszy chorych na cukrzyce [21]. Huurman
i wsp. potwierdzili natomiast immunomodulacyjne
wilasciwo$ci Pep277 u poddanych leczeniu pacjen-
téw z cukrzyca typu 1 - druga faza badan klinicznych.
Terapia prowadzita m.in. do wzmozonej sekrecji regu-
latorowej IL-10 [15].

PismiennicTwo

Jak dotad nie wykorzystuje sie w badaniach klinicznych
biatek/peptydédw Hsp70. Jednak na podstawie licznych
i obiecujacych badan przedklinicznych mozna z cata
pewnoscia przypuszczal, ze stosowanie immunoterapii
u ludzi z wykorzystaniem tej klasy Hsp jest juz nieodle-
gla przysztoscia.
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