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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Biatka szoku cieplnego (heat shock proteins, HSPs) wykazuja silny konserwatyzm oraz wysoka
zgodno$¢ sekwencji, sa szeroko rozpowszechnione w naturze, identyfikowane zaréwno u Proca-
ryota, jak i Eucaryota. Wérdd biatek szoku cieplnego wyréznia sie dziesieé rodzin, w tym HSP60,
ktérych gtéwna funkcja jest faldowanie nowo syntetyzowanych tatncuchéw polipeptydowych
oraz zapobieganie ich agregacji. W wielu pracach wykazano, ze biatka te sg eksponowane na
powierzchni komdrek, a w przypadku bakterii ekspozycja ma charakter ciagly i wzrasta in-
tensywnie w wyniku dziatania na nie bodZcéw stresowych. Udowodniono réwniez, ze sg one
waznym sktadnikiem biofilmu. W §rodowisku zewnatrzkomérkowym biatka rodziny HSP60
same lub w polgczeniu z biatkami wtasnymi organizmu lub drobnoustrojéw moga stanowié
tacznik miedzy poszczegdlnymi elementami uktadu immunologicznego, wptywajac na jego
aktywno$¢. Proteiny te oddziatujg na uktad immunologiczny w postaci antygenu, no$nika
innych czastek oraz ligandu dla okre$lonych receptoréw, prowadzac do pobudzenia zaréwno
elementéw komdrkowych uktadu odpornosci wrodzonej (makrofagéw, monocytéw, komédrek
dendrytycznych), jak i nabytej (limfocytéw T regulatorowych, naiwnych, efektorowych oraz
limfocytéw B). Poniewaz HSP sa jednym z dominujgcych, silnie immunogennych antygenéw
bakteryjnych oraz grzybiczych identyfikowanych podczas zakazen, istnieja przestanki, by
stosowad je jako sktadniki szczepionek lub ze wzgledu na ich wlasciwosci jako no$niki innych
antygendw.

biatka szoku cieplnego, molekularne chaperony, szczepionki podjednostkowe, bakterie Gram-ujemne

Summary

Heat Shock Proteins (HSPs) are widely spread in nature, highly conserved proteins, found in
all prokaryotic and eukaryotic cells. HSPs have been classified in 10 families, one of them is
the HSP60 family. HSP60 function in the cytoplasm as ATP-dependent molecular chaperones
by assisting the folding of newly synthesised polypeptides and the assembly of multiprotein
complexes. There is a large amount of evidence which demonstrate that HSP60 is expressed
on the cell surface. Especially in bacteria the expression on the surface occurs constitutively
and increases remarkably during host infection. HSP60 also play an important role in biofilm
formation. In the extracellular environment, HSP60 alone or with self or microbial proteins can
acts not only as a link between immune cells, but also as a coordinator of the immune system
activity. This protein could influence the immune system in a different way because they act as
an antigen, a carrier of other functional molecules or as a ligand for receptor. They are able to
stimulate both cells of the acquired (naive, effector, regulatory T lymphocyte, B lymphocyte) and
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the innate (macrophages, monocytes, dendritic cells) immune system. HSPs have been reported
to be potent activators of the immune system and they are one of the immunodominant bacterial
antigens they could be a good candidate for a subunit vaccine or as an adjuvant.
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APC - komodrka prezentujgca antygen (antygen presenting cell), ATP - adenozynotrifosforan,
B7-1 (CD86)/B7-2 (CD80) - czasteczki obecne na powierzchni APC, wigza CD28 na limfocytach
T, dziataja jako silne sygnaty kostymulujace, CD - antygen réznicowania komoérkowego (cluster
of differentiation), CD11 - podjednostka a integryn, takich jak LFAT (CD11a) czy Mac1 (CD11b),
podjednostka receptora dopetniacza (CD11c), CD14 - biatko zaangazowane w odpowiedz ko-
morkowa na LPS; ekspresjonowane przez monocyty i makrofagi, CD40 — wigze CD154, biatko
kostymulujace obecne na powierzchnilimfocytéw B, monocytéw/makrofagéw i folikularnych DC,
CDA45 — wspdlny antygen limfocytéw, obecny na powierzchni limfocytéw T, B, NK oraz monocy-
téw/makrofagéw, CD45RA* - fenotyp naiwnych limfocytéw T, CD45RO* - fenotyp efektorowych
limfocytéw T, CD69 — transmembranowa lektyna typu C; ekspresjonowana przez zaktywowane
limfocyty TiNK, CD91 - receptor a,-makroglobulinowy, Cd-Hsp60 - Clostridium difficile Hsp60, ch-
-Hsp60 - chlamydia Hsp60, Chp-Hsp60 — Chlamydia pneumoniae Hsp60, Cht-Hsp60 — Chlamydia
trachomatis Hsp60, CT - toksyna cholery adiuwant stosowany podczas immunizacji bton $luzowych
(cholera toxin), DCs — komorki dendrytyczne (dendritic cells), Ec-Hsp60 — GroEL, Escherichia coli
Hsp60, ECs — komérki srédbtonka (endothelial cells), FAC - kompletny adiuwant Freunda (Freun-
d’s adjuvant complete), FAI - niekompletny adiuwant Freunda (Freund’s adjuvant incomplete),
Ft-Hsp60 - Francisella tularensis Hsp60, GPIC — sposéb namnozenia chlamydii z wykorzystaniem
komorek McCoya - linii komérkowej fibroblastéw mysich (guinea pig inclusion conjunctivitis),
GroEL - biatko Hsp60 pochodzace od Procaryota, GroES - biatko Hsp10 pochodzace od Procary-
ota, hamHsp60 - chomicze Hsp60 (hamster Hsp60), Hc-Hsp60 - Histoplasma capsulatum Hsp60,
hHsp60 - ludzkie Hsp60 (human Hsp60), Hp-Hsp60 - Helicobacter pylori Hsp60, HSFs — czynniki
transkrypcyjne regulujace ekspresje gendw HSP (heat shocks factors), Hsp - biatko szoku cieplnego
(heat shock protein), HSP 10, 40, 60, 70, 90, 95, 110 - rodziny biatek szoku cieplnego o odmiennej
masie czasteczkowej i petnionych funkcjach, i.d. - Srédskérnie (intradermally), i.m. — domiesniowo
(intradermally), i.n. - donosowo (intranasally), i.p. - dootrzewnowo (intraperitoneally), i.t. - do-
tchawiczo (intratracheally), i.v. - dozylnie (intravenously), ISCOM - rodzaj adiuwantu/kompleks
immunostymulujacy, Li-Hsp70 - Leishmania infantum Hsp70, Lp-Hsp60 - Legionella pneumophila
Hsp60, LPS - lipopolisacharyd, Mb-Hsp65 - Mycobacterium bovis BCG Hsp65, mHsp60 — mysie
Hsp60 (mouse Hsp60), MI-Hsp65 — Mycobacterium leprae Hsp65, Mt-Hsp65 - Mycobacterium
tuberculosis Hsp65, OVA - Ovoalbimina, p.o. - doustnie (per os), Pb-Hsp60 - Paracoccidioides
brasiliensis Hsp60, Ps-Hsp60 - Piscirickettsia salmonis Hsp60, rHsp — rekombinowane biatko szoku
cieplnego (recombinant heat shock protein), rtHsp60 — szczurze Hsp60 (rat Hsp60), s.c. — pods-
kérnie (subcutaneously), ST-Hsp60 - Salmonella enterica serowar Typhi Hsp60; TCR - receptor
limfocytow T sktadajacy sie z dimeru ap lub yé w powigzaniu z zespotem czasteczek CD3 (T Cell
Receptor), TLR2 - receptor Toll-podobny; potencjalne ligandy to: peptydoglikan, poryny, lipoara-
binomannan, fosfolipomannan (Toll Like Receptor 2), TLR4 - receptor Toll-podobny, potencjalne
ligandy to: LPS, mannan, glikoinozytolofosfolipidy, biatka otoczki wiruséw, HSP60, HSP70 (Toll
Like Receptor 4), Ye-Hsp60 - Yersinia enterocolitica Hsp60.
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CHARAKTERYSTYKA 0GOLNA BIALEK SZOKU CIEPLNEGO

HSPs (heat shock proteins) zwane biatkami szoku ciepl-
nego to konserwatywne, szeroko rozpowszechnione
w $rodowisku proteiny, identyfikowane zaréwno u Proca-
ryota, jak i Eucaryota. Uwaza sie, ze siegajace nawet 50%
podobienstwo sekwencji miedzy izolowanymi od ssakéw
i bakterii biatek HSP jest jednym z najwiekszych w calej
biosferze [28,50,120]. Komérki Procaryota i Eucaryota
syntetyzuja biatka szoku cieplnego w sposéb konstytu-
tywny (niektére HSP60, HSP90), w wyniku pojawienia sie
warunkdéw stresowych (HSP70 i HSP27) [76], w tym $ro-
dowiskowych (promieniowanie UV, metale ciezkie), pato-
logicznych (infekcje, guzy ztosliwe) oraz fizjologicznych
(czynniki wzrostu, proces réznicowania komérek) [64].

Niezwyktg cechg HSP jest ich zdolno$¢ do oddziatywania
z wieloma biatkami, co odréznia je od wiekszosci protein
wewnagtrzkomérkowych wchodzacych w interakcje zwy-
kle zjedna lub niewielka liczbg partneréw, co przyczynia
sie do plejotropowej aktywnosci biatek HSP [61]. Gléwna
rola biatek szoku cieplnego obejmuje udziat w prawi-
dtowym fatdowaniu oraz translokacji protein, a takze
tworzeniu i niszczeniu komplekséw biatkowych [28].
Udowodniono réwniez, ze biatka te biorg udziat w pobu-
dzeniu uktadu immunologicznego, w przebiegu progra-
mowanej $mierci komérki (dziatanie proapoptotyczne),
ochronie DNA oraz pre-mRNA przed degradacja i uszko-
dzeniem (dziatanie antyapoptotyczne) [43,75,83,99]. Jed-
nocze$nie moga sie przyczynia¢ do rozwoju schorzeri na
tle autoimmunologicznym, np. reumatoidalnego zapa-
lenia stawdw [55], tuszczycy [88], arteriosklerozy, [107],
periodontitis [98] czy choroby Behceta [55,63,98]. Ist-
nieja réwniez dowody, ze HSP nalezg do antygenéw
chroniacych komérki przed rozwojem nowotwordw
z uwzglednieniem réznych modeli guzéw [97].

Obecnie sg rézne propozycje podziatu biatek szoku
cieplnego, m.in. na podstawie jednoczesnie petnionych
funkcji oraz ich masy czasteczkowej. Wedtug Bolhassani
i Rafati wérdd tej grupy protein wyrdzniono dziesie¢
rodzin w tym: HSP40, 60, 70, 90, 110, niskoczasteczkowe
HSP okre$lane mianem sHSP (small HSP), HSP10, HSP95,
GRP170 oraz kalretikuliny [10]. Nazwy rodzin biatek
szoku cieplnego pisane sa duzymi literami, np. HSP60,
natomiast proteiny nalezace do poszczegdlnych rodzin
w sposdb konwencjonalny, jak nazwy wlasne, np. Hsp60
[54].

REGULACIA TRANSKRYPCJI GENOW KODUJACYCH HSP

Biosynteza HSP jest regulowana przez czynniki trans-
krypcyjne znane jako HSFs (heat-shock factors), ktére
rozpoznaja swoiste fragmenty DNA, tzw. HSEs (heat-
-shock elements) ztozone z wielokrotnych przylegaja-
cych do siebie powtérzen pentamerowych sekwencji
5'nGAAn3’ umiejscowionych w obszarze promotoro-
wym docelowych genéw [7,106]. Po zwigzaniu czynnika
transkrypcyjnego do HSEs mozliwe jest przytaczenie sie
kompleksu polimerazy 1T do wybranego genu koduja-

cego HSP i rozpoczecie procesu transkrypcji. U wiekszo-
$ci kregowcdw oraz roélin identyfikuje sie cztery rézne
czynniki HSF (HSF1-4).

W warunkach stresowych, przy wzro$cie niestabilno$ci
nowo syntetyzowanych polipeptydéw, dochodzi do akty-
wagcji czynnika HSF1, obecnego w cytoplazmie w postaci
monomerycznych czasteczek, niezdolnych do wiaza-
nia DNA. Aktywno$¢ transkrypcyjna HSF1 w warun-
kach fizjologicznych znajduje sie pod Scista kontrola
tworzonych przez monomer HSF1 oraz biatka HSP90 i/
lub Hsp70, Hsp40 heterokomplekséw (ryc. 1). W przy-
padku kompleksu tworzonego przez biatko Hsp70 oraz
HSF regulacja ekspresji genéw HSP polega na wigza-
niu transaktywnej domeny czynnika transkrypcyjnego.
Interakcje te nie maja wptywu na zdolno$¢ wiazania
przez czynnik HSF1 czasteczki DNA, jak réwniez zalez-
nej od warunkdéw stresowych fosforylacji, uniemozli-
wiajg jednak aktywacje procesu transkrypcji. Inhibicja
czynnika transkrypcyjnego prowadzgca do hamowania
powinowactwa HSF1 do nici DNA jest mozliwa przez
oddziatywanie czasteczek HSBP1 (heat shock protein
binding factor 1) z aktywna trimeryczna postacig HSF1/
Hsp70. Proces oddysocjowania czynnika transkrypcyj-
nego od heterokompleksu (HSF/Hsp90/Hsp70/Hsp40)
w warunkach stresowych, prowadzacy do jego aktywa-
cji, nie zostat jeszcze wyjasniony [7,56,78,79]. Wiadomo
jednak, ze do pelnej aktywacji czynnika HSF1 niezbedny
jest proces jego trymeryzacji oraz modyfikacji polegaja-
cej na jego sumolacji i hiperfosforylacji (ryc. 1). Proces
trimeryzacji zachodzi w cytoplazmie komérki, natomiast
proces fosforylacji wydaje sie bardziej skomplikowanym
i moze sie odbywa¢ zaréwno w cytoplazmie, jak i jadrze
komérkowym. Aktywacja czynnikéw transkrypcyjnych
HSF polega na ich hiperfosforylacji przeprowadzanej
przez biatka nalezace do podrodziny kinaz MAPK (kinaz
biatkowych aktywowanych mitogenem), takich jak ERK1,
JNK/SAPK, kinazy biatkowej p38 [56,78]. Miejsca konsty-
tutywnej fosforylacji czynnika HSF1 obejmujace Ser®®,
Ser®®’, Ser’®3 odgrywaja istotna role w represji aktywno-
$ci transkrypcyjnej HSF1, podczas gdy miejsca induko-
wanej fosforylacji, takie jak Ser?, Ser3?, Ser*' promuja
jego aktywno$¢é. Regulacja ekspresji HSP zalezy wiec
z duzym prawdopodobiefistwem od réwnowagi aktyw-
nos$ci kinaz i fosfataz oddziatujacych z HSF1 [56,106].
Cze$ciowo ufosforylowany trimer, zbudowany z podjed-
nostek HSF1, ulega translokacji do jadra komdrkowego,
gdzie po jego hiperfosforylacji indukuje transkrypcje
réznych genéw HSP, w tym Hsp70 oraz Hsp90. Wzrasta-
jacy poziom tych chaperonéw moze nastepnie wywotaé
inaktywacje HSF1 przez wiazanie jego formy monome-
rycznej oraz trimerycznej [78,79,80]. Wraz ze starzeniem
sie komérek coraz wiecej monomerycznych form HSF1
jest identyfikowanych we frakcji jadrowej, a komdrki
takie poddane szokowi cieplnemu znacznie rzadziej
w poréwnaniu do komdrek mtodych tworzg trimeryczne
formy HSF1. Sugeruje sie, ze zmiany te przyczyniaja sie
do ostabienia aktywno$ci biatek szoku cieplnego w przy-
padku starzenia sie komérek [54].
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Ryc. 1. Regulacja transkrypdji genéw kodujacych HSP. W warunkach stresowych dla komérki dochodzi do aktywacji czynnika HSF1, ktérego aktywnos¢
transkrypcyjna w warunkach fizjologicznych znajduje sie pod Scista kontrola biatek HSP90 i/lub Hsp70 oraz Hsp40 (obszar cytoplazmy). Do petnej aktywadji
czynnika HSF1 jest niezbedny proces jego trymeryzadji (cze$ciowo ufosforylowany trimer, ulega translokacji do jadra komérkowego), jak réwniez proces
modyfikagji polegajacej na jego sumolacji (S - obszar jadra komérkowego), a nastepnie hiperfosforylacji (P - obszar jadra komdrkowego). Zaktywowany
czynnik HSFTindukuje transkrypcje rdznych gendw HSP w tym Hsp70 oraz Hsp90. Wzrastajacy poziom tych chaperonéw moze nastepnie doprowadzic do
inaktywacji HSF1 poprzez wiazanie jego postaci monomerycznej, jak i trimerycznej

BiatKa s20Kku CIEPLNEGO 0 MASIE 60KDA JAKO MOLEKULARNE
CHAPERONY

Komorki izolowane od ssakéw sa zdolne do ekspresji
okoto 10 000 réznych bialtek. Syntetyzowane z udzialem
rybosoméw peptydy moga by¢ zbudowane nawet z kilku
tysiecy aminokwaséw. Aby polipeptydowe taricuchy
mogly w sposéb prawidlowy funkcjonowaé w organi-
zmie, musza ulec procesowi faldowania i przyjaé postaé
natywna biatka [4]. Powstate, natywne biatko w celu
zachowania funkcjonalno$ci musi utrzymaé swoja kon-
formacje w $rodowisku fizjologicznym, natomiast przy-
jeta struktura musi by¢ w minimalnym stopniu korzystna
termodynamicznie. Jak dowiodly badania dotyczace eks-
perymentalnego faldowania biatek w warunkach in vitro,
sekwencja aminokwasowa kodowana przez DNA zawiera
wszystkie niezbedne informacje dotyczace jego trze-
ciorzedowej struktury [21]. Nalezy podkre$lié, ze pro-

ces faldowania polipeptydowych tadicuchéw w komdéree
najczesciej nie jest procesem spontanicznym i w przy-
padku wielu protein wymaga obecno$ci molekularnych
chaperonéw oraz naktadu energii [48]. Biatka opiekud-
cze chronia faricuchy peptydowe przed nieprawidtowym
fatdowaniem, nie dostarczaja jednak zadnej informa-
cji dotyczacej konformacji przyjmowanej w zacho-
dzacym z ich udzialem procesie [50]. Oprécz kontroli
procesu zwijania taticuchéw polipeptydowych chape-
rony mogg réwniez zapobiegad ich agregacji. Zacho-
dzacy proces agregacji nieodwracalnie usuwa biatka ze
$ciezki faldowania, co w szczegSlnych warunkach moze
prowadzi¢ do tworzenia sie fibrylarnych struktur zwa-
nych amyloidami, ktérych obecno$é moze sie przyczy-
nia¢ do rozwoju choroby Alzheimera oraz Huntingtona
[85]. Niewatpliwie wiec kontrolowanie jako$ci powsta-
tych protein oraz utrzymanie homeostazy proteomu
wydaje sie podstawowe dla prawidtowego funkcjono-
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wania komdrki oraz catego organizmu. Jest to mozliwe
dzieki istniejacej w komdrce zintegrowanej sieci kilku-
set bialek, takich jak molekularne chaperony i ich biatka
regulatorowe, system ubikwityna - proteasom UPS (ubi-
quitin - proteasome system) oraz procesowi autofago-
cytozy [49].

Na szczegdlng uwage, wéréd zaangazowanych w procesy
utrzymania homeostazy proteomu rodzin biatek szoku
cieplnego, zastuguja: sHSP, a-krystaliny, HSP40, HSP60,
HSP70, HSP90, HSP100 oraz kalretikulina [28,49]. Wiek-
sz0$¢ z wymienionych chaperonéw wchodzi w interak-
cje z peptydami przez rozpoznanie reszt hydrofobowych
i/lub nieustrukturyzowanych fragmentdéw szkieleto-
wych substratu [50]. Sposéb oddziatywania chaperonéw
oraz ich udzial w procesie faldowania bedzie oméwiony
na przyktadzie biatek szoku cieplnego o masie 60 kDa.

Chaperony nalezace do tej rodziny to duze kompleksy
zbudowane z dwdéch pierécieni (double-rings complex)
~ 800-900 kDa, ktdre tacza sie w sposéb umozliwiajacy
utworzenie wewnetrznego kanatu. Wéréd nich wyréznia
sie dwie grupy. Grupa I, znana jako Hsp60s u Eucaryota
oraz GroEL u Procaryota, jest identyfikowana wytgcznie
u eubakterii oraz w organellach pochodzenia endosym-
biotycznego, takich jak mitochondria i chloroplasty.
Biatka te kooperuja z kofaktorami, do ktérych nalezg
Hsp10 u Eucaryota oraz GroES u Procaryota. Grupe 11 iden-
tyfikuje sie u archeonéw oraz w cytosolu Eucaryota,
gdzie sg znane jako TRiC (TCP-1 Ring Complex) lub CCT
(chaperonin containing the T-complex polypeptide-1).
Biatka te w przeciwienistwie do grupy I funkcjonuja nie-
zaleznie od kofaktordéw [28,49,50].

Chaperonowy system GroEL-GroES u Escherichia coli
nalezy do najdoktadniej opisanych sposrdd wszystkich
uktadéw zwiazanych z biatkami szoku cieplnego [28]. Jak
wykazaty badania GroEL ma zdolno$¢ do oddziatywania
z ponad 250 réznymi biatkami cytoplazmatycznymi.
Rozmiar wiekszo$ci z nich miesci sie w przedziale 20-50
kDa, a ich budowa obejmuje domeny a/p lub o+f [32].
GroEL tworzg dwa heptametryczne pierécienie cis i trans
zbudowane z siedmiu podjednostek o masie 57 kDa
kazda. Pier$cienie tacza sie ze soba w uktadzie zwanym
back-to-back, czyli tymi samymi fragmentami taticu-
chéw. Kazdy z pierécieni jest zbudowany z trzech domen:
apikalnej, posredniej oraz ekwatorialnej. Domena api-
kalna GroEL wspomaga proces otwierania cylindra oraz
eksponuje do wnetrza kanatu hydrofobowe reszty ami-
nokwasowe umozliwiajac wigzanie substratu wewnatrz
piericieni. Domena posrednia lgczy sie zawiasowo
z domeng apikalna i jest wysunieta na zewnatrz pier-
$cienia, natomiast domena ekwatorialna ma aktywnosé
ATP-azy i stabilizuje strukture kanatu. Hydrofobowa
powierzchnia eksponowana przez domene apikalna obu
pier$cieni wigze hydrofobowe reszty aminokwasowe
substratu, ktéry zostaje umieszczony w elastycznym
rowku miedzy dwiema amfipatycznymi helisami tej
domeny. Aby mégt zaj$¢ proces fatdowania peptydu nie-
zbedna jest obecno$¢ energii w postaci ATP oraz biatka

GroES. GroES to homoheptameryczny pierscier ztozony
z podjednostek o masie ~10 kDa, ktéry moze sie cyklicz-
nie przytaczaé i odtgczac od GroEL, w procesie zaleznym
od ATP. Podjednostki GroES zawieraja w swej sekwen-
cji mobilne/ruchome petle, ktére oddziatujg z miej-
scem wigzgcym substrat w domenie apikalnej, a takze
posredniczg w procesie dysocjacji substratu. Przytacze-
nie biatka GroES do GroEL prowadzi do istotnych zmian
konformacyjnych w jego strukturze, co umozliwia for-
mowanie klatki z silnie hydrofilows, natadowang ujem-
nie powierzchnig $cian kanatu i jednocze$nie znacznie
zwieksza jego wewnetrzng powierzchnie [49,50].

Wedtug modelu klatki Anafiksena proces faldowania
polipeptydu rozpoczyna sie od jego przytaczenia do
wolnej domeny apikalnej GroEL-GroES, czyli do pierécie-
nia trans. Zaktada sie, ze kompleks GroEL-GroES moze
przyjmowa¢ postaé symetryczna oraz niesymetryczng.
W przypadku kompleksu asymetrycznego pierscieti
GroEL, ktdry przytaczyt biatko GroES jest nazywany pier-
$cieniem cis, natomiast drugi, czyli dystalny, piercie-
niem trans (ryc. 2). Bezposrednio po zwigzaniu substratu
nastepuje przytaczenie czasteczki GroES oraz siedmiu
czasteczek ATP przez biatko GroEL, co skutkuje prze-
sunieciem substratu do wnetrza kanatu. Jednocze$nie
obserwuje sie oddysocjowanie siedmiu czasteczek ADP
oraz GroES od istniejacego przed zwigzaniem substratu
kompleksu cis. Proces fatdowania trwa okoto 10 s i jest to
czas niezbedny do hydrolizy ATP przez pier$cier wigzacy
substrat, nazywany teraz pier$cieniem cis. Hydroliza ATP
ostabia wigzanie miedzy GroEL a GroES z jednoczesnym
wigzaniem siedmiu nowych czgsteczek ATP przez drugi
z pierécieni - trans. Przylaczenie czasteczek ATP oraz
GroES przez pierécieni trans powoduje otwarcie , klatki”
(powstatej w obrebie pierscienia cis). Substrat opuszcza
klatke po oddysocjowaniu GroES od pierécienia cis, na
skutek allosterycznych zmian zachodzacych przez zwig-
zanie ATP przez pierscien trans. W procesie tym sa uwol-
nione polipeptydy, ktére uzyskaty postaé natywna i te,
ktére nie ulegly procesowi faldowania (ryc. 2). Substrat,
ktéry nie ulegt jeszcze pelnemu procesowi faldowania
moze by¢ natychmiast powtérnie wigzany przez GroEL
[28,49,50].

Do drugiej grupy biatek HSP60 nalezy kompleks TCP-1
(T-complex polypeptide-1) identyfikowany w cyto-
solu Eucaryota. Jest to heterooligomeryczny kompleks
o masie 970 kDa zbudowany z réznorodnych podjedno-
stek o masach 52-65 kDa. Podjednostki te tworzg pier-
$cienie ulozone w strukture przypominajaca biatko
GroEL [31]. W warunkach in vitro biatko funkcjonuje nie-
zaleznie od kofaktoréw, a jego domeny apikalne zawie-
raja w swej strukturze a-helikalny segment w ksztatcie
palca, ktéry tworzy swoiste wieczko funkcjonujace ana-
logicznie jak GroES. Fragment ten umozliwia enkapsula-
cje biatka przez zamykanie oraz otwieranie w procesie
zaleznym od ATP wej$cia do kanatu tworzonego przez
pier$cienie, podobnie jak w kompleksie GroEL-GroES
[22]. Najprawdopodobniej reakcja faldowania biatek
z udzialem TRIC jest znacznie wolniejsza w poréwna-
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Ryc. 2. Schemat fatdowania biatka z udziatem kompleksu GroEL-GroES. Proces fatdowania polipeptydu rozpoczyna sie od jego przytaczenia do wolnej domeny
apikalnej kompleksu GroEL-GroES, czyli do pierécienia trans. Bezposrednio po zwigzaniu substratu nastepuje przytaczenie przez biatko GroEL czasteczki
GroES oraz siedmiu czasteczek ATP, co skutkuje przesunieciem substratu do wnetrza kanatu. Jednoczesnie obserwuije sie oddysocjowanie siedmiu czasteczek

ADP oraz GroES od istniejacego przed zwigzaniem substratu kompleksu cis.

Nastepujaca w obrebie powstatego pierécienia cis hydroliza ATP ostabia wigzanie

pomiedzy GroEL a GroES. Przytaczenie czasteczek ATP oraz GroES przez pierscieni trans powoduje otwarcie, klatki” (powstatej w obrebie pierscienia cis).
Substrat opuszcza klatke po oddysocjowaniu od pierscienia cis czasteczki GroES, wskutek allosterycznych zmian zachodzacych przez zwiazanie ATP przez

pierscieri trans.

niu z kompleksem GroEL-GroES [92]. Biatko to bierze
udzial w faldowaniu wielu protein cytoplazmatycznych,
zaktada sie, ze oddziatuje z okoto 10% nowo syntetyzo-
wanych biatek cytosolowych, w tym z aktyna i tubuling
[69].

AKTYWACJA KOMOREK UKLADU ODPORNOSCI NIESWOISTE) PRZEZ
iatkA HSP60

W $rodowisku zewnagtrzkomérkowym biatka HSP60
samodzielnie lub w potaczeniu z biatkami wtasnymi
organizmu lub drobnoustrojéw moga stanowi¢ tacznik
miedzy poszczegblnymi elementami uktadu immuno-
logicznego, wplywajac na jego aktywnosé. Proteiny te
oddziatuja na uktad immunologiczny w zréznicowany
sposdb, w tym jako antygen wilasny, antygen obcy, no$nik
innych czasteczek oraz ligand okre$lonych receptoréw
[83]. 0d wielu lat trwaja badania dotyczace wptywu pre-
paratéw Hsp60 pochodzacych z réznych 7rédet, w tym
oczyszczonych bezposrednio z preparatéw bakteryj-
nych, uzyskiwanych od ssakéw oraz ich rekombinowa-
nych odpowiednikéw, na aktywacje systemu odpornosci

nieswoistej. Wiele doniesien wskazuje na potencjalng
zdolno$¢ HSP60 do aktywacji komérek wrodzonego
uktadu immunologicznego, takich jak makrofagi, mono-
cyty czy komérki dendrytyczne (DCs) [15,43,46,62,93].
W badaniach dotyczacych stymulacji makrofagéw
otrzewnowych (uzyskanych od myszy szczepu BALB/c)
biatkiem Hsp60 pochodzenia bakteryjnego (Legionella
pneumophila Hsp60: Lp-Hsp60, Escherichia coli Hsp60: Ec-
-Hsp60, Mycobacterium leprae Hsp65: M1-Hsp65, Mycobac-
terium bovis BCG Hsp65: Mb-Hsp65) wykazano wzrost
iloéci transkryptéw mRNA dla IL-1a, IL-1p, IL-6, TNF-
«, GM-CSF oraz zwiekszong sekrecje IL-1p [93]. Stymu-
lacja mysich makrofagowych linii komérkowych J774.1
i RAW264.7 wybranymi rekombinowanymi biatkami
szoku cieplnego pochodzacymi od ssakéw (hHspé6o0,
mysie Hsp60: mHsp60, szczurze Hsp60: rtHsp60, chomi-
cze Hsp60: hamHsp60) oraz bakterii (Chlamydia pneumo-
niae Hsp60: Chp-Hsp60; Mb-Hsp65, Ec-Hsp60) prowadzita
za$ do sekrecji TNF-a w stopniu zaleznym od zastoso-
wanej dawki antygenu [46]. W przypadku hHsp60 mak-
symalny poziom wyrzutu cytokiny obserwowano po
24-godzinnej inkubacji [15].

1154



Bajzert J., Stefaniak T. — Biatka szoku cieplnego HSP60 i perspektywy ich wykorzystania...

Cytokinowa funkcja HSP w poréwnaniu z ich funkcja bia-
tek opiekuniczych wydaje sie zjawiskiem unikatowym,
gdyz nie wymaga wigzania z peptydami, hydrolizy ATP,
kofaktoréw ani tworzenia komplekséw biatkowych, stad
pomyst nadania biatkom HSP miana chaperokin, ktéra
odzwierciedlitaby ich dwojaka nature [99]. Wptyw HSP60
pochodzacych zaréwno od ssakéw, jak tez bakterii na
elementy uktadu odpornosci wrodzonej przedstawiono
naryc. 3.

Istnieja powazne obawy, ze obserwowany wpltyw HSP
na komérki wrodzonego uktadu immunologicznego to
raczej skutek zanieczyszczen preparatéw, a nie rezul-
tat dzialania samego biatka. Podejrzenia wzbudza to,
ze wszystkie biatka szoku cieplnego o réznej masie cza-
steczkowej i petnionych w komérce funkcjach wywo-
tuja podobny efekt cytokinowy. Po drugie obserwowany
wynik wydaje sie bardzo podobny do tego wywolywa-
nego przez wzorce molekularne zwigzane z patoge-
nami (PAMP), szczegblnie LPS i bakteryjne lipoproteiny.
Nalezy podkresli¢, ze obecnie wiekszo$¢ stosowanych
w do$wiadczeniach preparatéw Hsp60 to biatka rekom-
binowane wytworzone za pomoca ekspresyjnych szcze-
péw Escherichia coli, w ktérych obecno$é zanieczyszczer
pochodzenia bakteryjnego jest bardzo prawdopodobna.
Po trzecie przypuszcza sie, ze komdrka docelowa roz-
poznaje HSP60 z udzialem receptoréw TLR2 i/lub TLR4,
ktére sa gtéwnymi receptorami rozpoznajacymi LPS,
a nie jest prawdopodobne, by tak wyspecjalizowane
receptory nie potrafity w prawidtowy sposéb rozréznié
od siebie tych dwdch czasteczek [100].

W wielu prébach majacych na celu zniesienie poten-
cjalnego wplywu zanieczyszczen preparatéw HSP na
komérki uktadu immunologicznego, przyjeto dwa kry-
teria: pierwsze - LPS jest oporny na inaktywacje cieplna
oraz drugie - skutek wptywu LPS moze by¢ wykluczony
przez dodatek polimyksyny B (PmB) [15,62,93]. W innych
przypadkach zastosowano przeciwciata anty-Hsp
[16,116,117], proteinaze K [29,47] lub inhibitory LPS,
takie jak lipid 1va [1], lipid A z Rhodopseudomonas sphe-
roides [23] oraz maganin 11 amidu (C114H181N31028S)
[16]. Zaobserwowano, ze oddziatywanie HSP zalezy od
temperatury, poniewaz biatko to jest inaktywowane
podczas ogrzewania (1h 95°C [93]; 10 min 100°C [47]; 20
min 100°C [19,62]), tracac przez to wasciwosci stymula-
cyjne, podczas gdy w przypadku preparatéw LPS efekt
stymulacyjny jest proteazo- i temperaturowo niezalezny
[47]. Biologiczne dziatanie HSP nie jest hamowane lub
cze$ciowo znoszone przez polimyksyne B (PmB), pod-
czas gdy stymulacja komérek LPS jest zjawiskiem PmB-
-zaleznym [15,47,62]. Oddzialywanie nie jest réwniez
ograniczane przez inne inhibitory LPS, lecz hamowane
w obecnosci przeciwciat anty-Hsp. Doniesienia te moga
by¢ dowodem, ze dziatanie cytokinowe jest bezposred-
nio zalezne od biatek szoku cieplnego. Wallin i wsp.
wskazali, ze wysoce oczyszczone preparaty Hsp70 uzy-
skane z mysiej watroby nie stymuluja mysich DCs nawet
przy koncentracji 200-300 ug/ml, natomiast preparaty
nieoczyszczone maja zdolno$¢ do ich aktywacji juz przy

stezeniu 50-100 ng/ml, a uzyskany wynik jest zalezny
od temperatury i nie jest hamowany przez PmB [101].
Intrygujace wydaja sie réwniez doniesienia Gao i Tsana,
przeczace brakowi wrazliwo$ci LPS na temperature,
w ktédrym wykazano, ze ogrzewanie preparatu LPS (4
ng/ml; 1h 100°C) powoduje nie tylko spadek aktywnosci
endotoksyny (okres$lone z uzyciem lizatu Limulus amebo-
cyte), ale réwniez zahamowanie wyrzutu TNF-a podczas
stymulacji mysich makrofagédw ogrzanym preparatem
[35]. Wiekszo$¢ badari nie uwzglednia doniesieti zwigza-
nych z wrazliwo$cig LPS na ogrzewanie oraz ignoruje to,
ze stezenie LPS rzedu 0,1-0,2 [34], a nawet 0,05 ng/ml
[35] moze powodowaé wyrzut TNF-a przez mysie makro-
fagi. W wiekszo$ci badan uzywane do aktywacji komé-
rek stezenie LPS wynosi 10-500 ng/ml [15,46,62,93]. Przy
takich stezeniach, nawet jesli proces ogrzewania spo-
woduje inaktywacje 99% LPS, pozostanie wystarczajaca
liczba jego taricuchéw, by aktywowal proces wytwarza-
nia TNF-a i jednocze$nie sktania¢ do stwierdzenia, ze
LPS jest oporny na ogrzewanie. Poza LPS czynnikami
mogacymi indukowa¢ aktywno$¢ cytokinowa moga byé
réwniez inne zanieczyszczenia. Gao i Tsan wskazali, ze
50% wytworzonego przez stymulowane komérki TNF-a
byto skutkiem zanieczyszczenia komercyjnie dostep-
nego preparatu rhHsp60 (Stress-Gen) zwigzkami innymi
niz LPS, ktére okazaly sie wrazliwe na temperature, aich
aktywnosci nie hamowata polimyksyna B [35]. Mozliwe,
ze whaénie to zjawisko potwierdza doniesienia dotyczace
braku lub jedynie cze$ciowemu hamowaniu aktywnosci
cytokinowej przez polimyksyne B.

RecepToRY swoiSTE DLA BIAEK sZoKu CIEPLNEGO (HSP60)

Podobnie jak w przypadku zanieczyszczen preparatéw
HSP endotoksyna, znaczne kontrowersje wzbudza okre-
$lenie receptordw, dzieki ktérym komérki wrodzonego
uktadu immunologicznego rozpoznajg docelowy ligand
w postaci Hsp60. Wsrdd receptordw, ktére zostaly opi-
sane jako zaangazowane w rozpoznanie HSP, w tym
HSP60, HSP70 oraz gp96 wymienia sie molekute CD14
[1,62,72] oraz czasteczki nalezace do rodziny TLR, w tym
TLR2 i TLR4 [19,29]. W przeprowadzonych do$wiadcze-
niach, dotyczacych zdolnos$ci wigzania znakowanego
hHsp60 przez makrofagi, DCs oraz ECs (endothelial
cells - komérki §rédbtonka), wykazano, ze wiazanie to
ma charakter typowy dla oddziatywania typu ligand-
-receptor [43]. Inkubacja komdrek z omawianym biat-
kiem w temperaturze fizjologicznej (37°C), optymalne;j
dla endocytozy potwierdzita z uzyciem cytometrii prze-
plywowej jego wchtanianie z udziatem tego procesu
[42]. Wykazano, ze wigzanie Hsp60 jest zjawiskiem spe-
cyficznym, a charakter wigzania podobny dla wszystkich
komérek [42,43,46]. Dotychczas jednoznacznie nie okre-
$lono, ktdre z receptoréw sg odpowiedzialne za reakcje
z HSP60. Badania polegajgce na inkubacji mysiej linii
makrofagowej J774.1 z przeciwciatlami anty-CD14 oraz
anty-TLR nie potwierdzily blokowania reakcji makrofa-
géw ze znakowanym hHsp60 [43]. W do$wiadczeniach
z wykorzystaniem ludzkich komérek linii gwiaZdziaka
(astrocytoma) U373 oraz fibroblastycznej linii komdr-
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kowej CHO-K1 (chinese hamster ovary - K1 fibroblast)
transfekowanych plazmidem kodujacym sekwencje
ludzkiego CD14 cDNA wykazano, ze obecnos$é czasteczki
CD14 jest niezbedna, lecz w wybranych przypadkach (jak
linia CHO-K1) moze by¢ niewystarczajaca do aktywacji
komdrek z udziatem zaréwno eukariotycznego, jak i pro-
kariotycznego Hsp60 (hHsp60 oraz chHsp60-chlamydia
Hsp60). Uzyskane wyniki sugeruja, ze w przeciwiefistwie
do komérek uzyskanych od chomikéw komérki linii
ludzkiej ekspresjonuja niezbedny koreceptor wspoma-
gajacy przekazywanie sygnatu. Wykazano, ze komérki
linii CHO-K1 maja mutacje w genie kodujagcym TLR2,
dlatego ekspresjonujg afunkcyjne biatko. Komdrki te sa
zdolne do rozpoznania LPS (poprzez receptor TLR4), nie
rozpoznajg jednak innych PAMP, takich jak peptydogli-
kany, stad przypuszczenie, ze to TLR2 moze stanowié
poszukiwany koreceptor [62]. W badaniach z wykorzy-
staniem linii komérkowej VSMC (ludzka fibroblastyczna
linia komérkowa) wykazano, ze uzycie przeciwciat anty-
-TLR hamuje ich proliferacje pod wptywem stymulacji
hHsp60 [19]. W przypadku DCs, izolowanych ze szpiku
kostnego myszy szczepu C3H/HeJ (szczep z ekspresja
afunkcyjnego receptora TLR4), udowodniono, ze ich
inkubacja z hHsp60/chHsp60 hamuje lub w znacznym
stopniu ogranicza sekrecje cytokin (IL-1p, TNF-«) oraz
nieznacznie zwieksza ekspozycje czasteczek kostymulu-
jacych CD86 i CD40 na ich powierzchni [29]. Wykazano
jednak, ze makrofagi uzyskane ze szpiku kostnego myszy
szczepu C57BL/10ScCr (szczepu nieekspresjonujacego

TLR4) wiaza hHsp60 na poziomie kontroli [42]. Dalsze
badania nad zdolno$cia wigzania Hsp60 przez makro-
fagi (linia komdrkowa J774.1, RAW264.7) oraz populacje
komdrek CD11b* uzyskanych ze szpiku kostnego myszy
C57BL/6], z wykorzystaniem metody konkurencyjnej,
wykazaly, ze mHsp60 oraz rtHsp60, nie za§ Mb-Hsp60,
Ec-Hsp60, Chp-Hsp60 przyczyniaja sie do ostabienia wig-
zania hHsp60 przez te komdrki [45,46], a oddzialywania
te sg niezalezne od receptora TLR4 [42]. Zaobserwowano
jednak réznice we wtasciwo$ciach hamHsp60, ktére
w przypadku linii komdrkowej J774.1 nie miato wpltywu
na wigzanie hHsp60 [46], ale wykazywato te zdolnosci
w przypadku populacji komérek CD11b* [45]. Wyniki
przeprowadzonych badan wskazaty, ze oddziatywanie
Hsp60 Eucaryota z komdrkami uktadu immunologicznego
ma inny charakter niz w przypadku biatka izolowanego
od Procaryota i biora w nim udziat odmienne struktury
powierzchniowe. Wydaje sie, ze réznica w wigzaniu wta-
snego oraz obcego Hsp60 przez komérki wrodzonego
uktadu immunologicznego jest momentem krytycznym
pozwalajagcym na utrzymanie immunologicznej home-
ostazy, poniewaz oba prokariotyczne oraz eukariotyczne
Hsp60 wystepuja w surowicy i maja silny potencjat
immunoregulatorowy. Przypuszcza sie, ze Hsp60 w reak-
cjach z komérkami immunologicznymi moga wykorzy-
stywa¢ odmienne miejsce wigzania, odmienne receptory.
Mimo ze homologia miedzy biatkami Hsp60 ssakdw
i bakterii wynosi 50%, natomiast u réznych gatunkdéw
ssakéw osiaga warto$¢ 95%, istnieje prawdopodobien-
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Ryc. 3. Wptyw Hsp60 pochodzenia ludzkiego, jak i bakteryjnego na elementy uktadu odpornosci wrodzonej oraz nabytej
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stwo, ze nawet najmniejsze réznice w sekwencji biatka
przyczyniajg sie do zniesienia krzyzowego rozpoznania
antygenu [45,46].

Epitory HSP60 zAANGAZOWANE W AKTYWACJE WRODZONEGO
UKLADU IMMUNOLOGICZNEGO

Przeprowadzono wiele badafi majacych na celu okre-
$lenie sekwencji potencjalnych epitopéw biatek Hsp60.
Model 3D hHsp60 oparty na Escherichia coli GroEL pozwo-
lit zidentyfikowaé regiony bedace epitopami tego biatka
w jego domenie apikalnej (aa 241-260), domenie posred-
niej (aa 391-410) oraz w domenie ekwatorialnej (aa 461-
480 i 481-500). Przypuszcza sie, ze regiony te uczestnicza
w oddziatywaniu z receptorami zaréwno gdy biatko
przybiera forme monomeryczna, jak i oligomeru i sg
zaangazowane w reakcje z komérkami uktadu immu-
nologicznego [43]. Przeprowadzone do$wiadczenia,
w ktérych wykorzystano zbiér réznorodnych 20aa oli-
gopeptyddéw, kodujacych tacznie cata sekwencje hHsp60
oraz trzy mutanty delecyjne E. coli wytwarzajgce C-ter-
minalne regiony biatka Hsp60 (aal138-573, aa244-573
oraz aa360-573), potwierdzity przypuszczenia dotyczace
wskazanych epitopéw. Fragmentem oddziatujgcym
z mysig makrofagowg linig komérkowg J774.1 okazat sie
region mieszczacy sie na C-konicu biatka, a doktadniej
aa481-500 [44]. W przypadku makrofagéw izolowanych
ze szpiku kostnego myszy szczepu C57BL/6] najinten-
sywniejsze wiazanie zaobserwowano dla oligopepty-
déw kodujgcych odmienne niz dla linii J774.1 fragmenty
biatka (aa241-260, aa391-410, aa461-480) oraz peptydu
kodujacego fragment hHsp60 aa138-573. Uzyskane
wyniki sktonity do stwierdzenia, ze rézne komérki wiagzg
Hsp60 za pomoca odmiennych receptordw, swoistych
dla réznych fragmentdéw tego biatka [45].

Szczegbtowa analiza sekwencji hHsp60 wykazata, ze
w domenie szczytowej (apikalnej) znajduje sie swoisty
region stanowigcy miejsce wigzania LPS (aa 354-365)
[43]. W celu udowodnienia potencjalnej zdolnosci bia-
tek Hsp60 do wiazania lipopolisacharydu, hHsp60 oraz
mHsp60 inkubowano ze znakowanym radioaktywnie LPS
(PHILPS) i wykazano, ze wigzanie to ma charakter specy-
ficzny i moze by¢ blokowane przez preinkubacje komé-
rek z nieznakowanym LPS lub przez dodanie przeciwciat
anty-Hsp60 klon 4B9 [47,72]. Zastosowanie przeciwcial
monoklonalnych klon 24 (aa1-200), 4B9 (aa335-366), LK1
(aa383-447) skierowanych przeciwko hHsp60 oraz swo-
istym oligopeptydom Hsp60 pomogto zidentyfikowal
region epitopowy odpowiedzialny za wigzanie LPS i byt
nim fragment aa354-365. Dalsza analiza tego fragmentu
wskazata, ze zawiera motyw LKGK, ktdry jest okreslany
jako niezbedny podczas wiazania LPS, co wiecej, motyw
ten odpowiada za wigzanie LPS przez czynnik C pocho-
dzacy od Limulus polyphemus [47]. Fragment ten wyste-
puje jedynie w Hsp60 ssakdéw, dlatego sugeruje sie, ze za
aktywacje komdrek uktadu immunologicznego w przy-
padku stymulacji hHsp60, dziatanie prozapalne wywo-
tuje swoiscie wigzany przez te molekute LPS, nie za$
samo biatko.

AKTYWACIA KOMOREK UKEADU ODPORNOSCI swoisTE) PRzEZ HSP60

Wplyw HSP60 na elementy nabytego uktadu immunolo-
gicznego nalezy postrzega¢ w dwojaki sposéb. Biatko to
moze by¢ sygnatem prozapalnym dla organizmu, prowa-
dzgc do aktywacji limfocytéw B oraz efektorowych lim-
focytéw T, a sygnalem przeciwzapalnym przez swoiste
oddziatywanie z limfocytami B oraz limfocytami regu-
latorowymi, w tym antyergotypowymi limfocytami T.
Wplyw HSP60 na uktad immunologiczny zalezy gtéw-
nie od koncentracji, rozpoznawanego epitopu Hsp60
oraz miejsca rozpoznania antygenu. Przyjmuje sie, ze
male stezenie HSP60 identyfikowane we krwi w sposéb
konstytutywny, ktérego zrédtem jest aktywno$¢ chape-
ronowa biatek w komdérkach, przyczynia sie do utrzy-
mania immunologicznej réwnowagi przez promowanie
aktywnosci limfocytéw T regulatorowych (Treg) i jedno-
czesne obnizanie aktywnosci efektorowych limfocytéw
T. Odmienne zjawiska sa obserwowane podczas podwyz-
szonego stezenia HSP60 towarzyszacego uszkodzeniu
tkanek, procesowi nowotworowemu czy infekcji. Duza
koncentracja biatka we krwi przyczynia sie do pobudze-
nia makrofagéw i komdrek dendrytycznych, prowadzac
do promowania odpowiedzi prozapalnej monocytéw
i aktywacji efektorowych limfocytéw T, a w przypadku
limfocytéw B stymulacji w kierunku proliferacji. Gdy
stres $rodowiskowy ulega zmniejszeniu, koncentracja
HSP60 maleje i gtéwnymi komérkami odpowiadajacymi
na to biatko staja sie ponownie limfocyty Treg (ryc. 3)
[83].

InTERAKCE HsP60 z LimFocyTAMI B

Hsp60 zaréwno wiasne (self), jak i obce (non-self) sta-
nowi dla limfocytéw B potencjalny antygen, co potwier-
dza duze stezenie przeciwciat anty-Hsp60 w surowicach
osobnikéw zakazonych bakteriami lub poddanych szcze-
pieniom (Hsp60 to powszechny antygen bakteryjny), jak
réwniez u 0séb chorych na wybrane schorzenia na tle
autoimmunologicznym [2,5]. Zaskakujaca wydaje sie
obecno$é przeciwcial anty-Hsp60 u osobnikéw zdro-
wych, u ktérych wysoki poziom przeciwciat klasy IgM
wiazacych Hsp60 wykrywa sie juz we krwi pepowinowe;j.
W surowicy dorostych, zdrowych oséb identyfikuje sie
réwniez przeciwciata autologiczne klasy IgM oraz IgG
wiazace Hsp60, jednak w tym przypadku stezenie prze-
ciwcial jest znacznie nizsze niz u oséb ze schorzeniami
autoimmunologicznymi [67]. Istniejg przypuszczenia, ze
jednoczesna aktywacja receptoréw TLR4 oraz BCR lim-
focytéw B swoistych dla Hsp60 przyczynia sie do rozpo-
znania, aktywacji i powstania przeciwciat niezaleznie od
limfocytéw T (grasiczoniezaleznie) [83]. W do$wiadcze-
niach przeprowadzonych z uzyciem naiwnych mysich
limfocytéw B (B2) izolowanych od myszy szczepu
C57BL/6] wykazano, ze hHsp60, w procesie zaleznym od
receptoréw TLR4/MyD88 przyczynia sie do ich aktywa-
cji, podwyzszajac stopien proliferacji, zwiekszajac sekre-
cje IL-10 i IL-6, a takze ekspozycje MHC 11 oraz czasteczek
kostymulujacych CD69, CD40, B7-2 na powierzchni tych
komdérek. W odpowiedzi na hHsp60 limfocyty B wytwa-
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rzajg gtéwnie poliklonalne przeciwciata podklasy IgG,
[16]. Wrodzona zdolno$¢ limfocytéw B do rozpoznania
Hsp60 ssakéw prawdopodobnie nie jest réwnoznaczna
z rozpoznaniem Hsp60 Procaryota. Yi i wsp. wykazali,
ze immunizacja myszy mHsp60 pobudza limfocyty B
i powoduje wytwarzanie swoistych przeciwciat IgG na
poziomie dwukrotnie nizszym niz w przypadku szcze-
pienia z uzyciem Hsp60 pochodzenia bakteryjnego
(chHsp60) [112]. Wyniki te wskazuja na duzg immuno-
genno$¢ Hsp60 pochodzacego od Procaryota. Dotychczas
potwierdzono wytwarzanie przeciwciat klasy IgG, w tym
podklasy IgG, oraz IgG, , w odpowiedzi na Hsp60 pocho-
dzace od: Helicobacter pylori [2,109,111], Salmonella Typhi
[3,74], Legionella pneumophila [9,105], Yersinia enteroco-
litica [70], Piscirickettsia salmonis [108], Histophilus somni
[badania wtasne, niepublikowane] oraz Francisella tula-
rensis [51], Escherichia coli, Pasteurella multocida, Salmonella
Enteritidis [badania wtasne, niepublikowane]. Wysoki
poziom przeciwciat anty-Hsp60 pochodzenia bakte-
ryjnego identyfikuje sie u 0séb chorych na schorzenia
wywolane przez Helicobacter pylori [2], Mycoplasma pneu-
moniae [5], Porphyromonas gingivalis [66], Mycobacterium
tuberculosis oraz Mycobacterium leprae [113]. Udowod-
niono réwniez, ze przeciwciata skierowane przeciwko
bakteryjnym Hsp60 wykazujg duzg reaktywnosé krzy-
z0wa, co potwierdzono w reakcjach Hsp60 uzyskanego
od Streptococcus suis z poliklonalna surowicg anty-Hsp60
Pseudomonas aeruginosa, Legionella micdadei oraz z prze-
ciwciatami monoklonalnymi anty-Hsp65 Mycobacterium
leprae i Neisseria gonorrhoeae [6], jak réwniez w przypadku
biatka Hsp60 Giardia lamblia w reakcji z poliklonalng
surowica anty-Hsp65 Mycobacterium bovis [91]. Zaob-
serwowano, ze surowica poliklonalna anty-Hsp60 S.suis
wykazywala reaktywno$¢ krzyzowga z lizatami bakterii:
Enterococcus faecalis, Streptococcus equisimilis, S. agalactiae,
S. bovis, S. pneumoniae, Escherichia coli, Shigella sonnei, Cam-
pylobacter jejuni, Yersinia enterocolitica, Klebsiella pneumo-
niae, Salmonella Typhimurium, Bordetella bronchiseptica
natomiast przeciwcialo monoklonalne swoiste dla Hsp60
Pseudomonas aeruginosa reagowato z P. stutzeri, P. alcalige-
nes, P. mendocina, P. pseudoalcaligenes [6,65].

InTerakciE Hsp60 z Limrocytami T

Podobnie jak limfocyty B komérki T sa zdolne do roz-
poznania wlasnego i obcego Hsp60, jednak wptyw tego
biatka na limfocyty T jest réznorodny i czesto nieprze-
widywalny. W przypadku ludzkiego Hsp60 (hHsp60) roz-
poznanie to wystepuje zaréwno u oséb zdrowych, jak
i chorych na schorzenia o podtozu autoimmunologicz-
nym. Limfocyty T Hsp60-reaktywne izoluje sie juz z krwi
pepowinowej zdrowych noworodkdw, tak wiec zdolno$é
rozpoznania przez limfocyty T wlasnego Hsp60 wydaje
sie zjawiskiem wrodzonym i naturalnym [87]. Reak-
tywno$¢ limfocytéw T wobec Hsp60 skutkowaé moze
zréznicowanym profilem wytwarzanych przez nie cyto-
kin. Limfocyty T, ktére wskutek oddziatywania z Hsp60
wytwarzaé bedg cytokiny prozapalne przyczynia sie do
rozwoju choroby autoimmunologicznej, odegraja jed-
nak istotna role w czasie zwalczania infekcji bakteryjne;.

Natomiast wytwarzanie przez limfocyty T cytokin supre-
sorowych bedzie korzystne dla oséb z choroba autoim-
munologiczng, lecz niekorzystne w przypadku infekcji
bakteryjnej. Analizujac nastepstwa oddzialywania bia-
tek Hsp60 z limfocytami T, nalezy uwzgledni¢ udziat
limfocytéw T: naiwnych, efektorowych, supresorowych
(Treg) oraz antyergotypowych. Dodatkowo nalezy roz-
réznié dwie mozliwo$ci wptywu Hsp60 na limfocyty T
jako liganda dla receptora TLR lub jako antygenu.

Jak udokumentowano hHsp60 reguluje aktywno$¢ efek-
torowych oraz naiwnych limfocytéw T z udziatem recep-
tora TLR2 nie za$ TLR4. Wyizolowane z ludzkiej krwi
obwodowej zdrowych osobnikéw limfocyty T o feno-
typie CD45RO" (efektorowe limfocyty T) oraz CD45RA*
(naiwne limfocyty T) wykazuja zdolno$¢ do rozpoznania
hHsp60 oraz peptydu p277 kodujacego 24aa fragment
tego biatka przez receptor TLR2. Zaobserwowano, ze
preinkubacja obu frakcji limfocytéw T z hHsp60 i pep-
tydem p277 powoduje hamowanie chemotaksji indu-
kowanej przez SDF-1a i ECL. hHsp60 wzmacnia proces
adhezji obu frakcji limfocytéw T do fibronektyny, za$
Ec-Hsp60 (nie Mt-Hsp65) adhezje jedynie limfocytéw T
naiwnych [116,117]. Ramage i wsp. wykazali, ze frakcja
komérek jednojadrzastych izolowanych z krwi zdrowych
osobnikéw wykazuje podwyzszona proliferacje wskutek
stymulacji przez hHsp60, przy czym jedynie wybrana
frakcja komérek CD45RA" (naiwne limfocyty T) prolife-
ruje intensywnie pod wplywem tego antygenu, a uzy-
cie antygendw pochodzenia bakteryjnego o wysokiej
homologii do hHsp60, takich jak MI-Hsp65, Ec-Hsp60
oraz Cht-Hsp60 (Chlamydia trachomatis Hsp60) przyczy-
nia sie do stymulacji obu frakcji limfocytéw T [87]. Bada-
nia Osterloha i wsp. dotyczace stymulacji limfocytéw T
pod wptywem Hsp60 wolnego od endotoksyn wykazaly,
ze obecno$¢ wolnego od LPS mHsp60 prowadzi do wzro-
stu antygenozaleznego wytwarzania IFN-y przez zakty-
wowane limfocyty T niezaleznie od TLR4/MyD88 (ryc.
4) [72,73]. Neutralizacja IL-6 oraz TNF-a nie wpltywa na
wytwarzanie IFN-y przez limfocyty T. Jego wytwarza-
nie jest réwniez niezalezne od IL-12 (gtéwnego induk-
tora IFN-y) oraz IL-23, podczas gdy uwolnienie IFN-y
wskutek stymulacji komérek LPS lub kompleksem LPS/
hHspé60 silnie zalezy od IL-12. Wykazano, ze to IFN-a
(uwalniany przez komérki APC) pod wptywem wolnego
od endotoksyn Hsp60 stanowi gtéwny mediator wzmac-
niajacy aktywacje limfocytéw T. Osterloh i wsp. wysuneli
przypuszczenie, ze Hsp60 prowadzi do aktywacji uktadu
immunologicznego na dwéch réznych, lecz czesciowo
powiazanych ze sobg $ciezkach (ryc. 4) [72,73]. W pierw-
szym przypadku, kiedy jest obecny LPS, czyli w czasie
infekcji bakteryjnej, Hsp60 pochodzace od Eucaryota
(gospodarza) funkcjonuje jako proteina wigzaca LPS, co
utatwia jego oddziatywanie z kompleksem CD14/TLR4 na
powierzchni APC i wzmacnia sygnat przekazywany przez
receptor TLR4. Komérki ulegaja réwniez stymulacji pod
wplywem Hsp60 pochodzacego od Procaryota (bakterii),
w ten sposéb oba biatka przyczyniaja sie do rozpoznania
patogenu (ryc. 4A). W drugim przypadku Hsp60 pocho-
dzace od Eucaryota dziata jako sygnatl zagrozenia dla
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organizmu, po$redniczac we wzmocnieniu antygenoza-
leznej aktywacji limfocytéw T. Zjawisko to obserwuje sie,
kiedy w $rodowisku brak jest nie tylko LPS, ale réwniez
innych struktur bakteryjnych. W tym przypadku Hsp60
moze oddziatywa¢ z receptorami APC przez nieopisane
dotychczas receptory, inne niz TLR4 i TLR2. Taka sytu-
acja moze sie zdarzy¢ podczas zakazen wirusowych,
uszkodzenia komérek, $mierci nekrotycznej komérek
(ryc. 4B).

W przypadku limfocytéw Treg Zanin-Zhorov i wsp.
wykazali, ze stymulacja receptora TLR2, eksponowa-
nego na ich powierzchni, przez hHsp60 oraz peptyd
p277 przyczynia sie do wzmocnienia przeciwzapalnego
ich oddziatywania [115]. Obecno$¢ limfocytéw Treg
(CD4'CD25%) w populacji komérek CD4* izolowanej z krwi
obwodowej zdrowych osobnikéw powoduje zmniejsze-
nie sekrecji cytokin: IFN-y, TNF-a przez te komdrki
pod wptywem hHsp60/p277. Natomiast preinkuba-
cja oczyszczonej frakcji komérek CD4*CD25* z hHsp60,
a nastepnie ich hodowla w kokulturze z niestymulowa-
nymi hHspé60, lecz zaktywowanymi z udziatem prze-
ciwcial anty-CD3 komérkami CD4°CD25" prowadzi do
supresji proliferacji tej populacji (CD4'CD25°). Wigze sie
to z wptywem hHsp60 zaréwno na komérki T regulato-
rowe, jak i T efektorowe. hHsp60 moze réwniez w spo-
séb posredni, poprzez limfocyty Treg hamujace wyrzut
cytokin IFN-y i TNF-a, oddziatywaé na limfocyty T
cytotoksyczne (CD8"). hHsp60 przyczynia sie jednocze-
$nie do zwiekszonej sekrecji IL-10 oraz TGF-p przez lim-

focyty T regulatorowe. Nalezy zaznaczy¢, ze aktywacja
limfocytéw T przez TLR2 wymaga 1000x mniejszego
stezenia tego biatka niz w przypadku aktywacji przez
TLR4 monocytéw i limfocytéw B, stad przyjmuje sie, ze
male stezenie Hsp60 w surowicy krwi przyczynia sie do
aktywacji limfocytéw Treg [115], natomiast duza kon-
centracja tego biatka wywotuje prozapalng odpowiedz
monocytéw [83].

Nalezy réwniez podkresli¢ role antyergotypowych regu-
latorowych limfocytéw T w rozpoznaniu Hsp60 prezen-
towanego przez zaktywowane efektorowe limfocyty
T. Antyergotypowe limfocyty T to typ Treg, ktére roz-
poznaja z udziatem receptora TCR epitopy biatkowe,
prezentowane w restrykcji MHC 1/11 przez pobudzone
efektorowe limfocyty T. Jedynie te komérki sg zdolne
do prezentacji ergotypéw (markeréw aktywacji) komér-
kom antyergotypowym. Wykazano, ze w przypadku
szczuréw immunizowanych hHsp60, zaréwno w postaci
szczepionki DNA, jak i z uzyciem wybranych fragmen-
téw bialka, a nastepnie poddanych indukcji AA (adjuvant
athritis - reumatoidalne zapalenie stawéw indukowane
adiuwantem) nie obserwuje sie rozwoju choroby, a izo-
lowane z weztéw chlonnych limfocyty (w tym limfocyty
antyergotypowe) wykazuja w obecnosci pobudzonych
limfocytéw T (linia komérkowa A2b) podwyzszong proli-
feracje oraz sekrecje TGF-f. Jednocze$nie udowodniono,
ze antyergotypowe limfocyty T wptywaja na obnizenie
stopnia proliferacji oraz sekrecji IFN-y przez efektorowe
limfocyty T (np. izolowane od szczuréw z AA) zaréwno
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w warunkach in vitro, jak i in vivo, mogg sie przyczyniaé
do hamowania rozwoju choréb autoimmunologicznych
[83,84].

Exspozvcia HSP60 NA POWIERZCHNI KOMOREK

Wiele doniesieti naukowych, potwierdza ekspozycje bia-
tek HSP60 na powierzchni komérek Eucaryota i Procary-
ota. Mechanizmy zaangazowane w translokacje biatek
szoku cieplnego na powierzchnie komérki nie sa znane,
szczegblnie, ze sa to typowe biatka cytoplazmatyczne
i brak w ich strukturze swoistych sekwencji liderowych
odpowiedzialnych za translokacje na powierzchnie
komérki [37,68]. Zaktada sie, ze proces ten u Eucaryota
jest niezalezny od sekrecyjnej $ciezki ER-Golgi, gdyz
zastosowanie inhibitoréw tej drogi nie hamuje uwalnia-
nia HSP z przestrzeni wewnatrzkomérkowej. Wiadomo
réwniez, ze biatka szoku cieplnego w przypadku Euca-
ryota sg eksponowane jedynie na powierzchni komérek
zakazonych wirusami lub bakteriami oraz w komdrkach
nowotworowych, lecz nie identyfikuje sie ich w komér-
kach zdrowych. Obserwacje te nasunety wniosek, ze
to silnie zaburzony w tych komérkach metabolizm
zaktéca proces sekrecji. W przypadku komdrek nowo-
tworowych wewnatrzkomdrkowe $rodowisko charak-
teryzuje sie silng kwasowoscia, hipoksjg oraz obnizong
iloscig sktadnikéw odzywczych. Kwasne $rodowisko
moze odpowiadaé za konformacyjne zmiany HSP, a to
moze promowa’ jego powierzchniowe umiejscowienie
[68]. U Procaryota obserwuje sie stata ekspozycje HSP60
na powierzchni komérki, ekspozycja intensywnie wzra-
sta pod wptywem bodZcéw stresowych, takich jak szok
termiczny lub osmotyczny. Podobne zjawisko wystepuje
w chwili wnikniecia drobnoustroju do organizmu gospo-
darza. Patogen narazony jest wéwczas na zréznicowane
zmiany Srodowiskowe, ktére moga by¢ dla komérki bar-
dzo stresogenne. Nalezy tutaj wymieni¢ zmiane tempe-
ratury, pH oraz p0,. Jednoczesnie patogen jest narazony
na naturalne procesy obronne organizmu, np. fagocy-
toze. Sfagocytowana komdérka bakteryjna jest podda-
wana dziataniu reaktywnych form tlenu, mediatoréw
NO oraz enzyméw lizosomalnych. W celu obrony przed
tymi czynnikami patogen uruchamia réznorodne pro-
cesy ochronne, w tym zwieksza ilo$¢ syntetyzowanych
HSP [120]. Przypuszcza sie, ze w przypadku Procaryota
to obecno$¢ domeny hydrofobowej na domenie C-ter-
minalnej biatka moze utatwiaé jego interakcje z hydro-
fobowymi regionami innych czgsteczek, takich jak
fosfolipidy oraz lipopolisacharydy i sprzyjaé transloka-
cji na powierzchnie komdérki oraz sekrecji do przestrzeni
zewngtrzkomdrkowej [53].

Ekspozycja czasteczek HSP na powierzchni komérek
odgrywa istotng role w interakcji miedzy bakteria
a komérka docelows, rozpoznawaniu komérki bakteryj-
nej przez uktad immunologiczny, rozwoju choréb auto-
immunizacyjnych i neurodegeneracyjnych, rozwoju
proceséw zapalnych, infekcjach wirusowych, odrzuca-
niu przeszczepdw oraz rozpoznawaniu komérek nowo-
tworowych przez komdérki uktadu immunologicznego

[68]. U Procaryota obserwuje sie dwa zjawiska zwigzane
z ekspozycja biatek szoku cieplnego na powierzchni
komérek: w pierwszym HSP60 komdrek docelowych
jest receptorem dla bakteryjnych ligandéw, w drugim
sam jest ligandem bakteryjnym. Przyktadem pierw-
szego z obserwowanych zjawisk sa wyniki badan prze-
prowadzonych przez Burkholder i Bhunia, w ktérych
analizowano interakcje miedzy Listeria monocytogens
a komérkami gospodarza [13]. Zespdt Bhunia ziden-
tyfikowat u Listeria biatko adhezyjne (Listeria adhe-
sion protein, LAP) i uznat je za przypuszczalny czynnik
adhezyjny, promujacy wigzanie do kultur komérko-
wych wyprowadzonych z tkanek jelit, jak réwniez czyn-
nik umozliwiajgcy translokacje bakterii do watroby
i §ledziony u zakazonych doustnie myszy [58]. Wska-
zat réwniez receptor LAP, ktérym okazato sie biatko
Hsp60 eksponowane na powierzchni komérek nabton-
kowych. Inkubacja linii komérkowej Caco-2 (ludzka
linia komérkowa nabtonka okreznicy) z przeciwcia-
tami anty-Hsp60 wywotywata zalezng od LAP redukcje
adhezji komdrek bakteryjnych [102], a interakcja LAP
z Hsp60 gospodarza umozliwiata przyleganie, a nastep-
nie translokacje bakterii przez jednowarstwowy nabto-
nek jelita. Potwierdzono réwniez, ze infekcja komdrek
nabtonka jelit z wykorzystaniem matej dawki bakterii
(1x105cfu/ml) powodowata wzrost ekspozycji Hsp60
na ich powierzchni, co prowadzito do jeszcze wydaj-
niejszego wiagzania patogenu przez komérki docelowe
[13]. Role HSP, jako czynnika stanowiagcego receptor
ligandéw pochodzenia bakteryjnego wykazano réw-
niez w oddziatywaniach biatka wigzacego fibronek-
tyne (fibronectin binding protein, FnBP) Staphylococcus
aureus z Hsp60 komdrek nabtonkowych (linia komér-
kowa MCT-1) [24], biatka X wirusa zapalenia watroby
typu B (HBx) tworzacego z h/E.c-Hsp60 i h/E.c Hsp70
kompleksy mogace mieé wyrazny udziat w molekular-
nych mechanizmach infekcji wirusowej [119]. Biatko
Hsp70 (Hsc70) réwniez eksponowane przez komdrki
olbrzymie trofoblastu sg wykorzystywane przez Bru-
cella abortus w procesie inwazji trofoblastu ciezarnych
myszy [104].

Przyktadem drugiego zjawiska sa wyniki badan prze-
prowadzonych przez Hennequin i wsp. dotyczace inte-
rakcji Clostridium difficile z komdrkami gospodarza [53].
Zaobserwowano, ze jej adhezja do docelowych komé-
rek wzrasta podczas szoku cieplnego, osmotycznego
czy kwasowego oraz przy niedoborze zelaza, maleje
w obecno$ci surowicy zawierajacej przeciwciata anty-
-GroEL Mycobacterium leprae. Ekspozycja biatek Hsp60 na
powierzchni C. difficile wzrasta podczas jej termicznego
szokowania w 42°C oraz 48°C, a w temperaturze wyz-
szej zwieksza sie réwniez wyrzut biatka do przestrzeni
zewnatrzkomdrkowej. Zastosowanie przeciwciat anty-
-Hsp60 C. difficile oraz oczyszczonego rekombinowanego
biatka Hsp60 C. difficile przyczynia sie do zahamowa-
nia procesu adhezji patogenu do komérek gospodarza.
Wyniki te potwierdzily przypuszczenia dotyczace adhe-
zyjnej roli Hsp60. Analogicznych obserwacji dostarczyty
badania dotyczace: Legionella pneumophila [37,38], Heli-
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cobater pylori [110], Haemophilus ducreyi [30], Salmonella
Typhimurium [25], Actinobacillus actinomycetemcomitana
[41], Borrelia burgdorferi [60], w ktdérych potwierdzono
udziat biatka Hsp60 w procesach adhezji oraz infekcji
komérek docelowych.

U Eucaryota zastosowanie przeciwciat monoklonalnych
umozliwito identyfikacje biatek HSP na powierzchni
licznych komdérek nowotworowych. W liniach komér-
kowych MKN28, MKN45, KATOIII, Caco-2, H9 wykazano
powierzchniowg obecno$é Hsp60 [77,102,110], a linii
GCL-1 ekspozycje Hsp72 i Hsp90 [27]. Obecno$é Hsp60
stwierdzono réwniez na nieobjetych procesem transfor-
macji nowotworowej komdrkach, takich jak makrofagi
i komérki endotelialne [52,103]. Nalezy jednak podkre-
§li¢, ze w przypadku makrofagéw izolowanych ze szpiku
kostnego, powierzchniowa ekspozycje Hsp60 identy-
fikowano dopiero po 3-dniowej inkubacji w warun-
kach in vitro, ze znacznym wzrostem translokacji po 9
dniach hodowli stymulowanej IFN-y [103]. W komdrkach
nabtonkowych czynniki stresogenne, takie jak klasyczne
czynniki ryzyka w arteriosklerozie oraz fale magne-
tyczne przyczynialy sie do pozakomdrkowego umiej-
scawiania Hsp60 [52]. Znane sg przypadki identyfikacji
HSP60 na powierzchni komérek objetych procesami cho-
robotwdrczymi, przyktadem moze byé pozytywny wynik
barwienia z uzyciem przeciwcial anty-Hsp60 wycinka
nabtonka jelita pobranego od pacjenta z chorobg wrzo-
dowg jelit [110]. W wielu zaburzeniach na tle autoimmu-
nologicznym, zaréwno w modelu ludzkim, jak i mysim,
obserwowano wystepowanie biatek HSP na powierzchni
komdrek objetych zmianami chorobowymi, co przypusz-
czalnie moze indukowa¢ zmiany immunopatologiczne.
Podejrzewa sie, ze wszelkie stany zapalne o$rodkowego
uktadu nerwowego jak autoimmunologiczne, przewle-
kte zapalenie rdzenia kregowego i mézgu prowadza do
zmian w ekspres;ji biatek szoku cieplnego [36].

0BecN0SC HsP60 W STRUKTURZE BIOFILMU

Jednym z czynnikéw wirulencji niektérych bakterii jest
ich zdolno$¢ do tworzenia biofilmu, ktéry umozliwia
przetrwanie komdérkom bakteryjnym warunki letalne
[95,118]. Biofilm wykazuje duzg oporno$é na fagocy-
toze i na 10-1000 razy wyzsze stezenia antybiotykéw
w poréwnaniu do hodowli, gdzie nie zostal wytworzony
[17]. Dlatego infekcje spowodowane przez bakterie
zdolne do tworzenia biofilmu maja najcze$ciej charakter
przewlektych lub nawracajacych, ktére trudno zwalczaé
standardowymi antybiotykami [59]. W dotychczas prze-
prowadzonych badaniach wykazano, ze w macierzy bio-
filmu tworzonego zaréwno przez H. somni [118], jak i H.
influenzae [33] sa obecne biatka szoku cieplnego o masie
60 kDa wytwarzane przez nie. Zarankiewicz i wsp. udo-
wodnili, ze przeciwciata anty-rHsp60 H. somni (zaréwno
mysie, jak i kozie) aktywnie hamuja tworzenie bio-
filmu przez H. somni w warunkach in vitro [118]. Ponie-
waz H. somni, tworzy biofilm w warunkach in vivo [96],
immunizacja rHsp60 moze przynie$¢ znaczace korzysci
w postaci inhibicji tworzenia biofilmu przez ten pato-

gen u zwierzat hodowlanych, a tym samym ekspozycja
patogenu na antybiotyki i skuteczno$é uktadu immuno-
logicznego gospodarza w jego zwalczaniu moze bardzo
wzrosnaé.

ZASTOSOWANIE BIALEK SZOKU CIEPLNEGO (w TYM HSP60) Jako
SKEADNIKA SZCZEPIONEK

Szczepionka nazywa sie produkt pochodzenia biologicz-
nego zawierajacy substancje zdolne do indukcji pro-
ceséw immunologicznych warunkujgcych powstanie
trwatej i swoistej odpornosci bez wywotania dziatari tok-
sycznych [39]. Idealna szczepionka przeciwko chorobom
infekcyjnym oraz nowotworowym powinna jednocze-
$nie indukowa¢ humoralne i komdrkowe mechanizmy
odpornosci, charakteryzowac sie dobra stabilnoscia, bez-
pieczeristwem, niskim kosztem produkcji, a wzbudzona
przez nig odporno$¢ powinna by¢ dtugotrwata. Poniewaz
HSP sa dominujgcymi antygenami bakteryjnymi identy-
fikowanymi podczas zakazen, moga stanowi¢ sktadnik
szczepionek podjednostkowych lub ze wzgledu na ich
wiasciwosci by¢ no$nikami innych antygenéw. Obecnie
istnieje wiele szczepieri z wykorzystaniem tych biatek,
wirdd ktérych wymienié nalezy:

* Biatka szoku cieplnego oczyszczane
chromatograficznie izolowane z linii komérek
nowotworowych

Przyktadem jest tu biatko Hsp70 izolowane z mysiej linii
komérkowej watrobiaka (HCaF), oczyszczane chromato-
grafiag powinowactwa ConA-sefaroza, ADP-agaroza oraz
chromatografia jonowymienng. Dwukrotna immunizacja
podskérna samic myszy szczepu BALB/c oczyszczonym
w ten sposéb mHsp70 (600 ug/kg) spowodowata wzrost
przezywalnos$ci myszy do 83,3% w poréwnaniu do grupy
kontrolnej (przezywalno$é 0%) po podskérnym podaniu
5x10* komérek nowotworowych HCaF. Podobny wynik
uzyskano po wykonaniu transferu adoptywnego spleno-
cytéw myszy immunizowanych mHsp70, co wskazuje na
przeciwnowotworowe wilasciwoséci izolowanego biatka
[14]. W przypadku biatka szoku cieplnego HSPPC-96
(heat-shock protein peptide complex-96) izolowanego
ze zmian skérnych pacjentéw z czerniakiem ztoliwym
(wg skali Karnofsky’go > 70%, stopnia III i IV) zastoso-
wano oczyszczanie, wykorzystujac precypitacje z uzy-
ciem siarczanu amonu, chromatografie powinowactwa
ConA-sefaroza oraz chromatografie jonowymiennej.
Wykazano, ze u pacjentéw poddanych operacji usuniecia
znamion oraz leczeniu z zastosowaniem chemioterapii
standardowej/cytokin, czterokrotna $rédskérna immu-
nizacja oczyszczonym, autologicznym biatkiem HSPPC-
96 w dawce 2,5 ug/25 ug/100 ug moze stanowié terapie
uzupetniajaca. Zastosowana szczepionka okazata sie bez-
pieczna, nie zaobserwowano objawéw toksycznych oraz
reakcji autoimmunologicznych. Dziewieciu pacjentéw
(spo$réd 36 objetych doswiadczeniem) z IV stopniem
zaawansowania klinicznego czerniaka poddanych tera-
pii adiuwantowej oraz immunizacji HSPPC-96 przezyto
ponad 10 lat [26].
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* Szczepionki DNA jako antygen zwigzany
kowalencyjnie lub niekowalencyjnie z HSP

Przyktadem jest tu szczepionka DNA zlozona z gendw,
zintegrowanych z ekspresyjnym plazmidem pCl, kodu-
jacych endogenne biatko mGp96 oraz immunodominu-
jacy peptyd Listeria monocytogenes (p60, . ,,. lub LLO,, ,,)
prezentowany w restrykcji MHC I podczas zakazeri tym
patogenem. W tym przypadku endogenne mGp96 jest
swoistym noénikiem biatkowym utatwiajacym prezen-
tacje peptydédw w restrykcji MHC 1. Trzykrotna domie-
$niowa immunizacja myszy szczepu BALB/c 50 ug DNA
wykazata dziatanie protekcyjne podczas ich zakaze-
nia letalng dawka L. monocytogenes. Zaobserwowano,
ze stymulacja splenocytéw (myszy immunizowanych
szczepionka DNA) peptydem homologicznym (p60 lub
LLO) przyczynita sie do wyrzutu IFN-y oraz antygono-
woswoistej odpowiedzi limfocytéw T cytotoksycznych
[90]. Wykazano réwniez, ze proponowana strategia
moze by¢ wykorzystana w leczeniu chorych z nowotwo-
rem. Przyktadem sg badania Huanga i wsp., ktére objety
skonstruowanie rekombinowanych plazmidéw ekspre-
syjnych zintegrowanych z genem kodujacym hHsp60
oraz biatko E6 i/lub E7 (najbardziej onkogenne proteiny
wirusa HPV-wirus brodawczaka ludzkiego typ16) [57].
Dwukrotna immunizacja myszy szczepu C57BL/6] dawka
2 ug DNA (w tym z wykorzystaniem konstruktéw Hsp60/
E6; Hsp60/E7; Hsp60/E6/E7) w pelni chronita myszy
przed rozwojem nowotworu po podskérnym podaniu
5x10* komérek TC-1 (ekspresjonujgcych biatka E6 oraz
E7). Ten rodzaj szczepionki wzmacniat odpowiedz typu
komdrkowego, za co, jak podejrzewaja autorzy, bezpo-
$rednio odpowiada obecno$¢ Hsp60.

* Biatka HSP lub ich fragmenty jako swoiste adiuwanty/
nosniki innych bialek lub peptydéw

Przyktadem jest wykorzystanie biatek fuzyjnych zbu-
dowanych z N-terminalnego kotica proteiny Gp96
(N1-355aa/N34-355aa) oraz biatka VSV8 (proteina wirusa
pecherzowego zapalenia jamy ustnej VSV). W przepro-
wadzonym do$wiadczeniu Biswas i wsp. wykorzystali
wiasciwos$ci N-terminalnej domeny biatka Gp96 zdolnej
do wiazania nukleotydéw lub peptydéw oraz wiasciwo-
$ci samego biatka, ktére jest ligandem receptoréw CD91
oraz SP-A eksponowanych na powierzchni komérek
APC i bierze udzial w prezentacji antygenéw w restryk-
cji MHC 1 [8]. Zaobserwowano, ze splenocyty izolowane
od myszy 2-krotnie immunizowanych kompleksem
N1-335-VSV8 (20 ug N1-335 oraz 20 ng VSV8) wykazy-
waly aktywno$¢ cytolityczng, wyzsza niz splenocyty
myszy immunizowanych samym biatkiem VSV8 zemul-
gowanym z kompletnym adiuwantem Freunda. Biatka
fuzyjne swoiscie wigzaly sie do powierzchni komérek
APC i wptywaly na dojrzewanie komdrek dendrytycz-
nych. Rico i wsp., stosujgc biatko Hsp70 pochodzace od
Leishmania infantum (Li-Hsp70) powiazane z biatkiem
wigzacym maltoze (MBP) pochodzacym od Escherichia
coli wykazali, ze dwukrotna dootrzewnowa immunizacja
myszy BALB/c 5,6 ug LiHsp70-MBP prowadzita do silnej,

swoistej odpowiedzi humoralnej skierowanej przeciwko
MBP (anty-MBP IgG,<IgG, ) [94]. Natomiast populacja
komdrek LNCs izolowanych od tych zwierzat charakte-
ryzowala sie wzmozona proliferacja oraz wyrzutem IL-2
i IFN-y pod wptywem MBP. Nie zaobserwowano takich
dziatarh podczas immunizacji myszy biatkiem MBP oraz
mieszaning MBP z Li-Hsp70.

* Szczepionki typu ,,prime-boost”

Strategia szczepienia polegajaca na wstepnej immu-
nizacji z wykorzystaniem DNA, a nastepnie podaniu
dawki przypominajacej w postaci biatka. Przyktadem
jest zastosowanie szczepionki ztozonej z DNA/biatka E7
ludzkiego wirusa HPV16 oraz Xenopus Gp96. Bolhassani
i wsp. opisali do§wiadczenie, w ktérym poddali proce-
sowi immunizacji myszy szczepu C57BL/6 z uzyciem
DNA (pcDNA-E7 i/lub pcDNA-Gp96) oraz rekombinowa-
nych biatek rE7 i/lub rNT-Gp96 (fragment N-terminalny)
i/lub rCT-Gp96 (fragment C-terminalny) zemulgowa-
nych z Montanidem 720 [11]. Wykazali silng odpowied?
humoralng we wszystkich mozliwych kombinacjach
podania szczepionki, skierowang przeciwko fragmen-
tom rE7 i rGp96, wskazujac na szczegdlne zaangazo-
wanie limfocytéw Th2 w odpowiedZ immunologiczng.
Badania nad proliferacja oraz wyrzutem cytokin (IFN-y)
przez splenocyty izolowane od immunizowanych zwie-
rzat i stymulowanych rE7, NT-Gp96, CT-Gp96 dowio-
dly, ze zastosowanie pierwszego szczepienia w postaci
DNA pobudza réwniez limfocyty Thi, czyli odpowiedz
typu komérkowego. Uzyskane wyniki sg przestanka do
wykorzystania takiego sposobu immunizacji do lecze-
nia chorych z nowotworem szyjki macicy, gdyz anga-
zuje zaréwno odpowiedZ humoralna, jak i komérkowa
organizmu. Innym przyktadem jest immunizacja myszy
szczepu BALB/c (szczep wrazliwy) i C57BL/6 (szczep
oporny) w systemie ,,prime-boost” przeciwko Leishmania
major biatkiem Hsp70 pochodzacym od tego patogenu.
Rafati i wsp. wykazali, ze podskérne podanie zwierze-
tom 100 ug pcDNA-Hsp70, a nastepnie (trzy tygodnie
pdzniej) 30 ug rHsp70 zemulgowanego z 70% Montani-
dem 720 i zakazenie ich dawka 3,5x10° komdrek pasozyta
nie chronilo zwierzat przed rozwojem zmian patologicz-
nych w miejscu zakazenia [86]. Uzyskane od zakazonych
zwierzat splenocyty nie wykazywaly zwiekszonej proli-
feracji oraz wyrzutu cytokin (IFN-y i IL-5) pod wptywem
stymulacji rHsp70 lub jego C - albo N-koticowymi frag-
mentami. W uzyskanych po 9 tygodniach od zakazenia
surowicach myszy szczepu BALB/c identyfikowano duze
stezenie przeciwciat podklas IgG, i 1gG,_ anty-Hsp70, co
$wiadczy o zaangazowaniu w odpowiedZ immunolo-
gicznag limfocytéw Th1 i Th2. Nalezy jednak zaznaczy¢,
ze strategia ta okazata sie nieskuteczna w zapobieganiu
infekcjom wywotywanym przez Leishmania sp.

* Szczepionki DNA lub szczepionki biatkowe HSP
pochodzacego od patogenéw

Istnieje wiele doniesiert naukowych dotyczacych zasto-
sowania biatek szoku cieplnego izolowanych z patogen-
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nych szczepdw bakterii, drozdzy oraz pasozytéw jako
szczepionek wykazujacych wysoki poziom immunogen-
nosci oraz protektywnosci w przypadku zakazania zwie-
rzat letalnymi dawkami wybranych mikroorganizméw
lub choréb autoimmunologicznych indukowanych
z udziatem patogenéw. Niewatpliwie istnieja co najmniej
dwie mozliwosci zastosowania tego rodzaju szczepionek
i sa nimi immunizacja z uzyciem DNA lub rekombinowa-
nego biatka. Pierwsza z mozliwosci jest stosowana znacz-
nie rzadziej, mimo ze istnieja doniesienia o jej duzej
skuteczno$ci. Quintana i wsp. wykazali, ze trzykrotna
domie$niowa immunizacja szczuréw Lewis (150 pg/os.)
plazmidem kodujacym cata sekwencje mikobakteryj-
nego Hsp60 (pMI-Hsp60), ludzkiego Hsp60 (phHsp60)
lub jedynie wybranym fragmentem hHsp60 (1-140aa-plI,
130-260aa-pll) chronita zwierzeta przed rozwojem zapa-
lenia stawéw indukowanego adiuwantem (AA) [81,82].
W poréwnaniu z grupa kontrolng szczury immunizo-
wane wykazywaly jedynie nieznaczne zmiany w obrebie
kosci, chrzastek oraz mazi stawowej. Zaobserwowano,
ze immunizacja z udziatem phHsp60 przyczynila sie
do znacznego wzrostu stezenia Hsp60 w surowicy,
a izolowana z weztéw chtonnych podkolanowych oraz
pachwinowych populacja komérek (LNC) wykazywata
wzmozong proliferacje pod wptywem stymulacji ludz-
kim oraz mikobakteryjnym Hsp60. Wykazano réwniez,
ze komorki LNC pozyskane od szczuréw immunizowa-
nych zaréwno phHsp60, jak i pMI-Hsp65 z indukowanym
AA cechuje bardzo duze wytwarzanie IFN-y, IL-10 oraz
TGF-B1 pod wplywem stymulacji hHsp60. Za wytwarza-
nie tego profilu cytokinowego odpowiadajg najprawdo-

podobniej limfocyty T regulatorowe - Tregl kontrolujace
odpowiedz immunologiczna limfocytéw Th1 i 2. Bonato
i wsp. udowodnili, ze 4-krotna domie$niowa immunizacja
myszy szczepu BALB/c plazmidem kodujacym MI-Hsp65
(pMI-Hsp65) przyczynita sie do zwiekszenia populacji
limfocytéw T Hsp65 reaktywnych o fenotypie CD4*/CD8-
“CD44'M i CD8'/CD4 CD44"™ wytwarzajacych IFN-y [12].
Transfer adoptywny limfocytéw CD8*/CD4 CD44°hi chronit
zwierzeta przed rozwojem gruzlicy wywotanej dozylnym
zakazeniem Mycobacterium tuberculosis.

Poniewaz Hsp60 jest jednym z dominujacych antygenéw
mikroorganizméw identyfikowanych podczas zakazenia,
istnieja przestanki, aby mdgt znalez¢ zastosowanie jako
sktadnik szczepionek podjednostkowych w immunopro-
filaktyce wielu zakazen. W literaturze naukowej odna-
lez¢ mozna liczne potwierdzenia ochronnej roli biatek
szoku cieplnego Hsp60 (tabela nr 1). Dotychczas stwier-
dzono protektywno$¢ biatek Hsp60 pochodzacych od
drobnoustrojéw z rodzaju Salmonella enterica serowar
Typhi [3,74], Helicobacter pylori [109,111], Histoplasma
capsulatum [20,40], Legionella pneumophila [9,105], Yersi-
nia enterocolitica [70,71], Chlamydia trachomatis [89], Para-
coccidioides brasiliensis [18], Piscirickettsia salmonis [108]
oraz Francisella tularensis [51]. Jednak w przedstawionych
przyktadach istniejg wyrazne réznice dotyczace postaci
(petne biatko lub fragment), sposobu podania oraz zasto-
sowanej do immunizacji dawki antygenu. Do§wiadczenia
przeprowadzane byly na réznorodnych modelach zwie-
rzecych, co istotnie utrudnia ocene realnej skutecznosci
zastosowanych szczepionek.

Tabela 1. Zastosowanie biatek szoku cieplnego o masie 60kDa (Hsp60) pochodzacych od patogennych szczepdw bakterii, drozdzy oraz pasozytéw jako sktadnikéw

szczepionek podjednostkowych.

Modelzwierzecy Dawka oraz droga podania

Dawkaorazdroga  Obserwowany poziom

Patogen fiaoss'tvov?ao(\:lcazgrl :ﬁ Postac antygenu antygenu podania patogenu  $miertelnosi/inny efekt Dodatkowe obserwacje Referencje
g . R A.S. Typhi:
3:2?:;;;“%&'5?3?;6% ‘ ; Myszy szczepione:20%  1.Dominacja przgciW(ialanty-ST-
Salmonella enterica HFAC S. Ty_ph|-1_x10 cfu/ois. Kontro_la:10_0% Hsp60 w_podklasne IgyGJ oraz lgG,,
serowar Typhi 4-6-tygodniowe samice Pelna sekwengia 2Bdawka-40ugST- S.Typhimurium-1x10°cfu/ ~ S. Typhmqnurp. ) 2.Wzrost intensywnosd proliferagji
(patogen ukladu ~ myszy szczepu BALB/c ST-Hsp60 Hsp60-+FAI 5. Myszy szczepione:10% - splenocytéw stymulowanych ST- (73]
okarmowego) Kontrola-FAC/FAI ngazemel.p ) Kontrola:lOQA) Hsp60wporownapluzkontrolq
P B. 40uaST-Hsn60-+woda 30-dniowa obserwacja B. S. Typhi: 3.Wyrzut IFN-y i IL-4 przez
. ltlogntr ol ano da Myszy szczlepione:30% splenocyty stymulowane ST-Hsp60
Kontrola:100%
. o 1. Dominacja przeciyvcia’f anty-
3-krotna immunizacja i.m.: ST-Hsp60 w podklasie IgG. oraz
A. 10pg St-Hsp60-+woda S Typhi: 19G,,; przy czym w przypadku Ai C
kontrola-woda A Myszy sz cyzz ion e30% przesuniecie odp. w kierunku Th1 zas
Salmonella enterica B. 10pg St-Hsp60+glin . Typhi-1x10%fu/os. . VK o?lltr ol a'$00°/- w B w kierunku Th2 (1 poziom Ingl)
serowar Typhi 7-tygodniowe samice Petna sekwencja kontrola- glin+woda . yZpakazenie i ' B.Mysz szczé ioneo'50°/ 2. Wzrost intensywnosc proliferacji B3]
(patogen uktadu myszy szczepu BALB/c ST-Hsp60 C. 1dawka-10pgSt- 30-dniowa obsexvac'a . yKo);ltroIa'qOO"/' ®  splenocytow stymulowanych ST-
pokarmowego) Hsp60-+FAC ) CMyszy szczer ioneo'ZO‘Y Hsp60 w poréwnaniu z kontrolg
2i3dawka-10pgSt- : VKO{MaﬁOO%' ® 3. Wyrzut IFN-y (WA C] nizw
Hsp60-+FAI : B), IL-4 (WB T nizwAi (), IL-2 (w
kontrola-FAC/FAI Ai (1 nizw B) przez splenocyty
stymulowane ST-Hsp60
1. Wysoki poziom przeciwciat (klasy
. - 19G) anty-HpHsp60 w surowicach
Helicobacterpylori & 6-tygodniowe samice  aa. Petna sekwencja 5-krotna immunizacja p.o.: H. pylori- 2,5x10°cfu/os. lns,'l‘l'ﬂ ';ﬁekgl&"g;;“ Eiggy myszy immunizowanych (Hp-Hsp60
(patogen ulgg du myszy szczepu (57BL/6 Ec-Hsp60 100pg Ec-Hsp60/Hp- ~ 3-krotne zakazenie p.o. H IorJiw qrani ('; h jak réwniez Ec-Hsp60) ]
P K 9 ) b. 6-tygodniowe samice  bb. Pena sekwencja Hsp60+5pg (T 21 lub 70 -dniowa 90_'9’;%/ gre . 2.10tygodni po zakazeniu myszy
pokarmowego, myszy szczepu GF 1QI Hp-Hsp60 kontrola- (T+PBS obserwacja °l:N ptortl)wnanlu L (57L/6 immunizowanych Hp-
ontrolg Hsp60 zaobserwowano ostry niezyt
7otadka
" . . R . Wyrazna inhibicja - A
Helicobacter pylori ] h 5-krotnaimmunizagjai.p.: H. pylori- 5x10%fu/os. e p - 1. Wysoki poziom przeciwciat (klasy
(patogen uktadu nf-?zlgzg?zlg“:leég%f/% F(r1a§]9m ;‘8; ;ar;-ﬁsmzo 50ug pH9+FAC 3-krotne zakazenie p.o. k; (!?n(;f(aaqlrizyg}}/, Sl%‘:}“x’ 1gG) anty-pH9 w surowicach myszy ~ [110]
pokarmowego) yszy szczep =P kontrola- FAC 14-dniowa obserwacja ackap ik immunizowanych

pordwnaniu z kontroly
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Model zwierzecy

, Dawka oraz droga podania  Dawka oraz droga Obserwowany poziom . .
Patogen ;aoss’tv?l?:(\;v;z{‘ |‘:1v Postac antygenu antygenu podania patogenu  $miertelnosci/inny efekt Dodatkowe obserwacje Referengje
2-krotna immunizagjass.c.:
A.100pg He- A, . N
Hsp60+adiuwant Corixa lD%ILmZ";aC? dlégfogslitrgmlrfigg(i/
+100ug mAb anty-CD4* H latum: Hng 60p' )
Histoplasma B. 100g He- H. caspulatum-1,25x107 A, mysz.yc:zgig;ig:]? 100% omsize):]iecs-kjlpe(zr?(;gc'méggt‘:ﬁon:ki
N N N . -1, . ¥ o
(i a(f(f ngﬂ'ﬂ{g du Myszyszczepu (57BL/6 Pelrhac_s;l;wéeonqa :1-51')06()0%:?/;][‘)/‘/;?: cgggi Zakazeniei.n. B. myszy szczepione: 10% 2. Wyrzut IFN-y, IL-10 oraz [18]
g dd eg(h oweqo) P %91 00ua H c)—l 45-dniowa obserwacja  C. myszy szczepione: 0% IL-12 przez splenocyty myszy
9 Hsn60 +'a dittlv?/ant Corixa kontrola: 100% immunizowanych Hc-Hsp60, a
+’1)00 szczurzyeh 1aG nastepnie stymulowanych tym
19 Y 'g antygenem
kontrola- 100yg szczurzych
lgG
" 2-krotna immunizagjass.c.: R
/thfﬁllgf:r,rf Pefna sekwencia A.200ug He-Hsp60+emulsia  H. caspulatum- 1,2x107 A mri'zcagscl;?tmé_ 0% 1. Wzrost intensywnosci proliferacji
P myszy szczepu BALB/c ) (MPL+TDM+CWS) Zakazeniei.n. - Myszy szczep “on. splenocytow stymulowanych He- [371
(patogen uktadu He-Hsp60 B. myszy szczepione: 90%
oddechowego) B.200ug BSA+emulsja  45-dniowa obserwacja Kontrola-100% Hsp60 w poréwnaniu z kontrolg
9 kontrola- brak immunizagji -
1. Pacjendi chorzy na legionelloze
2-krotna immunizacjai.d.: 0 oraz swinki morskie, ktdre przezyty
Legionella 1dawka- 50ug Lp- Lz ﬁ?iﬁ'@ﬁﬁf/ﬁ Lpneumophila: zakazenie L. pneumophila wykazuja
pneumophila samice /samce swinek Petna sekwencja Hsp60+-FAC (da\;vka ) 5xLD50) s’winig szcze ilzm e'éB"/ silng reakgje skorna (DTH) na Lp- [105]
(patogen uktadu  morskich szczepu Hartley Lp-Hsp60 2dawka-50pg Lp-Hsp60-+-FAI Zakaien'i oit kontrol aPmW 0 Hsp60 po 24h od podania
oddechowego) kontrola- ovalbumina 10-dniowa obse'r\;/ac‘a et 2. Wysoki poziom przeciwciat
+FAC/FAI ) anty—Hsp6Q w SEHL)WiI-(Iy s'gn(/)inek
szczepionych Lp-Hsp
3-krotna immunizacja s.c.: p
Legionella 1dawka-40pg Lp- L{ g;“éﬁ’c'}fm‘ Lp L 1. Swinki morskie poddane
pneumophila samce swinek morskich Lp-Hsp60 ekstrahowane z Hsp60+CAF oy ) o LS. i izagji Lp-Hsp60 wykazuja
(patogen uktadu szczepu Hartley L.pneumaphila 2i3dawka-40pg Lp- Zakazen;::(.)l;bl\:lv postad Sw"ll(l;'nstzr;zlgp'gmfn% silng reakje skormng (DTH) na Bl
oddechowego) Hsp60-+IAF 10-dniowa obserwadja el antygen (1ug) po 24h od podania
kontrola-0,9%NaCl+CAF/IAF
A. 3-krotna immunizagjai.p.: Y. enterocolitica: - -
Aa. 10pg Ye-Hsp60-ISCOM A. szczepienie myszy B57BL/6 1|' \z;'sa?#' ??:lﬂ? ggzsfmféafggﬁy
Ab.10pg OVA-ISCOM Y. enterocolitica: uktadem Aa. znaczaco 9%) anty-Te-isp
" A St .. myszy immunizowanych uktadem
. . . kontrola- PBS 2,210* cfu/os. dla (1000-krotnie) obniza ilos¢ o
Yersinia a.6-8-tygodniowe samice B. 2-krotna immunizacja ukladu A bakterii V.. izolowanych ze Aa. jakiBa.oraz Bb.
enterocolitica myszy szczepu C57BL/6 Petna sekwencja . in/sce 4 1x10°cfu/os. Dia dedzion 2. Wzrost intensywnosci proliferacji 70]
(patogen uktadu  b. 6-8-tygodniowe samice Ye-Hsp60 Ba. 25 $eHs 60405 " kadu B B. szczenienie m Syz BALB/c splenocytéw pozyskanych od myszy
pokarmowego) - myszy szzepu BALB/c - ugllg ||-1§ ' Zakazenie i.v. ‘ uklagem Ba ;,na)ézqco immunizowanych ukladem Aa, Ba
Bb.25ugYe-Hsp60  7-dniowa obserwaa  (100-krotnie) obniza flos¢  °r% B stymulowanych Ye-Hisp60
A oraz komdrkami bakteryjnymi w
Bc.0,5ug1-12 bakterii Ve. izolowanych ze poréwnaniu z kontrola
kontrola -PBS $ledziony
Model zwierzecy . . .
, Dawka oraz droga podania Dawka oraz droga podania  Obserwowany poziom . .
Patogen ﬁi:)ss't‘z?:(\?lcazg Ivuv Postac antygenu antygenu patogenu émiertelnosci/inny efekt Dodatkowe obserwacje Referencje
1. Brak wptywu immunizadji na
. 1106 P tworzenie ciatek wtretowych
ZQuI sonikatu GPIC-1x10 Pmawmryeﬂe zmian o g ian patologicznych w
" jednostek tworzacych patologicznych oka e 2
Chlamy d/q C : . 3-krotna immunizacjass.c.: inkluzje/os dopieropo48hod . przypadku reinfek o swinek
trachomatis samice Swinek morskich pefna sekwencja 5000 ch-HsD60+FAl Jakazenie na drodze infokdii. brak zmian immunizowanych z uzyciem GPIC (30 [88]
patogen ukfadu szczepu Hartley ch-Hsp L : - o ni po pierwszej infekgji
( Ktad Hartl h-Hsp60 Kontro e ) dni po pierwszej infekgji)
ontrola- nieimmunizowana  wkroplenia do worka patologicznych S A
rozrodczego) - p ; 3.Wysoki poziom przeciwciat (w
spojowkowego oka okreslanych jako 4+ w .
~20-dniowa obserwacja skali Watkinsa Wasie lgG oraz lgh) anty-chHisp0
) w wydzielinie oka swinek
reinfekowanych
1. Brak obecnosci patogenu w
g ) R ptucach, watrobie oraz Sledzionie
2 krAOIInOaplngT)ul'rllz)z((JJisc myszy,Aktére przei)fh{ infe}(cje .
“diuwant Corixa 2.Wzrost intensywnosci proliferacji
Lontrola- 10ua BSA+- P brasiliensis: splenocytéw stymulowanych Pb-
Paracoccidioides a diuwant%%rixa P brasiliensis: A. myszy szczepione:0%  Hsp60 w poréwnaniu z kontrolg
brasiliensis pefna sekwenga . 3x107 cfu/os. kontrola: 100% 3.Wyrzut IFN-y oraz IL-12 przez
(patogen uktadu myszy szczepu BALB/c Pb-Hsp60 a d?qugﬁ? (P (?rlf;ﬂﬁ%; Zakazenie i.n. B. myszy splenocyty myszy immunizowanych 1961
oddechowego) mAb anty-IFN-y H9 100-dniowa obserwacja szczepione:100% w uktadzie A. i stymulowanych
- E kontrola: 0% —Pb-Hsp60
k:gitlzzll‘;nloc‘ﬁizg +I-I15(§)[;’> 0+ 4.Eliminacja limfocytow T (D4*
sacaurzych lqG Mg (preimmunizacja z uzyciem mAb
yalg anty-CD4*) in vitro znosi ochronne
whasciwosci szczepionki
i . 1-krotna immunizacja i.p.:
Piscirickettsia H . .
. 10pg Ps-Hsp60-+emulsja P salmonis: P salmonis: R -
( p;?ggg glrsyb Salmo solar petna sekwencja Ps-Hsp60 wodno-oleista D50 ryby szczepione:8% (\11. Iwg:ﬁgzgzgﬁg—’:’?ﬁggg \iN [107]
X tosos atlantycki kontrola 1- emulsja wodno- Zakazenie i.p. kontrola 1:69% > . h
powodujacy oleista 50-dniowa obserwacja kontrola 2:77% surowicy ryb immunizowanych

posocznice)

kontrola 2- brak immunizacji
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Model zwierzecy

Patogen zastosowany w Postac antygenu

Dawka oraz droga podania Dawka oraz droga podania  Obserwowany poziom

Dodatkowe obserwacje Referencje

doswiadczeniu antygenu patogenu $miertelnosci/inny efekt
A.a.myszy szczepione:
60%
A.b.myszy szczepione:0%
A.c.myszy
a. Ftularensis:1x10"cfu/os. szczepione:100%
Frandisella 2-krotna immunizacja i.p: b. F.tularensis subsp. B.a. myszy 1. Wysoki poziom przeciwciat (w
twlarensis 6-8-tygodniowe myszy Ft-Hsp60 pozyskane od A.25pg Ft-Hsp60 holarctica:1x10"cfu/os. szczepione:80% podklasie IgG,) anty-Ft-Hsp60 w
(caynnik infekcyjny s2czepu BALB/C bakterii F-tularensis przez - B. 25pg Ft-Hsp60 + 0,5ug .F .tularensis subsp. B.b. myszy surowicy myszy immunizowanych [49]
tularemii) eluce z zelu IL-12 tularensis:1x10"cfu/os. szczepione:20% 2.Wyrzut TNFa przez splenocyty
C.0,5ug1L-12 Zakazenie i.p. B.c. myszy szczepione:- myszy immunizowanych
kontrola 1-0,9%Nacl 14-dniowa obserwacja C.a. myszy szczepione:-
C.b. myszy szczepione:-
C.c. myszy
szczepione:100%
kontrola:100%
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