® Postepy Hig Med Dosw (online), 2011; 65: 427-436 www.phmd.pl

e-ISSN 1732-2693

Received:  2011.03.09
Accepted:  2011.05.18
Published: 2011.06.29

Review

Biatka szoku termicznego w reumatoidalnym zapaleniu
stawow: przyjaciel czy wrog?

Heat shock proteins in rheumatoid arthritis: friend or foe?

Stefan Tukaj', Barbara Lipinska?

! Katedra Fizjologii Roslin, Instytut Biologii, Uniwersytet Gdariski
2 Katedra Biochemii, Instytut Biologii, Uniwersytet Gdanski

Stowa kluczowe:

Streszczenie

Reumatoidalne zapalenie stawéw (RZS) jest jedna z najczesciej wystepujacych choréb reuma-
tycznych na §wiecie. RZS to uciazliwa, progresywna oraz wciaz nieuleczalna uktadowa choroba
tkanki facznej o podtozu autoimmunizacyjnym. Liczne doniesienia wskazuja, iz silnie zachowane
w ewolucji biatka szoku termicznego (HSP) oddziatuja z uktadem immunologicznym. Ostatnie
prace badawcze dowodza, ze biatka HSP petnig istotna role w regulacji chronicznej reakcji za-
palnej w RZS, przy czym najwigcej informacji dotyczy roli biatek opiekunczych nalezacych do
klasy HSP70, HSP60 i HSP40. Praca omawia doniesienia naukowe z ostatnich lat dotyczace roli
bialek HSP w rozwoju choréb reumatycznych oraz potencjalne mozliwosci zastosowania HSP
w immunoterapii pacjentéw cierpiacych na RZS.

biatka szoku termicznego « HSP40 « HSP60  HSP70 ¢ reumatoidalne zapalenie stawéw
immunoterapia ¢ immunoregulacja

Summary

Rheumatoid arthritis (RA) is one of the most common rheumatic diseases in the world. RA
is a progressive and incurable systemic connective tissue disease with autoimmune background.
Numerous reports indicate that the highly evolutionarily conserved heat shock proteins (HSP)
are able to interact with the immune system. Recent research has shown that HSP play an impor-
tant role in the regulation of chronic inflammation in RA, with the majority of information con-
cerning the role of proteins belonging to the HSP70, HSP60 and HSP40 classes. This paper pre-
sents recent views on the role of HSP in the development of rheumatic diseases, as well as the
potential for application of HSP in immunotherapy of patients suffering from RA.
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WerRoWADZENIE

Reumatoidalne zapalenie stawéw (RZS) nalezy do grupy
uktadowych chordb tkanki tacznej o podtozu autoimmuni-
zacyjnym. Wedhlug najnowszych doniesienl, wyr6znia sig 171
choréb reumatycznych [http://www.arthritisinsight.com],
natomiast RZS nalezy do jednego z najczgsciej wystepu-
jacych schorzen w tej grupie [46]. Szacuje sig, ze RZS do-
tyka prawie 1% populacji ludzkiej i wystepuje 2,5-krotnie
czesciej u kobiet niz u mgzczyzn. RZS moze si¢ rozwinaé
u ludzi w kazdym wieku, gtéwnie dotyka jednak oséb mig-
dzy 4 a 7 dekada zycia [46]. Choroba obejmuje gléwnie
stawy drobne, migdzypaliczkowe blizsze dtoni oraz stép,
powodujac ich obrzgk, ograniczenie ruchomosci, defor-
macje i dotkliwy bdl [25]. Poczatkowa faza choroby obja-
wia si¢ przede wszystkim chronicznym stanem zapalnym
btony maziowej stawéw (synovium), do ktdrej przenika-
ja liczne elementy uktadu immunologicznego (neutrofile,
komorki plazmatyczne, limfocyty T i B, komérki dendry-
tyczne) o cechach komérek zaktywowanych, co sugeruje
bezposredni udzial pierwotnej oraz nabytej odpowiedzi
immunologicznej w patogenezie RZS.

RZS jest choroba progresywna i nieuleczalng, dlatego opra-
cowanie skutecznych metod jej leczenia ma trudne do prze-
cenienia znaczenie. Gtéwnym celem terapii RZS jest zaha-
mowanie procesu zapalnego prowadzace do zmniejszenia
dolegliwosci bélowych i obrzekéw stawow oraz zapobiega-
nie zmianom destrukcyjnym w obrgbie stawéw [6,73,74].
Do opanowania objawéw choroby stosowane sa gtéwnie
niesteroidowe leki przeciwzapalne (NSLPZ). W celu za-
hamowania procesu zapalno-immunologicznego u wigk-
szosci chorych, a zwlaszcza z tzw. ,,wczesnym RZS” zale-
ca si¢ stosowanie lekéw modyfikujacych przebieg choroby
(LMPCh), do ktérych nalezy m.in. metotreksat [6,73,74].

Od dziesieciu lat do leczenia szczegdlnie agresywnych
i opornych na standardowgq terapi¢ postaci RZS stosuje
si¢ terapie biologiczne polegajace na neutralizacji cytokin
(mediatoréw odpowiedzi immunologicznej) prozapalnych
(TNF-a, IL-1, IL-6) lub blokadzie aktywnosci komérek
uktadu immunologicznego (limfocyty B), ktére odpowie-
dzialne sa za propagacj¢ oraz utrzymanie chronicznego
procesu zapalnego [6,73,74].

Niezwykle skuteczna metoda interwencji z wykorzysta-
niem lekéw biologicznych polega na selektywnym blo-
kowaniu TNF-q, jednego z gtéwnych mediatoréw odpo-
wiedzi prozapalnej, nadrzednej cytokiny bioracej udziat
w wielu szlakach odpowiedzi immunologicznej, prowadza-
cej w sposéb posredni do destrukceji chrzastki oraz ubytku
tkanki kostnej [23,48]. Terapia z wykorzystaniem inhibi-
toréw TNF-o w skojarzeniu z LMPCh, gléwnie z meto-
treksatem (MTX), pozwala na niemal peina kontrolg prze-
biegu choroby i stanowi niewatpliwie przetom w leczeniu
RZS [24,27]. Niestety, stosowanie NLPZ, LMPCh oraz
glikokortykosteroidéw (GKS), moze prowadzi¢ do wyste-
powania licznych objawéw niepozadanych [47,56]. Mimo
nielicznych danych dotyczacych powaznych dziatari nie-
pozadanych lekéw biologicznych, to wciaz istnieja pewne
ograniczenia oraz obawy w stosowaniu tego typu terapii
[15,24,56]. Dlatego najwigkszym wyzwaniem dla immu-
nologdéw, biologéw molekularnych oraz lekarzy jest opra-
cowanie takich metod leczenia, ktore beda sig opieraty na

interwencji immunologicznej polegajacej na ,,przekiero-
waniu” reakcji immunologicznej chorych wobec danego
antygenu(éw) z reakcji prozapalnej na antyzapalna, bez jej
supresji. Innymi stowy, ten typ immunoterapii ma za za-
danie bezpiecznie doprowadzi¢ do stanu tolerancji immu-
nologicznej wobec tych antygendw, ktére przyczyniaja si¢
do rozwoju autoimmunizacyjnej reakcji immunologiczne;j
charakterystycznej dla chorych na RZS. Obecnie prowa-
dzone sa zaawansowane badania kliniczne u tych chorych
z wykorzystaniem lizatu bakteryjnego OM-89 [77] oraz
peptydu dnajP1[37], ktérych mechanizm dziatania zosta-
nie opisany w dalszej czgsci pracy.

Metoda immunoterapii swoistej jest od wielu lat stosowa-
na u chorych z pewnymi postaciami alergii. O ile w wielu
przypadkach alergii typu I za pomoca specyficznych testéw
skérnych mozna z duza doktadnoscia zidentyfikowac anty-
gen, ktdry jest bezposrednia przyczyna reakcji alergiczne;j
[28], to w przypadku choréb autoimmunizacyjnych spra-
wa si¢ komplikuje. Niestety, do dzi$ nie udato si¢ jedno-
znacznie okresli¢ antygenu(éw), ktéry bylby odpowiedzial-
ny za rozw0j RZS. Za podtrzymanie choroby, a nawet jej
rozwo0j podejrzewane sg liczne antygeny pochodzenia en-
dogennego. Do najcze¢sciej wymienianych naleza: kolagen
typu II, glikoproteina 39 z chondrocytéw, proteoglikany
oraz biatka szoku termicznego — HSP (heat shock prote-
ins) [17,29,36,90]. W literaturze §wiatowej coraz czgsciej
ukazuja si¢ doniesienia dotyczace udziatu Porphyromonas
gingivalis, bakterii bedacej czesta, lecz nie jedyna przyczy-
na parodontozy, w rozwoju RZS [49]. W surowicy krwi,
a takze w plynie maziowym chorych z RZS obserwuje si¢
DNA P. gingivalis oraz przeciwciala swoiscie rozpozna-
jace patogen [20]. Od wielu lat postuluje sig, ze autoprze-
ciwcialem zaangazowanym w patomechanizm RZS jest
przeciwcialo antycytrulinowe, ktdére stanowi réwniez war-
tosSciowy marker w diagnostyce, zwtaszcza ,,wczesnego”
RZS. Przeciwciata antycytrulinowe (ACPA) pojawiaja si¢
bardzo szybko u chorych na RZS (40-90% przypadkéw)
i wykazuja wigksza swoisto$¢ (okoto 98%) od czynnika reu-
matoidalnego (RF) [87]. U pacjentéw ACPA-pozytywnych
rozw0j zmian radiologicznych nast¢puje z duzo wigkszym
nasileniem niz jest to obserwowane u pacjentéw ACPA-
negatywnych. Pojawienie sig autoprzeciwciat antycytruli-
nowych jest wynikiem nadmiernego procesu cytrulinacji
(potranslacyjna modyfikacja) w zmienionych stanem za-
palnym tkankach, ktéry polega na deaminacji reszty argi-
niny w wyniku dziatania enzymu deaminazy peptydylo-
argininowej (PAD). Cytrulinacja dotyczy biatek, ktdre sa
elementami tkanki stawéw (np. fibryna, wimentyna, fibro-
nektyna oraz kolegen typu II) [14]. Sadzi sig, ze zakazenie
P. gingivalis moze by¢ jednym z czynnikéw inicjujacych
reakcje autoimmunizacyjna u chorych z RZS. Okazato si¢
bowiem, ze jest to jedyna znana bakteria zdolna do prze-
ksztalcenia argininy w cytruling dzigki obecnosci enzymu
PAD [39]. Przeciwciata skierowane przeciwko ludzkiej cy-
trulinowanej o-enolazie reaguja krzyzowo (molekularna
mimikra) z cytrulinowang o-enolaza bakterii. Cytrulinacja
biatek przez P. gingivalis i w konsekwencji wytworzenie
autoantygendw bedacych przyczyna rozwoju reakcji auto-
immunizacyjnej u chorych na RZS moze by¢ elementem
wspOlnym taczacym oba schorzenia [10,49].

Oprécz teorii infekcyjnej, do najczesciej wymienianych
przyczyn RZS naleza: mechaniczne uszkodzenie stawéw,
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palenie tytoniu czy predyspozycja genetyczna zwigzana
z receptorami gtéwnego kompleksu zgodnosci tkankowej
—HLA (human leukocyte antigen) i dotyczaca gtéwnie al-
leli HLA-DRBI [3,4]; nie wyklucza si¢ udzialu réwniez in-
nych genéw: PTPN2, PADI4, CTLA4, TRAF1 (locus CS)
oraz STAT4 [40,43,45,69,75].

Rozw6j RZS potaczony jest z licznymi anomaliami (m.in.
nadwrazliwoscia) odpowiedzi immunologicznej, zaréw-
no pierwotnej jak komoérkowej, zwiazanej z autoreaktyw-
nymi limfocytami T (zwlaszcza CD4*) i limfocytami B
[14,21,26]. Liczne badania skupiaja si¢ obecnie m.in. na
poznaniu funkcji oraz okresleniu fenotypu autoreaktyw-
nych (patogennych) limfocytéw. Wsréd limfocytéw CD4*
wyrdznia si¢ przynajmniej cztery subpopulacje, ktore r6z-
nia si¢ przede wszystkim profilem wydzielanych cytokin,
rodzajem czynnikow regulacji transkrypcji pewnych genéw
i obecnoscia receptoréw powierzchniowych. Populacjg lim-
focytéw CD4* dzielimy na subpopulacje: Thl, Th2, Th17
oraz populacje¢ komoérek regulatorowych Treg (CD4*CD25%)
[13,57,72]. Populacja komoérek Th17 (RORy/Stat3), zi-
dentyfikowana stosunkowo niedawno, ktdrej fizjologicz-
na funkcja polega na ochronie organizmu przed inwazja
zewnatrzkomoérkowych patogendw, jest ostatnio w kregu
zainteresowan naukowcéw w kontekscie etiopatogenezy
RZS. Podstawowq cecha komoérek Th17 jest wydzielanie
cytokiny IL-17, ktéra promuje wiele reakcji zapalnych ob-
jawiajacych si¢ wzmozonym wydzielaniem cytokin proza-
palnych oraz chemokin. Wraz z IL-17, cytokiny takie jak
IL-1, IL-2, IL-6, TNF-o oraz IFN-y zdolne sa do aktywa-
cji komoérek wystgpujacych w okolicy stawéw: osteokla-
stow, synowiocytéw oraz chondrocytow. Aktywacja tych
komorek prowadzi do uwolnienia wielu enzymdw prote-
olitycznych (gtéwnie metaloproteinaz) przyczyniajacych
si¢ do degradacji chrzastki i formowania si¢ tuszczki reu-
matoidalnej [25,57].

Liczne doniesienia wskazuja, iz HSP zdolne sa do oddzia-
tywania z uktadem immunologicznym wywolujac reakcje
charakterystyczne zaréwno dla odpowiedzi pro-, jak réwniez
antyzapalnej [3,4,5,55,78]. Dualizm tej odpowiedzi wydaje
si¢ uzalezniony od pochodzenia biatlek HSP (bakterie infek-
cyjne, komensale oraz HSP endogenne) [3.,4,5,55,63,78,96]
oraz miejsca ekspozycji (ptyny ustrojowe — krew lub lim-
fa, skéra lub blona Sluzowa), a takze rodzaju komponen-
téw immunologicznych (komérki prezentujace antygen —
APC lub limfocyty T), narazonych na dziatanie biatek HSP
[12,19,37,58,65,66,67]. Niektorzy autorzy uwazaja, ze wiele
wynikéw wskazujacych na prozapalne dziatanie HSP mo-
glto by¢ zwiagzanych z obecnoscia prozapalnie dziatajace-
go LPSu, obecnego w preparatach biatek HSP produko-
wanych w komérkach bakteryjnych [58,61].

Wigkszos¢ opracowan naukowych ostatniej dekady dotycza-
cych zaréwno zwierzecego modelu RZS (adjuvant arthritis)
[65,80,95], jak i RZS u ludzi [18,52,55,64,78,86] sugeruje,
iz HSP petnia istotng funkcje naturalnych immunoregula-
toréw chronicznej reakcji zapalnej. Najwigcej informacji
w kontekscie immunoregulacji dotyczy roli biatek szoku
termicznego nalezacych do klas HSP70 i HSP60. W ostat-
nich latach pojawity sig takze prace dotyczace klasy HSP40,
najliczniej reprezentowanej klasy biatek HSP u czlowie-
ka (okoto 50 homologéw). Z tego wzgledu dalsze omé-
wienie bedzie dotyczylo klas HSP60, HSP70 oraz HSP40.

0GOLNA CHARAKTERYSTYKA BIALEK HSP

Biatka szoku termicznego sa wysoce zachowanymi w ewo-
lucji biatkami, ktérych obecnos¢ stwierdzono we wszyst-
kich dotychczas poznanych organizmach pro- oraz euka-
riotycznych. HSP sa zlokalizowane w cytoplazmie oraz
réznych strukturach wewnatrzkomoérkowych (retikulum
endoplazmatyczne, aparat Golgiego, mitochondria, jadro),
gdzie petnig funkcjg biatek opiekunczych (molecular cha-
perones) lub proteaz [35]. HSP stanowia wysoki odsetek
(5-10%) biatek komérkowych, a dodatkowo ich wewnatrz-
komérkowe stezenie moze kilkakrotnie wzrosna¢ w wyni-
kéw streséw powodujacych wytworzenie biatek nieprawi-
dtowo sfaldowanych lub zagregowanych. Takie czynniki
stresowe, jak np.: szok termiczny, szok oksydacyjny, za-
kazenia wirusowe, NO, UV, etanol, jony metali cigzkich,
czynniki prozapalne (TNF-o., IFN-Y) czy niesteroidowe leki
przeciwzapalne (ibuprofen) powoduja stymulacje biosynte-
zy réznych HSP [84]. Ze wzgledu na r6znice w masie cza-
steczkowej oraz roznice w strukturze pierwszorzgdowej po-
lipeptydéw, biatka HSP podzielono na przynajmniej szes¢
klas, do ktérych naleza: HSP100, HSP90, HSP70, HSP60,
HSP40 oraz male biatka szoku termicznego, sHSP (small
heat shock proteins) [32,103].

Biatka opiekunicze uczestnicza w procesie prawidtowe-
go zwijania nowo powstatych polipeptydéw, modulowa-
nia konformacji biatek oraz w przywracaniu konformacji
zdenaturowanych biatek. Nowo zsyntetyzowane polipep-
tydy oraz zdenaturowane biatka, dzigki obecnosci ekspo-
nowanych czesci hydrofobowych, sktonne sa do interakcji
z innymi czasteczkami biatkowymi, czego konsekwencja
moze by¢ tworzenie si¢ niefunkcjonalnych i toksycznych
dla komorki agregatéw. HSPs o aktywnosci opiekunicze;j
(np. HSP70, HSP60, HSP40) dzigki swojemu powinowac-
twu do regionéw hydrofobowych w czasteczce polipeptydu
lub czesSciowo rozwinigtego biatka, umozliwiaja ich stabi-
lizacjg oraz nabycie lub przywrdécenie konformacji natyw-
nej [99]. Pojawienie si¢ nierozpuszczalnych agregatéw
biatkowych w komérce, powstatych w wyniku niedosko-
natosci systemu opiekuriczego, angazuje biatka opiekun-
cze stymulujace hydroliz¢ bialek oraz HSP o aktywnosci
proteolitycznej (np. rodzina bialek HtrA), ktére maja za
zadanie usunigcie niefunkcjonalnych oraz toksycznych dla
komorki agregatow [35,102]. Biatka opiekuricze uczestni-
czg takze w transporcie bialek w komoérce, w sygnalizacji
komoérkowej i w regulacji genéw. Wadliwe funkcjonowa-
nie tych bialek moze prowadzi¢ do cigzkich schorzen, ta-
kich jak choroby nowotworowe czy neurodegeneracyjne,
np. choroba Parkinsona czy Alzheimera [99].

HSP - BIAEKA SILNIE IMMUNOGENNE

Obecnos¢ biatek HSP w przestrzeni pozakomorkowej, a tak-
ze obecnos¢ uczulonych na HSP elementéw uktadu immu-
nologicznego oraz przeciwciat anty-HSP obserwuje si¢
u chorych na RZS [4,54,78,79,100] i u ludzi zdrowych [63].

Przewaza poglad, iz biatka szoku termicznego nalezace do
gtéwnych klas sa wewnatrzkomoérkowymi sktadnikami, a ich
obecnosé w srodowisku zewngtrznym (migdzykomorko-
wym) jest wynikiem uszkodzenia komorek lub tkanek, co
moze si¢ sta¢ niefizjologicznym czynnikiem zdolnym do
aktywacji prozapalnych mechanizméw immunologicznych.
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(A) Pozytywna selekga limfocytow T w grasicy
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(B) Sluzéwkowy uktad immunologiczny
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(G) Regulacja chronicznego
procesu zapalnego

(C) Infekcja

Ryc. 1. Mechanizm regulagji chronicznej reakcji zapalnej, w ktdrej posredniczg biatka HSP oraz limfocyty T; (A) Pozytywna selekcja w grasicy prowadzi do
wytworzenia limfocytéw T zdolnych do rozpoznania autologicznych biatek HSP, (B) Silnie zachowane w ewolucji epitopy (wspdlne dla HSP bakterii
i HSP cztowieka) pochodzace z HSP bakterii komensalnych, (C) infekcyjnych oraz (D) HSP wprowadzonych do organizmu w wyniku sztucznej
immunizacji aktywuja uprzednio wytworzone w trakcie selekcji pozytywnej limfocyty T uczulone na HSP, (E) ekspresja na statym oraz niskim
poziomie autologicznych biatek HSP przez nieprofesjonalne komorki prezentujace antygen, wprowadza limfocyty T-HSP uczulone w stan anergii
lub nadaje im regulatorowy charakter. Tak wytworzone oraz podtrzymywane limfocyty T-HSP uczulone o cechach komérek regulatorowych moga
rozpoznawac HSP nadmiernie wytwarzane w tkankach zmienionych procesem zapalnym u chorych na RZS (F), przyczyniajac sie do regulacji
chronicznego procesu zapalnego w stawach (G) (na podstawie [83,84,85] zmodyfikowano)

Jednoczesnie istnieje wiele prac wykazujacych, ze biatka
HSP moga by¢ w sposéb aktywny wydzielane z komoérki
[19]. Niewyjasniony pozostaje mechanizm dotyczacy ak-
tywnej sekrecji biatlek HSP, gdyz zadne z klasycznych HSP
nie ma sekwencji sygnatowej charakterystycznej dla biatek
wydzielanych z komoérki via retikulum endoplazmatyczne
i aparat Golgiego. Dlatego uwaza sig, ze sekrecja HSP od-
bywa si¢ droga alternatywna lub tzw. niekonwencjonalna.
Jednym z zaproponowanych mechanizméw sekrecji bia-
tek HSP jest udziat systemu lizosomalno-endosomowe-
go, przy czym transport HSP70 do lizosoméw odbywa sig
prawdopodobnie z udziatem transportujacych biatek ABC
zawierajacych kasete wiazaca ATP (ATP binding cassette)
[53,60]. Sugeruje si¢ rowniez, ze HSP (HSP70) w wyniku
stresu ulegaja translokacji do btony komérkowej i w posta-
ci blonowych pecherzykéw transportujacych sa uwalniane
na zewnatrz komorki [88].

Wiadomo, ze poziom autologicznych biatek systemu
HSP40, HSP60 oraz HSP70 ulega wzmozonej ekspresji
w tkankach zmienionych procesem zapalnym u pacjen-
téw chorych na RZS [41,44,71]. Rola HSP w tkankach ob-
jetych procesem zapalnym pozostaje nadal nie do kornica

wyjasniona. W przesztosci istnial poglad, ze HSP pocho-
dzenia bakteryjnego sa silnie immunogennymi biatkami,
ktore sa zdolne do aktywacji prozapalnych mechanizméw
immunologicznych. Dalej, ze wzgledu na strukturalne po-
dobieristwo migdzy bakteryjnymi biatkami HSP a HSP au-
tologicznymi, uktad immunologiczny gospodarza mégtby
w wyniku ,,molekularnej mimikry” kierowa¢ swoja ,,agre-
sj¢”” w kierunku autologicznych HSP [2,3,4]. Najnowsze
badania coraz czg¢sciej potwierdzaja hipotezg o udziale au-
tologicznych HSP w regulacji (wygaszaniu) chronicznego
stadium stanu zapalnego. Sugeruje sig, ze regulacja proce-
su zapalnego odbywa si¢ dzigki zdolnosci interakcji HSP
z komponentami uktadu immunologicznego, do ktérych
zaliczamy m.in. komorki prezentujace antygen APC (an-
tigen presenting cells) (komorki dendrytyczne, limfocyty
B i makrofagi/monocyty) oraz limfocyty T CD4* biorace
udzial w odbiorze sygnatu z APC [9,41].

Zaproponowano model wspoéidziatania biatek HSP z lim-
focytami T oraz proces wydarzen odpowiedzi immunolo-
gicznej — komorkowej, ktéry prowadzi do powstania uczu-
lonych na HSP limfocytéw T regulatorowych CD4*CD25%,
zdolnych do regulacji prozapalnej reakcji immunologicznej,
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w ktdrej posredniczy migdzy innymi antyzapalna interleu-
kina 10 (IL-10) [82,84,96] (ryc. 1). Model ten czgsciowo
opiera si¢ na znanym mechanizmie ,,molekularnej mimi-
kry”, zjawiska zwiazanego z wystgpowaniem podobienstw
migdzy molekutami pochodzenia egzo- oraz endogennego.
W modelu wykorzystano takze informacje dotyczace Slu-
zéwkowego uktadu immunologicznego, zlokalizowanego
m.in. w blonie sluzowej Scian jelita — GALT (gut associa-
ted lymphoid tissue). Uktad ten, w odpowiedzi na antygen
polaryzowany jest czgsto w kierunku aktywacji mechani-
zmdw regulatorowych zwiazanych z populacja komoérek
Th2 oraz limfocytéw T regulatorowych indukowanych an-
tygenem (Ag-Treg) [37,67,84,85].

Konsekwencja tego jest wytworzenie immunotolerancji
przeciwko sktadnikom tresci jelitowej, a takze przeciwko
bakteriom komensalnym, bgdacym naturalnym oraz niezbed-
nym elementem obronnym naszego organizmu. Objawia si¢
to m.in. wytworzeniem dziatajacych lokalnie oraz obwo-
dowo komérek CD4*CD25* zdolnych do wydzielania an-
tyzapalnych cytokin IL-10 oraz TGF-f i hamowania pro-
zapalnej odpowiedzi immunologicznej [37,67,84] (ryc. 2).

Model (ryc. 1) oparto takze na hipotezie, ze w zwiazku ze
stalym wytwarzaniem biatek HSP przez komorki nasze-
go organizmu, w sposéb ciagly dochodzi do prezentacji
limfocytom T epitopéw wilasnych HSP. Taka prezentacja
odbywa si¢ w duzej mierze przez komorki prezentujace
(APC), tzw. nieprofesjonalne. Komérki APC nieprofesjo-
nalne niemajace receptora CD28, nie sa zdolne do akty-
wacji naiwnych komorek T, lecz jedynie komoérek pamigci
immunologicznej. Dodatkowo, brak kostymulatora CD28
w aktywacji komérek T w zasadzie wprowadza je w stan
anergii. Limfocyty T bedace w stanie anergii nie sa zdol-
ne do proliferacji w odpowiedzi na antygen, lecz wykazuja
wiasciwosci regulatorowe (Treg) [16,30]. Dlatego lokalna
nadekspresja bialek HSP (blona maziowa stawéw u chorych
na RZS) moze stanowic¢ sygnat dla uktadu immunologicz-
nego, przyczyniajacy si¢ do aktywacji mechanizméw re-
gulatorowych zapobiegajacych chronicznemu stanowi za-
palnemu. Aktywacja komorek regulatorowych przez HSP
moze si¢ rowniez odbywac¢ poprzez aktywna immuniza-
cje, tzn. podanie antygenéw pochodzacych z HSP chorym
na RZS (ryc. 1) [37,67,84]. Niezwykle obiecujace badania
z wykorzystaniem zwierzgcego modelu RZS wskazuja na
jednoznaczna poprawe kondycji chorych zwierzat immu-
nizowanych biatkami HSP, zaréwno HSP60, jak i HSP70
M. tuberculosis [84,95].

Biatka HSP60, HSP70 oraz HSP40 w rozwosu RZS:
SPRZYMIERZENCY CZY WROGOWIE?

HSP60

Pierwsze doniesienie dotyczace roli biatek HSP60 jako eg-
zogennych komponentéw zdolnych do aktywacji odpowie-
dzi immunologicznej ukazato si¢ w latach 80 ub.w. [76].
Modelem badawczym wykorzystanym podczas owych do-
Swiadczen byly szczury z chorobg reumatyczna induko-
wang przez iniekcje termicznie inaktywowanych pratkéw
gruzlicy Mycobacterium tuberculosis. Model ten (adjuvant
— induced arthritis) jest do dzi$ szeroko wykorzystywany
do badan nad fizjopatologia RZS. Wykazano, ze komor-
ki T (10-20% catej populacji) wyizolowane od chorego
szczura rozpoznawaly biatko o masie okoto 60 kDa, kt6-
re zidentyfikowano jako biatko szoku termicznego HSP60
(GroEL) M. tuberculosis [34].

Uwaza sig, ze reakcja na HSP60 dotyczy zaréwno pier-
wotnej, jak i nabytej odpowiedzi immunologiczne;j.
Oddziatywanie biatek HSP60 (w tym bakteryjnego bial-
ka GroEL) na komérki wskazuje, iz sa zdolne do rozpozna-
wania swoistych receptoréw. Zaobserwowano, ze receptor
powierzchniowy CD14 znajdujacy si¢ na jednojadrzastych
komorkach krwi obwodowej i na monocytach jest rozpo-
znawany przez biatka HSP60 w hodowli in vitro. Interakcja
biatka HSP60 dotyczy réwniez receptoréw sygnatowych
TLR2, TLR4 (Toll-like receptor) oraz CD40 [8,11,31,38].
Wykazano takze, ze podczas stresu komdrkowego biatka
HSP60 sa prezentowane komérkom CD8* oraz komérkom
CD4* w potaczeniu odpowiednio z receptorami MHC kla-
sy 1 MHC II [101].

U ludzi zdrowych, ktérzy nie byli eksponowani na zaka-
zenia M. tuberculosis rowniez obserwuje si¢ przeciwciata
oraz limfocyty T, swoiste wobec HSP60. Okazalo sig, ze
epitopy biatka HSP60 rozpoznawane przez uktad immuno-
logiczny ludzi zdrowych naleza do najsilniej zachowanych
w ewolucji [59]. Przypuszcza sig, ze odpowiedZ immuno-
logiczna anty-HSP60 moze wynikaé z infekcji bakteryj-
nych, ktére w przesziosci przechodzili ludzie badani lub
w wyniku kontaktu uktadu immunologicznego z bakte-
riami komensalnymi egzystujacymi w jelicie. Ze wzgledu
na silnie zachowana w ewolucji struktur¢ HSP, za kazdym
razem kiedy dochodzi do infekcji bakteryjnej, uktad im-
munologiczny gospodarza mégtby skierowac swoja odpo-
wiedz, dzigki obecnosci komdrek pamigci immunologiczne;j
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CD4+*CD45*RA-RO" uczulonych na HSP, w kierunku im-
munodominujacego antygenu, jakim sa biatka z rodziny
HSP60 [68].

W badaniach na zdrowych szczurach dokonano niezwy-
kle interesujacego odkrycia wykazujac, ze ich immuniza-
cja zrekombinowanym biatkiem HSP60 uniemozliwiata in-
dukcje choroby reumatycznej [83]. Badania poswigcone
charakterystyce limfocytéw T, wyizolowanych od szczu-
réw uprzednio immunizowanych biatkiem HSP60 (GroEL
M. tuberculosis), wskazuja na ochronng role populacji
komérek T uczulonych na HSP60. Limfocyty T o wta-
Sciwosciach regulacyjnych rozpoznawaty gtéwnie epito-
py silnie zachowanej w ewolucji domeny biatka HSP60.
Przeniesienie takich limfocytéw na inne osobniki wywo-
tywato u nich odpornos¢ na indukowana chorobg reuma-
tyczng. Zdolne do indukcji odpornosci byty tylko te lim-
focyty T uczulone na HSP60, ktére reagowaty krzyzowo
z GroEL (HSP60) M. tuberculosis oraz HSP60 endogen-
nym szczura [62]. Immunizacja szczura (donosowo) biat-
kiem HSP60 M. tuberculosis indukowata limfocyty T do
wydzielania IL-10, natomiast wzrost st¢zenia IL-10 koja-
rzony byt z remisja choroby [66].

W zwierzecych modelach badawczych, a takze u ludzi
chorych na RZS i miodziencze idiopatyczne zapalenie
stawéw — JIA (juvenile idiopathic arthritis) odnotowano
istotnie podniesiony poziom przeciwcial anty-HSP60, za-
réwno w plynie maziowym zmienionych procesem zapal-
nym stawow, jak i w surowicy krwi [81,100]. Sugeruje sig,
ze odpowiedZ humoralna skierowana przeciwko biatkom
HSP moze by¢ jednym z mechanizméw uczestniczacych
W rozwoju oraz podtrzymania choroby [4,100]. Natomiast
obecnos¢ przeciwcial anty-HSP65S M. tuberculosis w suro-
wicy krwi szczura uniemozliwiata indukcje choroby przez
podanie adiuwantu [80], a w hodowli PBMC (peripheral
blood mononuclear cells) cztowieka oraz szczura obec-
nos¢ przeciwcial anty-HSP65 indukowata komorki jed-
nojadrzaste do sekrecji antyzapalnej cytokiny IL-10 [80].

Wskazuje sie, ze wykorzystanie autologicznych HSP60 lub
wybranych epitopéw pochodzacych z HSP60 stanowi obie-
cujacg immunoterapie w hamowaniu chronicznego stanu za-
palnego u ludzi chorych na RZS; nie wyklucza si¢ réwniez
ich wykorzystania u chorych na cukrzyce typu 1 [33,65,66].

HSP70

Biatka systemu HSP70 sa zdolne do aktywacji komoérek
uktadu immunologicznego, takich jak: makrofagi, mono-
cyty, komorki dendrytyczne, NK (natural killer) oraz limfo-
cyty T. Aktywacja komérek moze si¢ odbywac dzigki bez-
posredniej interakcji biatek HSP70 z powierzchniowymi
receptorami TLR2, TLR4, CD14, CD40 oraz CD91 [19].
Podobnie jak w przypadku HSP60, biatka HSP70 (prezen-
towane przez biatka MHC) moga by¢ takze rozpoznawane
przez receptory TCR limfocytéw T CD8 oraz CD4 [22].

W zwierzgcym modelu RZS oraz u chorych na RZS ob-
serwuje si¢ zwigkszone stezenie przeciwcial anty-HSP70
w surowicy krwi i w ptynie maziowym stawow objetych
procesem zapalnym [50]. Wiele badan sugeruje udziat au-
tologicznych biatek HSP70 w supresji procesu zapalne-
go. Luo i wsp. [51] zaobserwowali, ze obecnos¢ HSP70

w hodowli synowiocytéw prowadzi do obnizenia wydzie-
lanych cytokin IL-6, IL-8 oraz MCP-1, kojarzonych z roz-
wojem choroby. Regulacja wydzielania tych cytokin zwia-
zana byta z hamujacym wptywem HSP70 na translokacje
czynnika transkrypcyjnego NF-kB (nuclear factor kB), od-
powiedzialnego m.in. za regulacje¢ wydzielania prozapal-
nych mediatoréw odpowiedzi immunologicznej. W trak-
towanej przez TNF-a hodowli komérek synowiocytarnych
dochodzito do wzrostu wydzielania HSP70, ktére dalej au-
tokrynnie i parakrynnie stymulowaty komoérki do wydzie-
lania antyzapalnej IL-10. Inni autorzy wykazali, ze dono-
sowa immunizacja zachowanym w ewolucji fragmentem
biatka HSP70 M. tuberculosis chronita przed rozwojem
choroby reumatycznej w modelu zwierzecym; w proces
ten zaangazowane byly limfocyty T oraz IL-10 [93,95].
Podobnie jak w przypadku HSP60, biatka HSP70 wyka-
zuja wigc wlasciwosci regulatorowe, ktére w przysziosci
moga by¢ wykorzystane w immunoterapii.

HSP40

W potowie lat 90 ub.w. zaproponowano teori¢ ,,mimikry
molekularnej”, w ktérej autorzy sugerowali udzial bakte-
ryjnego biatka Dnal (HSP40) w patogenezie RZS. Teoria
ta jest Scisle powiazana z wystgpowaniem okreslonych al-
leli MHC II (HLA-DR4), kodujacych sekwencje QKRAA
w hiperzmiennym taicuchu 1, ktére predysponuja ludzi
do rozwoju RZS [2]. Podczas rozwoju uktadu immunolo-
gicznego ,.edukacja” limfocytow T odbywa si¢ w grasicy
poprzez interakcje tymocytéw z peptydami wtasnymi. Te
limfocyty, ktére maja male powinowactwo do wilasnych
peptydow ulegaja pozytywnej selekcji i zdolne sa do roz-
poznawania antygenéw obcych, przypominajacych, lecz
nieidentycznych z antygenami wiasnymi. Wiadomo, ze
peptydami wtasnymi uczestniczacymi w selekcji pozytyw-
nej czgsto sa peptydy receptoréw MHC II. Teoria mimikry
molekularnej zaproponowana przez Albaniego i Carsona
[2] zaktadata, ze obecna w okreslonych biatkach MHC 11
sekwencja QKRAA moze odgrywac istotna rolg w ,,edu-
kacji” limfocytéow T i przypuszcza si¢, ze ma to zwiazek
z rozwojem RZS u ludzi. Limfocyty rozpoznajace epito-
py zawierajace sekwencje QKRAA, ktére przeszty pozy-
tywna selekcje, mogtyby rozpoznawac antygen bakteryjny
DnaJ(Hsp40) zawierajacy sekwencje¢ QKRAA w konser-
wowanej ewolucyjnie domenie N-terminalnej. Nastepnie
zaktywowane przez Dnal limfocyty, ze wzgledu na podo-
bienstwo strukturalne (,,molekularna mimikra’), mogtyby
rozpoznawac epitopy ludzkich HSP40, homologéw biatka
Dnal, ktére na skutek uszkodzen stawow oraz chroniczne-
go stanu zapalnego ulegaja wzmozonej ekspresji [2,3,4].

Wyniki zespotu Albaniego [4] wykazaty, ze przeciwciata
anty-Dnal obecne w surowicy chorych na RZS reagowa-
ty z Dnal z podobna wydajnoscia, jak u oséb zdrowych.
Jednak zaobserwowano takze, ze syntetyczny peptyd
15-aminokwasowy (dnajP1), homologiczny z czg¢scia
N-terminalna bakteryjnego biatka Dnal i zawierajacy se-
kwencje ,,wspdlnego epitopu” (QKRAA), hamowat z trzy-
krotnie wigksza wydajnosciag reakcje surowicy oséb cho-
rych na RZS z biatkiem DnaJ w poréwnaniu z reakcja
surowicy os6b zdrowych. Wyniki te sugeruja, ze cata po-
pulacja ludzi jest eksponowana na immunogenne dziatanie
biatka Dnal, ale u chorych z RZS, w poréwnaniu z ludZmi
zdrowymi, uktad immunologiczny wytwarza przeciwciata
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skierowane wobec innych epitopéw biatka Dnal. Stezenie
przeciwcial skierowanych przeciwko peptydowi dnajP1
u pacjentéw z RZS byto znacznie podwyzszone w poréw-
naniu do ludzi zdrowych. Z naszych obserwacji [42,78,79]
wynika, ze st¢zenie przeciwcial anty-Dnal (E. coli) jest
réwniez istotnie podniesione u chorych na RZS w poréw-
naniu z osobami zdrowymi, natomiast odpowiedz ta doty-
czy gtéwnie silnie zachowanej w ewolucji N-terminalnej
domeny biatka Dnal.

Z badan Albaniego i wsp. [4] wynika, Ze tylko limfocyty
T pochodzace od pacjentéw z RZS proliferowaty w odpo-
wiedzi na peptyd dnajP1 oraz biatko Dnal, podczas gdy
limfocyty T z grupy kontrolnej nie ulegaty takiej stymula-
cji. Nasze z kolei obserwacje [78] wykazaly, ze obecnos¢
bakteryjnego biatka Dnal oraz trzech ludzkich HSP40
(Hdj1, Hdj2 i Hdj3) w sposéb istotny hamuje proliferacje
limfocytéw T (CD4+ i CD8") w hodowli komérek jedno-
jadrzastych pacjentéw chorych na RZS w poréwnaniu do
zdrowej grupy kontrolnej. Jednoczesnie obserwowano in-
hibicje wydzielania TNF-o oraz stymulacje wydzielania
IL-10 przez komoérki jednojadrzaste.

Niedawno opublikowane badania wykazaty, ze hodowla
komérek jednojadrzastych wyizolowanych z ptynu mazio-
wego (SFMCs — synovial fluid mononuclear cells) cierpia-
cych na mlodziencze idiopatyczne zapalenie stawow, JIA,
w obecnosci peptydéw homologicznych do N-terminalne;j
czesci biatka Dnal E. coli aktywowata mechanizmy proza-
palne, objawiajace si¢ wzmozonym wytwarzaniem IFN-y.
Co niezwykle istotne, peptydy pochodzace z ludzkich
HSP40 indukowaly wydzielanie gtéwnej cytokiny antyza-
palnej — IL-10. Zaobserwowano tez pozytywna korelacje
migdzy JIA o dobrym prognozowaniu a reakcja limfocy-
téw T z peptydami pochodzacymi z HSP40 cztowieka [55].
Powyzsze obserwacje oraz wyniki uzyskane przez nasz
zespot badawczy zgodne sa co do tego, ze ludzkie biat-
ka HSP40 (podobnie jak HSP60 oraz HSP70) moga dzia-
fa¢ antyzapalnie i by¢ celem w terapii JIA i RZS [55,78].

IMMUNOTERAPIA cHORYCH NA RZS z zastosowaniem HSP

Doustna immunoterapia antygenowa moze wywotac wie-

le korzystnych zmian, do ktérych zaliczamy:

* indukcj¢ limfocytéw T regulatorowych (Treg),

* delecje komérek autoreaktywnych oraz

* wywolanie tolerancji immunologicznej wobec tych an-
tygenéw, ktdre biorag udziat w rozwoju choroby [1].

Od kilku lat prowadzone sa badania majace na celu opra-
cowanie bezpiecznej immunoterapii z wykorzystaniem
(posrednio lub bezposrednio) wtasciwosci biatek HSP.
Terapia dotyczy dwdch substancji podawanych doustnie
chorym na RZS, tj. OM-89 (lizat bakteryjny z E. coli)

PismiennicTwo

oraz peptydu dnajP1 zawierajacego sekwencje ,,wspdlne-
go epitopu”— QKRAA.

Doustnie podawany lek (OM-89), sktadajacy si¢ z wyselek-
cjonowanych szczepow E. coli, istotnie wptywal na poprawe
kondycji chorych na RZS, przyczyniajac si¢ do czg¢sciowe]j
remisji choroby [70,89]. Toussirot i wsp. [77] odnotowa-
li istotnie zwigkszone wydzielanie IL-10 przez komorki
PBMC pacjentéw traktowanych OM-89. Najistotniejsza
funkcje w antyreumatycznym dziataniu OM-89 przypisu-
je sie silnie immunogennym biatkom HSP60 oraz HSP70
[7,12]. Z kolei doustne podanie szczurom ekstraktu OM-89
chronito zwierzgta przed indukcja reumatyzmu (adjuvant
arthritis) [92]. Zaobserwowano ponadto wzrost wydziela-
nia antyzapalnych cytokin TGF-f oraz IL-10 i IL-4 zwia-
zanych z populacja Th2 oraz Ag-Treg w odpowiedzi na
HSP60 oraz HSP70 szczura w hodowli komérkowej [91,93].

Doustne podawanie przez 6 miesigcy peptydu dnajP1 (25
mg/dziennie) pacjentom z aktywna postacig choroby ob-
jawiato sig istotnie obnizonym odsetkiem komédrek T wy-
dzielajacych TNF-q, IL-2 oraz IFN-y, a zarazem skojarzone
byto ze wzrostem odsetka komoérek T wydzielajacych regu-
latorowa IL-10 oraz wzrostem regulatora transkrypcji FoxP3
w komérkach CD4+*CD25* [37,67]. Wedlug autoréw immu-
noterapia z wykorzystaniem dnajP1 jest bezpieczna i istot-
nie wpltywa na poprawe parametréw chorych na RZS [37].

Uzupehiajaca metoda, majaca na celu wyciszenie pro-
zapalnej odpowiedzi immunologicznej u pacjentéw cho-
rych na RZS, moze si¢ okazac stymulacja ekspresji endo-
gennych biatek HSP70 dzigki zastosowaniu odpowiedniej
diety. W modelu zwierzgcym zaobserwowano, ze carva-
crol (fenol) — gtéwny sktadnik olejkéw z oregano lub ty-
mianku, jest substancja stymulujaca synteze wewnatrz-
komoérkowego biatka HSP70 [97,98]. Nastgpstwem tej
terapii” byla wyrazna stymulacja limfocytéw T-HSP70
swoistych. Dodatkowo podawanie carvacrolu szczurom
z choroba reumatyczng powoduje wzrost liczby limfocy-
tow CD4*CD25*FoxP3* w §ledzionie oraz w stawach, przy-
czyniajac si¢ do niemal catkowitej remisji choroby [97,98].

PobsumowaNIE

Terapia z wykorzystaniem biatek szoku termicznego jest
obiecujaca immunointerwencja, ktéra w sposoéb istotny,
bezpieczny oraz wzglednie tani, moze si¢ przyczyni¢ do
poprawy kondycji oraz czgsciowej remisji choroby u pa-
cjentéw z reumatoidalnym zapaleniem stawéw. Wskazuja
na to wyniki badan z wykorzystaniem zwierzgcego mo-
delu RZS oraz badan znajdujacych si¢ w stadium klinicz-
nym. Przeciwzapalne dziatanie HSP zgodne jest ze znana
od wielu lat funkcja komdrkowa tych biatek, polegajaca na
usuwaniu i tagodzeniu skutkéw réznego rodzaju streséw.
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