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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Czynnik jadrowy kB (NF-kB) jest plejotropowym czynnikiem transkrypcyjnym, ktéry regu-
luje odpowiedZ immunologiczna i procesy zapalne. NF-kB moze ulegaé aktywacji na skutek
zakazeni bakteryjnych z udziatem receptoréw Toll-podobnych (TLR), ktére rozpoznaja
molekularne wzorce zwigzane z patogenami (PAMP), takie jak lipopolisacharydy (LPS).
W wyniku stymulacji komérki nastepuje fosforylacja inhibitora kB (IkB) i translokacja
NF-kB do jadra komdrkowego, gdzie dochodzi do transkrypcji genéw kodujacych m.in.
cytokiny prozapalne i chemokiny. Aktywacja NF-kB podlega modulacji w wyniku szoku
termicznego, ktéry indukuje ekspresje biatek szoku cieplnego (HSP). NF-kB uczestniczy
w regulacji transkrypcji genéw kodujgcych HSP, a nalezace do tej rodziny biatka sa modu-
latorami aktywacji NF-kB, ktéra nastepuje w wyniku zakazeni bakteryjnych i doprowadza
do rozwoju zapalenia. HSP90 to gtéwne biatko opiekuticze wystepujace w kompleksach
z podjednostkami kinazy biatka 1B (IKK). Inhibitory HSP90 umozliwiaja dysocjacje takich
komplekséw, blokuja aktywacje NF-kB oraz proces zapalny podczas zakazeti bakteryjnych.
HSP72 i HSP70 moduluja ekspresje gendéw kontrolowanych przez NF-kB w czasie trwania
sepsy i spetniajg role ochronng, a egzogenne HSP70 moze wzmacnia¢ odpowiedz zapalnag.
Bakteryjne HSP, takie jak HSP60 Chlamydia pneumophila i Helicobacter pylori czy GroL Porphy-
romonas gingivalis, a takze HSP65 i HSP70 Mycobacterium tuberculosis oraz DnaK Francisella
tularensis aktywuja NF-xB i proces zapalny. Znajomo$¢ tych oddzialywan jest niezwykle
pomocna w opracowywaniu sposobéw leczenia.

zakazenia bakteryjne - czynnik transkrypcyjny NF-kB - biatka szoku cieplnego

Summary

Nuclear factor kappa-light-chain enhancer of activated B-cells (NF-&B) is a pleiotropic tran-
scription factor, which regulates processes of immune response and inflammation. NF-xB
can undergo activation as a result of bacterial infections via Toll-like receptors (TLR), which
recognize pathogen-associated molecular patterns (PAMP), such as lipopolysaccharides (LPS).
Stimulation of the cells results in phosphorylation of inhibitor kB (IkB) and the translocation
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of NF-kB to the nucleus, where the transcription of genes encoding molecules, such as proin-
flammatory cytokines and chemokines takes place. Activation of NF-kB undergoes modulation
upon heat shock, which induces the expression of heat shock proteins (HSP). NF-kB, in turn,
is involved in the regulation of transcription of genes encoding HSP, while members of HSP
family are modulators of NF-kB activation, which occurs as a result bacterial infections and
leads to the development of inflammation. HSP90 is a major chaperone, which is associated
with IxB kinase (IKK) subunits. HSP90 inhibitors enable dissociation of such complexes, thus
blocking NF-kB and inflammatory process during bacterial infections. HSP72 and HSP70, in
turn, modulate the expression of NF-kB controlled genes during sepsis and play a protective
role, whereas exogenous HSP70 may enhance the inflammatory response. Bacterial HSP, such
as HSP60 of Chlamydia pneumophila and Helicobacter pylori, or GroL of Porphyromonas gingivalis,
as well as HSP65 and HSP70 of Mycobacterium tuberculosis and DnaK of Francisella tularensis ac-
tivate NF-kB and inflammation. Knowledge of these interactions is extremely helpful in the
development of therapeutic strategies.
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AP-1 - czynnik transkrypcyjny AP-1 (activator protein 1); BCR — receptor komoérek B (B-cell re-
ceptor); BFT — enterotoksyna Bacteroides fragilis (Bacteroides fragilis enterotoxin); BRCA1 - biatko
predysponujgce do zachorowania na raka piersi 1 (breast cancer susceptibility 1); cHSP60 — chla-
mydialne HSP60 (chlamydial HSP60); CLA - sprzezony kwas linolowy (conjugated linoleic acid);
COX-2 - cyklooksygenaza 2 (cyclooxygenase-2); CRP - biatko C-reaktywne (C-reactive protein);
ERK1/2 - kinaza ERK1/2 (extracellular signal-related kinase 1/2); HIF-1a - indukowalny hipoksja
czynnik Ta (hypoxia-inducible factor-1a); HSF-1 — czynnik szoku cieplnego 1 (heat shock factor
1); HSP - biatko szoku cieplnego (heat shock protein); HSR - odpowiedz na szok cieplny (heat
shock response); ICAM-1 - czasteczka adhezji miedzykomorkowej 1 (intracellular cell adhesion
molecule-1); IFN - interferon (interferon); IKK - kinaza inhibitora IkB (IkB kinase); IL — interleukina
(interleukin); iNOS/NOS-2 - indukowalna syntaza tlenku azotu (inducible nitric oxide synthase/
nitric oxide synthase-2); IRAK - kinaza IRAK (IL-1R-associated kinase); IkB — inhibitor kB (inhibitor
KB); JNK1/2 - kinaza JNK 1/2 (c-jun-N-terminal kinase 1/2); KC/CXCL1 - chemokina pochodzaca
zkeratynocytéw (keratinocyte-derived chemokine/[C-X-C motif]ligand 1); LPS - lipopolisacharyd
(lipopolysaccharide); MAPK - kinaza MAPK (mitogen-activated protein kinase); MCP-1 - biatko che-
motaktyczne monocytéw 1 (monocyte chemoattractant protein 1); MyD88 - biatko adaptorowe
88 (myeloid differentiation factor 88); NEMO - podjednostka regulatorowa IKKy (NF-kB essential
modulator); NF-kB - czynnik jadrowy kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells); PAMP - molekularny wzorzec zwigzany z patogenami (pathogen-associated molecular pat-
tern); pERK1/2 - ufosforylowana postac kinazy ERK1/2 (phospho-ERK1/2); SAA — osoczowe biatko
amyloidowe (serum amyloid A); SAPK/JNK - kinaza SAPK/JNK (stress-activated protein kinase/Jun
N-terminal kinase); sSHSP - matoczasteczkowe HSP (small HSP); SMAD - przekazniki drugiego rzedu
aktywowane nadrodzing biatek TGF-f3 (Sma and Mad related proteins); TCR - receptor komorek T
(T-cell receptor); TGF-f - transformujacy czynnik wzrostu 3 (transforming growth factor 8); TLR
- receptor Toll-podobny (Toll-like receptor); TNF — czynnik martwicy nowotworu (tumor necrosis
factor); VCAM-1 - czasteczka adhezji komérkowej naczyn 1 (vascular cell adhesion molecule-1);
VEGF - czynnik wzrostu $rédbtonka naczyniowego (vascular endothelial growth factor).
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Wsrep

Regulacja proceséw zwigzanych z odpowiedzia immu-
nologiczng i zapaleniem zachodzi za posrednictwem
czynnikéw transkrypcyjnych, ktére warunkuja eks-
presje gendw kodujgcych m.in. cytokin prozapalnych
i chemokin. Na skutek zakazert bakteryjnych zostaja
uruchomione w komérce kaskady sygnatowe, prowa-
dzace do syntezy biatek, takich jak cytokiny prozapalne.
Ogromna role w mechanizmach odpowiedzi przeciwko
patogenom przypisuje sie czynnikowi transkrypcyj-
nemu kB (NF-kB), ktéry moze ulegaé aktywacji na sku-
tek oddzialywania elementéw bakterii z receptorami na
powierzchni komérki. Na procesy zapalne indukowane
przez NF-kB istotny wptyw ma zjawisko szoku cieplnego,
ktére doprowadza do syntezy biatek szoku cieplnego
(HSP). HSP, wystepujace zaréwno w komdrkach ssa-
kéw, jak i u bakterii, moga by¢ modulatorami proceséw
zwigzanych m.in. z zapaleniem. Dlatego budzg zaintere-
sowanie jako potencjalny cel dziatan terapeutycznych.
W pracy przedstawiono interakcje zachodzace miedzy
odpowiedzig na szok cieplny a aktywacja czynnika trans-
krypcyjnego NF-kB w przebiegu zakazen bakteryjnych.
Obydwa procesy sa gtéwnymi elementami odpowiedzi
komdrek na rézne warunki stresowe i sg $cisle ze soba
powiazane, stad zachodzgce miedzy nimi oddzialywania
skupiaja uwage badaczy, poniewaz dostarczaja informa-
¢ji na temat regulacji odpowiedzi przeciwzapalne;j.

AKTYWACJA | PLEJOTROPOWA ROLA CZYNNIKA
TRANSKRYPCYJNEGO NF-KB

Zakazenia bakteryjne i wirusowe, cytokiny prozapalne,
a takze interakcje antygenu z receptorem komérek T
(TCR) czy B (BCR), a takze czynniki stresowe: fizyczne,
takie jak promieniowanie UV, promieniowanie y oraz
fizjologiczne, tj.: szok hiperosmotyczny, stres oksyda-
cyjny, moga wywotaé aktywacje jadrowego czynnika
transkrypcyjnego NF-kB w komdrce (ryc. 1). Czyn-
nik ten ma wtasciwosci plejotropowe i moze ulegald
aktywacji w wiekszosci typéw komérek w odpowiedzi
na rézne bodZce, ktdre sg zwigzane z aktywacja, prze-
zywaniem i réznicowaniem sie komdrek. U kregowcéw
rodzina biatek NF-«kB obejmuje podjednostki RelA (p65),
c-Rel, RelB, p50 i p52, ktére tworza dimery, co umozliwia
selektywna regulacje docelowych genéw, kodujacych
molekuly zaangazowane w mechanizmy odpowiedzi
immunologicznej, takie jak biatka regulatorowe, cyto-
kiny, regulatory proliferacji (cykliny, czynniki wzrostu)
i apoptozy oraz biatka z rodziny Rel/IxB (biatka inhibi-
torowe NF-kB) [29,33].

W aktywacji kaskady sygnatowej stymulujacej czynnik
NF-KB przez patogeny biora udziat m.in. receptory Toll-
-podobne (TLR), ktére rozpoznajg molekularne wzorce
zwigzane z patogenami (PAMP), do ktérych naleza m.in.
okreslone komponenty bakteryjnej §ciany komérkowe;j.
Lipopolisacharydy (LPS), kwas lipotejchojowy, lipoprote-
iny blony komérkowej i flagelina sa rozpoznawane przez
TLR1, 2,4 i/lub 5. TLR3, 7, 8 i 9, wigzg kwasy nukleinowe

mikroorganizmdw, wlaczajgc ds i ssRNA pochodzace od
wiruséw RNA, a takze DNA wiekszosci organizmdéw [11].
Na skutek stymulacji TLR nastepuje aktywacja kinaz
biatkowych, a nastepnie czynnikéw transkrypcyjnych,
takich jak NF-xB. W komérkach niestymulowanych lub
niedzielacych sie biatko to wystepuje w cytoplazmie
w postaci nieaktywnej zwigzane z inhibitorem xB (IxB).
Aktywacja przez TLR lub inne receptory, w tym recep-
tory cytokin prozapalnych, tj.: interleukiny (IL)-1f
czy czynnika martwicy nowotworu (TNF), uruchamia
kaskade sygnatowa, zwang klasyczng aktywacja NF-kB.
Podczas tego procesu IkB ulega fosforylacji przez kom-
pleks kinazy 1xB (IKK), zbudowanej z podjednostek kata-
litycznych IKKa i IKKP oraz podjednostki regulatorowe;
IKKy (NEMO), a nastepnie ubikwitynacji oraz proteaso-
malnej degradacji (ryc. 1). Uwolniony czynnik NF-kB
przemieszcza sie do jadra komérkowego, gdzie wigzac
sie do sekwencji promotorowych i enhanceréw, akty-
wuje proces transkrypcji gendw, ktérych produkty, takie
jak: TNF-a, IL-6, IL-12 p40, indukowalna syntaza tlenku
azotu (iNOS/NOS-2), czynnik wzrostu §rédbtonka naczy-
niowego (VEGF), uczestniczg m.in. w odpowiedzi proza-
palnej [1,20,28,33].

WsPOtZALEZNOSC MIEDZY ODPOWIEDZIA NA SZOK CIEPLNY
A AKTYWACJA NF-KB

Aktywacja NF-kB moze podlega¢ modulacji w wyniku
szoku cieplnego. Odpowiedz na szok cieplny (HSR)
jest indukowana przez stres $§rodowiskowy, wiaczajac,
oprécz szoku cieplnego, metale ciezkie czy wolne rod-
niki tlenowe. Inng kategorig induktoréw HSR sa warunki
patofizjologiczne, np. goraczka i zapalenie, zakazenia
wirusowe i bakteryjne. Ponadto HSR powstaje pod wpty-
wem czynnikéw wptywajacych na wzrost i rozwdj komé-
rek, w tym onkogendw i protoonkogendw. Zaburzenia
konformacyjne biatek w chorobie Alzheimera i Parkin-
sona, a takze starzenie sie, réwniez indukujg HSR. Na
skutek dziatania wymienionych czynnikéw aktywacji
ulega czynnik transkrypcyjny, zwany czynnikiem szoku
cieplnego 1 (HSF-1), gléwny element odpowiedzi na
dziatanie induktoréw takiego szoku [27].

HSF-1 wystepuje w postaci nieaktywnych transkryp-
cyjnie monomerdw w nukleoplazmie i, w mniejszym
stopniu, w cytosolu. Pod wptywem warunkéw streso-
wych HSF-1 moze sie wiazaé z DNA przez trimeryzacje
(ryc. 1). Biatko to ulega fosforylacji w grupach sery-
nowych i w jadrze komdérkowym HSF-1 wiaze sekwen-
cje w promotorach genéw kodujacych biatka, takie jak
HSP [4]. HSP moduluja aktywacje czynnika NF-kB, ktéry
moze regulowaé transkrypcje genéw je kodujacych (np.
hsp90a) [2,23]. HSP sg wysoce konserwatywnymi ewolu-
cyjnie biatkami, licznie wystepujacymi w niemal wszyst-
kich przedziatach komérkowych. Na podstawie masy
czgsteczkowej zostaly zaklasyfikowane do rodzin, takich
jak: HSP100, 90, 70, 60, 40 i matoczasteczkowych HSP
(sHSP). W komdrkach ssakéw odgrywaja role opiekuri-
czg i sg niezbedne do prawidlowego zwijania biatek, ich
sktadania i wewnatrzkomérkowej translokacji [31].
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Interakcje miedzy odpowiedzia na szok cieplny i aktywa-
cja NF-kB wykazano zaréwno in vitro, jak i in vivo. Szok
cieplny prowadzi do zahamowania aktywacji NF-«B, jed-
nocze$nie wzmaga ekspresje genu IkBa, cytoplazmatycz-
nego inhibitora NF-xB, przez zwiekszenie stabilnosci
mRNA IkBa [13]. Badania wykazaly, iz wiele zwigzkéw,
ktére (ko)indukuja HSR sa inhibitorami NF-kB. Inhibi-
tory proteasomu, ktére powoduja wzrost zawarto$ci nie-
prawidlowo zwinietych biatek w cytosolu, indukcje HSR,
zapobiegaja réwniez degradacji IkBa, a tym samym unie-
mozliwiajg aktywacje NF-kB. Wiadomo réwniez, iz wiele
induktoré6w HSR hamuje aktywacje NF-kB nie tylko
przez stabilizowanie IkBa, ale réwniez dzieki zdolnosci
do indukowania ekspresji genu kodujacego ten inhibitor.
Zwiazki takie mogg dziata¢ przeciwzapalnie, bezposred-
nio blokujgc kaskade aktywacji NF-«B [26,37]. Induktory
szoku cieplnego, np. hipertermia lub inhibitory proteaz
serynowych, moga hamowa¢ aktywacje NF-«kB przez
rézne stymulatory. Czynniki te prowadza do jednocze-
snej aktywacji genédw cytoprotekcyjnych oraz nega-
tywnej regulacji genédw wirusowych i uczestniczacych
w zapaleniu [31].

Jak juz wspomniano, odpowied? na szok cieplny
jest regulowana przez czynnik transkrypcyjny HSF-
1. W badaniach in vitro i in vivo wykazano, iz biatko to
hamuje odpowiedZ zapalng. NF-xB jest aktywatorem
HSF-1 oraz zwieksza ekspresje HSP72 [23]. Wykazano
réwniez role HSF-1 w zakazeniach bakteryjnych, w tym
jego znaczenie dla obrony przeciwko zakazeniom bakte-
ryjnym w ptucach. Myszy pozbawione genu kodujacego
HSF-1 charakteryzowaly sie zwiekszona wrazliwoscig na
zakazenie Mycoplasma pneumoniae, co objawiato sie wiek-
szg zawartoscia tego patogenu w ptucach w porédwnaniu
z myszami HSF1*/*, Ponadto myszy HSF~/~ wykazywaly
zaburzenie w indukcji odpowiedzi immunologiczne;j [15].

Ubziat HsP90 | NF-KB W ODPOWIEDZI ZAPALNE) PODCZAS ZAKAZEN
BAKTERYJNYCH

Badania wykazaly wystepowanie interakcji miedzy
patogenami a HSP90, gtéwnym biatkiem opiekuniczym
bedacym elementem $ciezek sygnatowych aktywowa-
nych, m.in. podczas odpowiedzi zapalnej. Biatko JIpA
Campylobacter jejuni, patogenu wywotujacego ostre
zapalenie zotadka i jelit, wigze sie swoiscie z izoforma
HSP90a, ktéra stanowi receptor powierzchniowy JlpA.
W wyniku takiej interakcji dochodzi do fosforylacji
i degradacji IkBa oraz aktywacji NF-kB [19]. Dowiedziono
réwniez, iz inhibitor HSP90, geldanamycyna, prowadzi
do zablokowania wytwarzania IL-8 indukowanej zaka-
zeniem Helicobacter pylori, przez inaktywacje czynnikdéw
transkrypcyjnych NF-xB i AP-1, ktére reguluja trans-
krypcje genu tej cytokiny. Inhibitor aktywacji IL-8 moze
postuzy¢ wiec jako czynnik hamujgcy proces zapalny
w zakazeniach H. pylori [38]. Takie wtasciwosci wykazuja
probiotyki, ktére redukuja odpowiedz zapalng wywo-
tang zakazeniem tym patogenem. Jednym z nich jest
sprzezony kwas linolowy (CLA) wytwarzany przez Lac-
tobacillus acidophilus. CLA wykazuje zdolno$¢ do obniza-

nia aktywno$ci IKK i NF-kB, indukowanej przez H. pylori
i, w konsekwencji, spadku ekspresji genu IL-8. W ludz-
kich komérkach nabtonka zotadka linii MKN-45 zakazo-
nych H. pylori stwierdzono obecnos$¢ komplekséw HSP90
z podjednostkami IKKa i IKKy (ryc. 1). Wykazano, iz CLA
indukuje dysocjacje kompleksu HSP90-IKKYy, co jest zwig-
zane z aktywnoscia przeciwzapalng tego zwigzku [21].

Podobne wiasciwosci wykazuja ekstrakty Artemisia asia-
tica Nakai nalezacej do rodziny Asteraceae. Jeden z aktyw-
nych farmakologicznie sktadnikéw ekstraktéw A. asiatica
jest syntetyczna pochodng eupatyliny, ktdra jest inhi-
bitorem NF-kB. Wykazano, iz pochodna ta, DA-6034,
hamuje ekspresje IL-8 i biatka chemotaktycznego mono-
cytéw 1 (MCP-1) oraz aktywacje NF-kB w komdrkach
nabtonkowych zotadka linii MKN-45 zakazonych H.
pylori. Dowiedziono réwniez, iz DA-6034 znaczaco blo-
kuje aktywacje IKKP indukowang przez ten patogen.
Ponadto DA-6034 indukuje dysocjacje kompleksu HSP90
i IKKy w komdrkach MKN-45 zakazonych H. pylori, przez
co znaczgco zmniejsza aktywno$¢é IKK, a tym samym
hamuje aktywacje NF-kB i dziata przeciwzapalnie [24].

Przeciwzapalne wlasciwo$ci eupatyliny zbadano in vitro
z uzyciem linii komérek nabtonka jelitowego HT-29, sty-
mulowanych enterotoksyna Bacteroides fragilis (BFT). B.
fragilis jest czynnikiem wywotujacym zapalenie btony
$luzowej i choroby o przebiegu biegunkowym, a wytwa-
rzana przez niego enterotoksyna aktywuje NF-xB i jest
induktorem IL-8, co moze by¢ zwigzane z transmi-
gracja neutrofiléw. Dowiedziono, iz w zalezno$ci od
zastosowanej dawki eupatylina obniza wytwarzanie
IL-8 oraz prostaglandyny E, indukowanej przez BFT.
Ponadto zwiazek powoduje zahamowanie aktywacji
NF-kB, a wiec i znaczne obnizenie ekspres;ji IL-8 i cyklo-
oksygenazy 2 (COX-2). Badania wykazaly, iz eupaty-
lina zapobiega indukowanej przez BFT fosforylacji IkBa
i IKK. Wykazano, iz zwigzek ten powoduje rozdzielenie
kompleksu HSP90 i IKKy w komérkach HT-29 stymulo-
wanych BFT. Potwierdza to wlasciwosci przeciwzapalne
tego zwiazku [22].

W badaniach wykorzystujacych wspomniany wcze$niej
inhibitor HSP90, geldanamycyne, wykazano, iz zwia-
zek ten wptywa na aktywacje $ciezki sygnatowej NF-«kB
indukowanej przez LPS. Myszy poddane ostremu stre-
sowi toksycznemu wywotanemu przez LPS wykazywaty
czterokrotny wzrost ekspresji wewnatrzkomérkowego
receptora TLR4 w limfocytach $ledziony. Wzrost ekspre-
sji tego receptora obserwowano takze po podaniu gelda-
namycyny, a podanie obydwu zwiazkédw normalizowato
ekspresje TLR4 w splenocytach. Stres toksyczny powo-
dowat wzrost stezenia wolnych podjednostek IkB, praw-
dopodobnie w zwigzku ze zwiekszong ekspresjg kinazy
IKKa/p zaangazowanej w uwalnianie IkB. Geldanamy-
cyna hamowata aktywno$¢ HSP90 w czasie stresu tok-
sycznego, obnizala ekspresje catkowitego NF-«B i jego
ufosforylowanej postaci oraz kinazy IKKa/p, ktéra fosfo-
ryluje IxBa 1 IkBP. Sugeruje sie, iz HSP90 odgrywa gtéwna
role w patogenezie stresu toksycznego wywotywanego
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Ryc. 1. Aktywacja czynnika transkrypcyjnego NF-kB i czynnika szoku ciepInego 1 (HSF-1) oraz interakcje miedzy HSP a aktywacja NF-kB (opis w tekscie; opracowanie

wiasne)

przez endotoksyne, poniewaz hamowanie aktywno$ci
tego biatka obniza reakcje prozapalna na poziomie
receptora TLR4 oraz aktywacji kaskady NF-kB, a takze
kinazy SAPK/JNK [16].

Do$wiadczenia z uzyciem modelu zapalenia btony naczy-
niowej oka u szczuréw dowiodly, iz hamowanie HSP90

prowadzi do spadku ekspresji cytokin prozapalnych:
TNF-a, i IL-1P oraz VEGF, odgrywajacych wazna role
w patogenezie tego schorzenia. Ekspresja tych biatek
jest wywotywana przez LPS i podlega regulacji przez
NF-kB oraz indukowany hipoksja czynnik 1a (HIF-1a)
[30]. Stwierdzono, ze 17-AAG, analog geldanamycyny,
ktéry jest réwniez inhibitorem HSP90, powoduje reduk-
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cje ilo$ci biatka podjednostek IKKa i IKKP i zahamowanie
aktywacji NF-kB oraz ekspresji IL-8 w ludzkich komér-
kach ptuc linii A549, zakazonych Legionella pneumophila
[36]. Takie wladciwo$ci inhibitoréw HSP90 czynia je inte-
resujacym przedmiotem badan klinicznych. Czynniki
hamujgce aktywno$¢é HSP90 moga by¢ uznane za poten-
cjalne molekuty przeciwrakowe, gdyz wykazuja poza-
dany profil farmakokinetyczny przy braku zagrozenia
powaznymi efektami ubocznymi.

Rova NE-KB 0RAZ HSP70 1 HSP72 W MECHANIZMACH SZOKU
SEPTYCZNEGO | ODPOWIEDZI PROZAPALNEJ

Badania dotyczace wplywu HSP na procesy zapalne
indukowane endotoksyna maja duze znaczenie w pozna-
niu mechanizméw szoku septycznego. W do$wiad-
czeniach okresla sie m.in. wptyw szoku cieplnego na
aktywacje NF-kB i ekspresje genédw regulowanych przez
ten czynnik.

Badania in vitro z uzyciem makrofagéw mysich linii RAW
264.7 poddanych szokowi cieplnemu wykazaly, iz silny
szok cieplny (ogrzewanie do temp. 43°C przez 90 min)
powoduje catkowite zahamowanie aktywacji NF-kB
w okresie 6 godz. od powrotu do prawidtowych warun-
kéw. Wykazano, iz komérki poddane silnemu szokowi
cieplnemu nie sa zdolne do wytwarzania HSP72, nie
wykazuja réwniez zdolnosci do aktywacji NF-kB pod
wplywem LPS. Stwierdzono, iz hamowanie aktywacji
NF-kB oraz zdolno$ci komérek do syntezy HSP sa uzalez-
nione zaréwno od sity szoku cieplnego, jak i czasu, jaki
uptynat od powrotu do prawidlowych warunkéw [32].

W makrofagach mysich linii J774 poddanych takiemu
szokowi, a nastepnie stymulowanych LPS, dochodzi
do zmniejszenia ekspresji genu dla COX-2, gtéwnego
enzymu prozapalnego, a takze aktywacji HSF-1 i wzro-
stu stezenia HSP72 oraz zablokowania aktywno$ci NF-kB
[17]. Szok cieplny powoduje réwniez hamowanie induko-
wanej LPS aktywacji NF-kB i wytwarzania cytokin proza-
palnych TNF-a i IL-6 w izolowanych od myszy komérkach
Kupffera, ktére odgrywajg wazng role w patogenezie
sepsy [34]. Badania na modelu szczurzym wykazaly, iz
w przebiegu sepsy, kiedy dochodzi do wzrostu aktyw-
noéci NF-kB i nadekspresji TNF-a i iNOS w komédrkach
watroby, szok cieplny przyczynia sie do zahamowania
tej aktywnosci. Sugeruje sie, iz biatko HSP72 wykazuje
zdolno$¢ do hamowania septycznej aktywacji i jadro-
wej translokacji NF-xB dzieki tworzeniu kompleksu
z NF-kB/IkB, przez co moduluje ekspresje genéw kon-
trolowanych przez NF-kB podczas sepsy i spelnia role
ochronna (ryc. 1) [10]. Inne badania, dotyczace HSP70
wykazaly, iz nadekspresja HSP70 u szczuréw zapobiega
degradacji IkBa, translokacji podjednostki p65 do jadra
komérkowego w watrobie oraz indukcji wytwarzania
TNF-a i IL-6 pod wptywem LPS, co sugeruje udziat HSP70
w regulacji aktywacji NF-kB indukowanej LPS in vivo [12].

Zahamowanie indukowanej endotoksyna (LPS) aktywacji
NF-kB i obnizenie ekspresji cytokin prozapalnych (TNF-«

i IL-6) w watrobie myszy moze by¢é jednym z mechani-
zméw korzystnego dziatania HSR, wywolanego arse-
ninem sodu, ktéry powoduje wzrost ekspresji HSP70.
Zapobiega to wystapieniu indukowanych endotoksemia
zmian histologicznych w watrobie, ktéra odgrywa wazna
role w patogenezie sepsy przez uwalnianie réznych
cytokin i wydzielanie biatek ostrej fazy [9]. Stwierdzono
réwniez, iz konstytutywna ekspresja ludzkiego biatka
HSP70 w szczurzych komérkach glejaka C6 ma wptyw na
hamowanie ekspresji genu kodujacego NOS-2, w wyniku
blokowania jadrowej translokacji NF-kB, nastepujace;j
po stymulacji komdrek LPS i cytokinami [TNF-qa, IL-1f
i interferonem (IFN)-y]. Wykazano, iz szok cieplny znosi
skutek gwattownego spadku stezenia IkBa w nietransfe-
kowanych komérkach Cé6, ktéry zachodzi na skutek akty-
wacji LPS i tych cytokin [14].

Dowiedziono réwniez, iz egzogennie podane biatko
HSP70 moze wigza btone komérkowa z duzym powi-
nowactwem, a takze aktywowac NF-kB oraz stymulowaé
wytwarzanie cytokin prozapalnych w ludzkich mono-
cytach przez zalezng od CD14 aktywacje szlaku MyD88/
IRAK/NF-kB. Wykazano, iz indukowana biatkiem HSP70
aktywacja NF-xB i synteza cytokin prozapalnych odbywa
sie przez TLR2 i TLR4 w sposéb zalezny od CD14. Dzieki
takim wlasciwos$ciom biatko HSP70 moze by¢ wykorzy-
stane jako adiuwant oraz induktor odpowiedzi przeciw-
nowotworowej [6].

Gally i wsp. wykazali, iz w przypadku zakazenia M. pneu-
moniae myszy HSF~/~ wykazywaty mniejsza zawarto$¢é
biatka TLR2 w tkankach ptuc w 4 i 24 godzinie po zakaze-
niu (g.p.z.) w poréwnaniu z myszami HSF*/* zakazonymi
M. pneumoniae, a w 72 g.p.z. wyzsze u HSF7/-, Obser-
wowane zjawiska potwierdzono badaniem ekspresji
mRNA. Ponadto stezenie biatka HSP70 w poptuczynach
oskrzelowo-ptucnych byto znacznie wyzsze u myszy
HSF~/~i HSF*/* zakazonych M. pneumoniae w poréwna-
niu z niezakazonymi zwierzetami kontrolnymi. Egzo-
genny HSP70 w badaniach wykorzystujacych makrofagi
myszy HSF*/* { HSF~/~wraz z M. pneumoniae powodowat
aktywacje NF-kB poréwnywalng z zakazonymi myszami
HSF*/*. Autorzy zaproponowali réwniez role HSF-1 oraz
HSP70 we wrodzonej odpowiedzi przeciwko zakazeniom
drég oddechowych wywotywanym przez M. pneumoniae.
Na skutek zakazenia aktywacji ulega HSF-1, co prowa-
dzi do transkrypcji i wytwarzania HSP70. Biatko to wiagze
TLR2, stymulujac w ten sposéb wytwarzanie chemokiny
pochodzacej z keratynocytéw (KC/CXCL1) w komdrkach
ptuc (np. makrofagach), przez indukcje jadrowej translo-
kacji NF-kB, wywotujac w ten sposéb rekrutacje neutro-
filéw i eliminacje bakterii [15].

Obecnos$é HSP70 wykazano w egzosomach, ktére sa
uwalniane z komdrek zakazonych mikobakteriami i maja
wlasciwosci prozapalne. Dowiedziono, iz makrofagi
zakazone Mycobacterium smegmatis i M. avium uwalniaty
wiecej egzosoméw niz komérki niezakazone, a HSP70 na
ich powierzchni bylo wiecej niz w egzosomach komédrek
kontrolnych. Dowiedziono tez, ze egzosomalny i egzo-
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genny HSP70 mialy wplyw na aktywacje NF-xB i uwal-
nianie TNF-a w niezakazonych makrofagach. Komérki
zakazone M. avium uwalnialy wiecej egzosoméw pro-
zapalnych niz zakazone M. smegmatis. Ponadto, dodane
do makrofagéw egzosomy pochodzace od makrofagéw
zakazonych M. smegmatis czy M. avium, stymulowaty
translokacje podjednostki p65 do jadra komérkowego.
Dodanie egzogennego HSP70 do komdrek zakazonych
M. smegmatis skutkowato aktywacja NF-kB na zblizonym
poziomie, jak po stymulacji LPS. HSP70 moze wiec syner-
gistycznie dziataé w kierunku wzmocnienia odpowiedzi
zapalnej podczas zakazenia mikobakteriami [3].

INTERAKCJE BAKTERYINYCH BIALEK SZOKU CIEPLNEGO Z NF-KB

Biatka szoku cieplnego moga wystepowaé réwniez u bak-
terii czy grzybdw i przyczyniaé sie do rozwoju chordb
zwigzanych z nadmierng aktywacja NF-kB. Przykladem
sa przewlekte zakazenia Chlamydia pneumoniae, podczas
ktérych nastepuje aktywacja ludzkich komérek naczy-
niowych i makrofagéw, kiedy dochodzi do formowania
sie zmian miazdzycowych. Takie przewlekle zakazenie
moze wywotal ekspresje ludzkiego i bakteryjnego biatka
szoku cieplnego HSP60 w $cianie tetnicy i przyczynié
sie do rozwoju procesu zapalnego. Zaréwno ludzkie, jak

N\
Chlamydia pneumoniae | Hsp60 ?

Mycobacterium tuberculosis | Hsp65

Mycobacterium tuberculosis | Hsp70 |

k3

Porphyromonas gingivalis

? | Hsp60 Chlamydia pneumoniae
Hsp60 Helicobacter pylori

‘ Hsp70; Mycobacterium tuberculosis

@ Porphyromonas gingivalis

degradacja kB

Transkrypcja

Ryc. 2. Interakcje miedzy bakteryjnymi HSP a aktywacja czynnika transkrypcyjnego NF-kB (opis w tekscie; opracowanie wiasne)
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i pochodzace od chlamydii biatko HSP60 aktywuje NF-kB
i indukuje ekspresje regulowanych przez ten czynnik
genéw molekut adhezyjnych: E-selektyny, czasteczki
adhezji miedzykomdrkowej 1 (ICAM-1), czasteczki adhe-
zji komérkowej naczyfi 1 (VCAM-1) i IL-6 w ludzkich
komoérkach nabtonka, co powoduje tworzenie sie zmian
miazdzycowych (ryc. 2). Ponadto obydwa biatka indu-
kuja zalezng od NF-kB ekspresje IL-6 w makrofagach,
komérkach nabtonka i miesni gtadkich. IL-6 uczestniczy
w reakcji ostrej fazy i moze spowodowaé wzrost stezenia
fibrynogenu, biatka C-reaktywnego (CRP) czy osoczo-
wego biatka amyloidowego (SAA) w osoczu i przyczyniaé
sie do rozwoju powaznych komplikacji [25].

Analizy blaszek miazdzycowych uzyskanych od pacjen-
téw z choroba wieticows pod katem oceny ekspresji
gendw metoda real-time PCR oraz analiza ekspresji kinaz
ERK1/2, JNK1/2, IKKp, a takze NF-kB, i MCP-1 z wyko-
rzystaniem metody Western blot wykazaly réznice
w ekspresji badanych biatek. Znaczaco wyzszy wzrost
ekspresji RNA odnotowano dla genéw kodujacych I1L-8,
TLR2, TLR4, transformujgcy czynnik wzrostu p (TGF-p),
ICAM1, VCAM1 i kinazy MAPK, a znaczaco nizszy poziom
ekspresji RNA zanotowano dla SMAD4, IKK(3, BRCA1 oraz
IL-10 u pacjentéw, u ktérych wykazano obecno$¢ chla-
mydialnego HSP60 (cHSP60). Na poziomie biatka ekspre-
sja ufosforylowanej postaci kinazy ERK1/2 (pERK1/2),
NF-kB, MCP-1 byta wyzsza, za$ IKKp - nizsza u pacjen-
téw z blaszkami, w ktérych wystepowato cHSP60 [18].

HSP60 jest réwniez biatkiem wytwarzanym przez H. pylori
i moze, w wyniku interakcji z TLR, zwlaszcza TLR2 komérek
nabtonka zotadka, aktywowaé NF-kB i wytwarzanie IL-8, co
doprowadza do rozwoju stanu zapalnego (ryc. 2) [35].

PismiennicTwo

Badania wykazaty réwniez obecno$é bakteryjnych biatek
szoku cieplnego u Mycobacterium tuberculosis. Rekombi-
nowane i oczyszczone biatka HSP65 i HSP70 M. tubercu-
losis indukuja NF-«kB w ludzkich komérkach nabtonka:
HSP65 za po$rednictwem TLR4, za§ HSP70 z udziatem
TLR4 i TLR2 (ryc. 2) [8]. Inne bakteryjne biatko szoku
cieplnego, DnaK Francisella tularensis, jest réwniez ligan-
dem TLR4 i aktywuje NF-kB, kinazy MAPK oraz cytokiny
prozapalne: IL-6, TNF-a, IL-12p40 w mysich komdrkach
dendrytycznych (ryc. 2) [7].

Inny homolog HSP60, GroEL wystepuje u Porphyromo-
nas gingivalis. Podobnie jak ludzkie HSP60, ktére jest sty-
mulatorem wytwarzania cytokin prozapalnych, GroEL
P. gingivalis stymuluje ekspresje cytokin prozapalnych,
co zostato stwierdzone w makrofagach. Dowiedziono, iz
rekombinowane biatko GroEL jest stymulatorem aktyw-
nosci transkrypcyjnej NF-xB w ludzkich monocytach
linii THP-1. W aktywacji NF-kB przez to biatko wydaja
sie uczestniczy¢ receptory TLR2 lub TLR4 lub przypusz-
czalnie obydwa jednoczesnie (ryc. 2) [5].

PopsumowaNie

NF-kB, centralny regulator odpowiedzi na zakazenia,
jest czynnikiem podlegajacym modulacji przez biatka
szoku cieplnego. Zaréwno modulatory odpowiedzi
na szok cieplny, jak i patogeny bakteryjne oddziatu-
jace z biatkami szoku cieplnego lub same je wytwa-
rzajace, maja wptyw na aktywacje NF-kB. Wiedza na
temat wplywu HSP na aktywacje NF-kB jest niezbedna
w leczeniu wielu choréb i konstrukeji efektywnych
adiuwantdw i szczepionek, w tym réwniez przeciwno-
wotworowych.
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