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Uvod

l. Uvod

Proteiny tepelného Soku (Heat shock preteHsps) patria k evoine najstarSim
molekuldm vyskytujucim sa u prokaryot a eukaryot sé&@ vyznamné v mnohych
biologickych procesoch. Syntetizuju sa v bunke allpovel’ na pésobenie akéhokaek
stresu. V uzsom slova zmysle vymedzuje pojem prgtegpelného Soku len tie proteiny,
ktoré tvoria bunky bezprostredne po vystaveni zwgfdeplote. V literatire sa vSak
pouziva oznéenie proteiny tepelného Soku pre vSetky typy stgso proteinov nezavisle
od toho, aka forma stresu ich syntézu vyvolalairf8ialkované nielen zvySenou teplotou,
ale i mnozstvom réznych stresujucich situacii akaiena pH, osmolarity, p&sobenie
infekénych agens, réznych chemikalii (etanalgZzkych kovov, ultrafialového Ziarenia,
oxidatného stresu, toxinov, antibiotik a iné.

Funkcie proteinov tepelného Soku slmierozmanité. NajastejSie byva uvadzana
ich funkcia molekularnych ,chaperonov”, teda protei, ktoré su schopné ovphlyva’
terciarnu a kvartérnu Struktiru ostatnych proteiridslej sa uvadza mnozstvo funkcii,
napr. inhibicia apopt6zy, reguléacia baného cyklu, ochrana cytoskeletd’alSie.

Na zéklade ich molekulovej hmotnosti sdiad do niekdkych skupin.Clenovia
jednotlivych rodin vykazuju vysoku hladinu sek¥eej homologie, ktora je dokonca i
medzi eukaryotickymi a prokaryotickymiglenmi. SU imunologicky dominantnymi

molekulami.



Prelfad rieSenej problematiky

ll. PrehPad rieSenej problematiky

[I.1. Historia proteinov tepelného Soku

V roku 1962 Ritossa so svojimi spolupratdkmi po prvykrat zistil, Ze vystavenie
lariev Drosophila melanogasteteplotnému Soku indukuje Specificki génovla akdiva
(Rittosa, 1962), ale az v roku 1974 boli prvé pidaguychto génov pomenovangroteiny
tepelného SokyTissieres, 1974).

Proteiny tepelného Soku su pritomné kamyotickych a eukaryotickych bunkach a
su fylogeneticky konzervativnymi proteinmi (az %0 sekvetinej homologie molekul
medzi 'udskymi a bakterialnymi Hsps) (Pockley, 2001). Mikialne proteiny tepelného
Soku vystupuju ako silné imunogény.

Za fyziologickych podmienok su proteingpélného Soku pritomné v malych
koncentraciach a funguju ako chaperony alebo abapgy. Ich expresia je konStitna
pri vyvojovych procesoch ako jmorfogenéza, homeostaza (odstneanie poskodenych a
chybne zloZzenych bielkovin v bunke), bang cyklus, stabilizacia proteinov, udrziavanie
terciarnej Struktary, ochrana pred denaturaciovegdriou a tym pred stratou fumosti,
pri U¢asti pri transporte proteinov medzi intracelularnjsampartmentami (ER, lysozom,
mitochondrie, af.) a pri prezentacii peptidov na pozadi MHC molekaul

Za stresovych podmienok je expresia ilmgaka. Ako z nazvu vyplyva, tieto
proteiny su indukované v bunkach vystavenych salleinu tepelnému Soku (Kaufmann,
1990). Tepelny Sok nie je jedinym stimulom, ktorydzae vyvol& zvySenu syntézu.
Expresia proteinov tepelného Soku moéze’ bwyrazne zvySena rdéznymi stresovymi
podmienkami: fyzikalne faktory osmoticky Sok, ultrafialové Ziareniehemické faktory
iony tazkych kovov, faktory posobiace zmeny metaboliztonické chemikalie (etanol),
hladovanie, cytokiny, hormony, antibiotika,fyziologické podnety (rastové faktory,
buneg&na diferenciacia) a patologické vplyvy hortka, zapal, virové a mikrobialne
infekcie, nadorové bujnenie, autoimunitné ochorefiimquist, 1986 a 1988; Jaattela,
1999).

Proteiny tepelného Soku sa nachadzaju wozale, v mitochondriach,
endoplazmatickom retikule (ER) a v jadre.
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[1.2. Klasifikacia a funkcie proteinov tepelného So  ku

Na zéklade molekularnej hmotnosti sugirot tepelného Soku (Hsps) klasifikované
do niekd’kych skupin: rodina malych proteinov tepelného $é¢tap60 alebo chaperoniny,
Hsp70, Hsp90, Hspl110 (Takkac. 1).

Clenovia jednotlivych rodin st vyjadreni dkonstitwne alebo regulovani indtike
a su cieleni na rézne subcelularne oddelenia.

Regulacia transkripcie génov proteinopeteého Soku je sprostredkovana
interakciou transkrignych faktorov (tepelné Sokové faktory, HSF) s eletme tepelného
Soku (HSEs). Regulacia expresie Hsps prebieha najméalrovni transkripcie. Na
Specifické sekvencie v promotorovej oblasti génd@IEs) sa viazu aktivované Specifické
transkrigné faktory HSF a sp@igju transkripciu génov hsp. (Voellmy, 1994; Morimot
1994).

U stavovcov je hlavhym predstaliien tepelnych Sokovych faktorov HSFL1.
V nestresovanom stave je pritomny v cytoplazme latentna monomericka molekula
anie je schopny viaka sa na DNA. Za stresovych podmienok, HSF1l je
hyperfosforylovany proteinkindzami MAPK (mitogérktimovana proteinkinaza) (Knauf,
1996; Kim, 1997) a prevedeny na fosforylované triméo schopna®u viaz& sa na
DNA. Po aktivacii sa premiasije z cytoplazmy do jadra (Morimoto, 1998). HSIE2 |
aktivovany p@as embryonalneho vyvoja a bénej diferenciacie (Wu, 1994; Morimoto,
1994). Na rozdiel od HSF1, za stresovych podmieregodlieha zmenadm a existuje len vo
forme trimérov. M& vyznam v diferenciacii multipataych hematopoetickych buniek do

prekurzorov erytroidnej linie (Pirkkala, 2001).
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[1.2.1. Proteiny tepelného Soku funguju ako molekul  &rne chaperony

Molekularne chaperony su definované ako proteingrékvo vSeobecnosti maju
schopnogé modifikova® Struktdru a interagovasdalSimi proteinmi (Beckmann, 1998;
Gething, 1992; Freeman, 2002). Asistuju pri spravnmekovalentnom skladani
proteinovych Struktdr, ale nie su ich permanentnyoZkami. ViaZzu sa Kiastaine
zlozenym réazcom a udrzuju ich vrozvinutej forme pri pohybgtoplazmou a cez
jednotlivé bunéné membrany. Chaperony su Zivotne dolezité, pretdm@nia novo-
syntetizované proteinovétiazce pred asociaciou s nespravnymi partnermi (Geoiis,
1993).

Hsps funguju ako molekularne chaperong pizne bunmé proteiny. Hsp27
funguje ako chaperon, pdm zabraéuje agregacii proteinov (Schmitt, 2007), hra
vyznamnu ulohu v renaturacii nespravne alelmstaine denaturovanych proteinov
(Ehrnsperger, 1997). Hsp70 sa ujlge pri zbaleni novo- syntetizovanych proteinov, pr
znovu zbaleni chybne zbalenych alebo denaturovanycproteinov, koordinuje
transmembranovy transport proteinov a degradujstah#gné a chybne zbalené proteiny
(Shi, 1992; Daugaard, 2007). Hsp90 jetasiou chaperonovej butieej siete, ktora
reguluje proteinové zbalenie. Hspll0 sa viaze rebalené proteiny a zalige ich
agregacii (Oh, 1999).

Porucha v zlbavani a agregacia proteinov moéze wikshybnej aktivacii roznych

signaliz&nych drah.

[1.2.2. Extracelularna funkcia Hsps

Hsps maju dvojitu funkciu v zavislosti na ich irdedularnej alebo extracelularnej
lokalizacii. Intracelularne Hsps maja protektivnunikciu a umo#iuju bunkam prefi
letalne podmienky.

Na druhej strane, extracelularne lokal@®® alebo membranovo- viazané Hsps
sprostredkuju imunologické funkcie. Mézu vywblaitimend imunitnd odpow® bud’
pomocou adaptivneho alebo prirodzeného imunitngbtgésiu. Hsp 70 sa mbze vidzaa
plazmatickl membranu. Hsp70 alebo Hsp90 sa mézuadaa extracelularnom priestore
(Schmitt, 2007).
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1.2.3. Uloha proteinov tepelného 3Soku v antigénnom spracovani

a prezentacii

[1.2.3.1. Hsps su zahrnuté v MHC | prezentécii

Proteiny tepelného Soku dohliadaju nagénhe peptidy, ktoré su vytvorené vo
vnatri bunky. Tento ddfad je pomocou MHC molekdl I. triedy &gou endogénnej
drahy antigénnej prezentacie. NavySe peptidy, éksor modifikované proteinmi tepelného
Soku alebo su uvmené bunénym stresom, su pohlcované antigén- prezentujucimi
bunkami a opatovne prezentované MHC molekulamiZQD2). Proteiny tepelného Soku,
ako Hsp70, Hsp90, Hspl10 interaguju so Sirokym tspek peptidov vytvorenych vo
vnatri buniek (Srivastava, 1998). Tieto peptidy Zaf vlastné peptidy (self- peptides),
ako aj antigénne peptidy, ktoré mézu’ madorovymi antigénmi (Srivastava, 1998; Ishii,
1999; Castelli, 2001), bakterialnymi antigénmi (20g2001), virovymi antigénmi
(Blachere, 1993; Suto, 1995) a minoritnymi histokatibilnymi antigénmi (Arnold,
1995).

So zret®m na ulohu Hsp- peptidovych komplexov (nachadzajbu’ vo vnutri
bunky, v ktorej st vytvorené alebo mimo nej) existiva navrhy:

1. ,vnatorna udalo$ (inside story) — dofad peptidov proteinmi tepelného Soku
(nachadzaju sa vcytozole - Hsp70, Hsp90 aHspliOER - grp96) je
mechanizmus prebiehajuci na ich ceste k MHC moéekul. triedy buniek, v

ktorych su Hsp- peptidové komplexy tvorené

2. ,, vonkajSia udala$" (outside story) — Hsp- modifikované peptidy sutayené na
bung&nom povrchu alebo su v doésledku stresu,bune&nej smrti uvdnené
z buniek. Nasledne su pohlcované obklopujucimiggmti prezentujacimi bunkami
(APC), ¢o ma za nasledok opatovnu prezentaciu (skrizerzeptéciu) peptidov
MHC molekulami I. triedy na APCs (Li, 2002).

[1.2.3.2. Hsps su zahrnuté v MHC |l prezentcii

Existuje malé mnoZstvo prikladov, ktoréazm&uju, Ze rovnako Hsps
prostrednictvom MHC molekul 1l. triedy zohravajloliu v antigénnej prezentacii. Uloha
Hsp70 v MHC Il prezentacii bola prvykrat popisanaNdgelom (1992). Panjwani
a kolektiv ukazal, Ze zvySena expresia kon&tku vyjadrenej Hsc73 v makrofagovej
bune&nej linii viedla skrz MHC Il k zvySenej prezenigxogénneho antigénu (Panjwani,
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1999). Zapojenie inducibilnej Hsp70 v MHC II- z4eim autoantigénnom spracovani
prezentoval Mycko (2004Dal3ie Studie ukéazali, ze bakterialny HspRMy¢obacterium
tuberculosis Hsp70) prostrednictvom MHC Il podporoval prezentaantigénnych
peptidov (Tobian, 2004). Skimanim potencialu amiiy&éh peptidov zvySovaaktivaciu

a proliferaciufudskych pamgvych CD4+ T buniek sa zaoberal Haug. Zistil, ZpFD-
peptidové komplexy pochadzajluce z toxinu tetaneradylutininu chripky a obsahujuce
Pudskua stres- inducibilnd Hsp70, amplifikuju proiéeiu antigén- Specifickych CD4+ T
buniek (Haug, 2005).

[1.2.4. Hsps ako inhibitory apoptozy

Apoptdéza (naprogramovana bimée smf) je fyziologicky proces, ktorym su
z organizmu odstrevané rozne typy buniek. Dochadza pom k zmendm burkeej
membrany, k zosi®vaniu cytoplazmatickych proteinov, k Stiepeniu ochatinu a k
rozpadu bunky na tzv. apoptotické telieska. Na imzdd smrti nekrotickej, apoptoza
nevedie k lyze bunky a k poSkodeniu okolitého tkanivd’nenymi enzymami.

Na uplnom z@atku dochadza ku konformsaym zmenam povrchovych molekul —
apoptotickych receptorov s nasledkom aktivacie vadtrobunénych domén, pripadne
k aktivacii skupiny Specifickych génov a k exprepiiislusnych proteinov s nasledkom
poskodenia mitochondridlnych membran. Uveden&iap@na faza sa ozkaje ako faza
signalizatna a jej ci?om je vytvorenie alebo aktivacia tzv. adapterovjcbteinov, teda
akejsi vstupnej brany do fazy nasledujuedgktorovej. Ta je charakteristicka postupnou
aktivaciou proteolytickych enzymov (kaspaz) a ppseium Stiepenim substratov
pritomnych ako v cytoplazme, tak i bénem jadre.

VonkajSia cesta indukcie apoptdézy je sptEna interakciou povrchovych
receptorovych systémov bunky (tzv. rodina receptgoee TNFe - TNFR-1 /CD120/,
Apo/Fas-1 /CD95/, TRAMP, TRAIL-1 a 2) s prislusnyhgandami,co vedie k aktivacii
kaspazy-8 (iniciena proteinaza kaspazovej kaskady vonkajsej cesty).

Aktivatormivnatornej cestyindukcie apopt6zy su signaly z vnutorného prostred
bunky ako napr. bureé metabolické zmeny, 0é radikdly, pdsobenie virusov
a cytostatik. Nd&pstejSie vSak na pmtku vnutornej cesty stoji posSkodenie DNA
a nasledna aktivacia proteinu p53. Iniciacia vm#pr cesty vedie k poSkodeniu
mitochondrii, k redukcii mitochondridlneho membré@loo potencialu, k zvySeniu
permeability mitochondralnych membran, ktoré je jspé s unikom aktivnych zloZiek



Prelfad rieSenej problematiky

z mitochondrialnej matrix, resp. z intermembranavéhiestoru: faktor AIF (Apoptosis
Inducing Factor- spojovany s kondenzaciou chromatina fragmentaciou DNA),
cytochrom c¢ (Racova uloha v aktivacii kaspazy 9 za spolupdsobenjitzolového
proteinu Apaf-1), viné kyslikové radikaly, kalciové iony. Dochadza &rtye apoptozému
zloZzeného z cytochrému c (Apaf-2 — Apoptotic Pretedctivating Factor-2), Apaf-1
(Apoptotic Protease Activating Factor-1), dATP apazy-9 (Apaf-3).

Hlavnu efektorova ulohu v regulacii apmpt ma kaspaza-3, ktora amplifikuje
¢innog’ iniciaénych proteinaz a podia sa na fragmentacii DNA. Aktivita kaspaz je
zodpovedné za Strukturalne zmeny apoptotickychdbugirejsek, 2004).

Regulacia apoptdézy je nevyhnutnowasiou signalizanej a efektorovej fazy.
Déleziti ulohu zohravaju proteiny tepelného Sokprageiny z rodiny Bcl2 (B cell
lymphoma) (Aghdassi, 2007). P@dStruktary sa delia do troch podrodin (podrodicaB
Bax a BH-3). BCL-2 je proto-onkogén lokalizovanyataomozéme 18. Gén bol objaveny
u B- buneénej leukémie au B- buteého lymfomu. Produkt génu, protein Bcl-2, je
v bunke lokalizovany na vnutornej a vonkajSej meimbr mitochondrii, na ER a na
jadrovej membrane. Spolu s proteinmi Bcl-XL a Bcl-Wori prvd podrodinu gro-
survival), pre ktora je charakteristickd schoptiosktivne zabrdauii rozvoju apoptozy
(inhibuju dnik cytochromu ¢ a AlF z mitochondriegguluju hladinu intracelularneho
kalcia..). Ostavajuce podrodinprp-apoptoti¢ Bax (Bax, Bak a Bok) a BH3 (Bad, Bid,
Bik, BIk, Hrk) charakteristicky apoptozu akcelerirejsek, 2004).

Hsp27, stres-inducibilnd Hsp70 a Hsp98abia ako inhibitory apopt6ézy. Reguluju
obe, vnatorn( aj vonkajsiu cestu indukcie apopt@shmitt, 2007)Co sa tyka vnuatornej
(mitochondrialnej) cesty, na mitochondrialnej Grp\isp27 prostrednictvom proteinu Bid
a Hsp70 inhibiciou Bax, inhibuju mitochondrialneoliwvenie pro- apoptotickych proteinov.
Na post- mitochondrialnej arovni, sa Hsp27 viazecyochréom c, Hsp70 a Hsp90 na
Apafl, vo vSetkych pripadoch veduce k inhibiciirtwp apoptozoémov a tym k zabraneniu
aktivacie kaspaz a apoptozy.

Co sa tyka vonkajSej cesty, Hsp27 modZe interagjov®AXX (mediator Fas-
indukovanej apoptdzy) a inhibavapopticka drahu, zafid&o Hsp70 sa viaze na JNKdg
vedie k inhibicii aktivacie JNK (c- Jun N- termindhase). Hsp90 interaguje s kinazou
RIP1 (receptor interacting protein) a Akt (protéimase),co v oboch pripadoch vedie
k podpore NF«B- sprostredkovanej inhibicie apoptézy (Shmitt, 20@Ioha jednotlivych

Hsps v apoptoze je detailnejSie popisana v naslemthj kapitolach.



Prelfad rieSenej problematiky

Tabu’ka 1: Hlavné proteiny tepelného Soku a ich funkBiackley, 2001; van Eden, 2005)

Rodina Hsp a jej Rodinny Bune¢na Funkcia Typické
¢lenovia ¢lenovia v lokalizacia mikrobiélne
cicavcoch homology
Small
Hspl0 Hspl10 mitochondrie ko-chaperon pre Hsp6( GroES:6li)
(Cpnl0)
aB-crystalin cytoplazma cytoskeletalna stabilizagia
Hsp27 cytoplazma/jadrp aktinova dynamika
Hemoxygenaza, hemovy katabolizmus,
Hsp32 cytoplazma anti-oxidané vlastnosti
Hsp40
DnaJ E.coli) a
Ydjl
Hsp40 HDJ1, HDJ2 cytoplazma ko-chaperon pre Hsp70| (S. cerevisiag
Hsp60 alebo chaperoniny
Hsp60 mitochondrie chaperonova aktivita GroELE.coli)
Hsp60 (Cpn60) pri spravnom zhzvani a
tvorba, skladanie
TCP-1 cytoplazma multimerickych
proteinovych Struktar
Hsp70
Hsp70 Hsp70, cytoplazma/ chaperony pre vznikajlce
Hsp70-1 (A jadro polypeptidové réazce, | DnaK (E.col) a
alebo B, transport cez subcelularng  Ssal, Ssa2,
Hsp72, Hsp70i organelové membrany, Ssa3, Ssa4
(inducibilny) disociuje niektoré aKar2 6.
Hsc70 oligomery, viaze ATP cerevisiag
Hsp70t,Hsp73, cytoplazma/ a vykazuje ATP- azovu
Hsp70-2 jadro/ aktivitu, zabrauje
(konstitweny) peroxizomy agregécii nezbalenych
Bip peptidov
(Grp78) ER
(konstituzny) Hsp70 je zahrnuty
thsp70 mitochondrie v reguléCiiéinnOSti HSF1
(Grp75)
(konstitwny)
Hsp90
Hsp90 @ ap) cytoplazma viaZzu sa nal'alSie
Grp94/gp96/ ER proteiny, reguluju
Hsp100 proteinovi aktivitu,
Hsp90 N ER, zabraiuju agregécii znova|
mitochondrie zbalenych peptidov,
skladanie a zHavanie
novo nasyntetizovanych
peptidov
Hsp90 je za nestresovych
podmienok zahrnuty
v udrzbe monomerickéhd
stavu HSF1, predstavuje 1-
2 % z celkového proteiny
Hspl110
Hsp110 {udsky) jadro/cytoplazma tepelnd tolerancia
Apg-1 (mysi) cytoplazma zBavanie proteinov
Hspl105 cytoplazma
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Skratky: Apg-1 — proteinova kinaza nevyhnutna pre autaf@@ff? - protein viazuci imunoglobulinovy
tazky reeazec; CPN - chaperoniR; coli - Escherichiacoli; ER - endoplazmatické retikulum; GRP - protei
regulovany glukézou; HDJ — DnaJ homolog; HSF-1pebey Sokovy faktor 1; Hsp - (Heat shock protein),
protein tepelného Soku; mtHsp70 - mitochondrialispFD;S. cerevisiae- Saccharomyces cerevisjaeCP-1
s— (tailless complex polypeptide), bezchvosty peptlovy komplex

[1.2.5. Rodina malych proteinov tepelného Soku

Rodina malych proteinov tepelného S¢idsps — small Hsps) obsahuje proteiny,
ktoré su medzi triedami vysoko konzervované a idbekulova hmotnassa pohybuje od
15 kDa do 30 kDa. Existuju ako homo- alebo het&mmplexy dosahujlce Vkos’ od
malych jednotiek az po Vké multimerické komplexy o V&osti priblizne 700 kDa (Beck,
2000).

Doposia je identifikovanych 10 izoforiem sHsps (HspB1 lZpB10). Z nich sa
velmi ¢asto vyskytuje aA-crystalin  (HspB4) a aB-crystalin  (HspB5), Hsps
s molekulovou hmotna@su 25 — 27 kDaHsp27/Hsp25 HspB1),Hsps s molekulovou
hmotnosou 27 kDa (HspB3) a HspB2, ktory sa tiez nazyM&BP (myosin dystrophy
binding protein) (Kappe, 2003). Oba, HspBloB-crystalin su konstitne vyjadrené
v rbznych tkanivach, avSak ich expresia je tiezSeme regulovana za podmienok stresu,
ako aj pri roznych ochoreniach.

Clenovia rodiny sHsp sa roztlgi pod’a toho, ¢i obsahuji konzervovany C-
koncovy region znamy aka-crystalinovd doména a variabilny N- koncovy regia-
crystalinovda doména obsahuje dva anti- paral@lrélisty, ktoré sa dolezité pre tvorbu
stabilnych dimérov (Kappe, 2003). Aj napriek tomie proteiny ako Hsp32/HO-I
postradaju kritickit C- koncovlu-crystalinovid doménu charakteristickl pre rodinu
proteinov tepelného Soku, su zaradené ako maléipyotepelného Soku.

Pre malé proteiny tepelného Soku je dtarsticka chaperonova funkcia,

zUCastuju sa inhibicie apopt6zy a ovplwju organizaciu cytoskeletu (Haslbeck, 2002).

[1.2.5.1. Hsp10

Hsp10, rovnako znamy akbaperonin10 (Cpn 10), je ~ 10 kDa cic&vekvivalent
bakterialneho génového produktu GroES. Existmevivo ako oligomér a interaguje
s Hsp60,¢o je cica¥i homoldg bakteridlneho proteinu GroEL. Spolu Hgpsp60 sa
nachadzaju vo vnutri mitochondriifahtuju zb&ovanie novo- syntetizovanych proteinov

a mbézu sa podia® na znovu zbaleni proteinov poskodenych stresondolitty
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chaperoninovy systém funguje v rastlinach, vo vrehitoroplastov a je ozgavany ako
Rubisco-binding protein
GroEL a GroES sa v baktériach ptdie@ na zbBovani a skladani mnohych

proteinov.

11.2.5.2. Hsp27

Hsp27 dasto ozné&ovany ako Hsp20, Hsp25, Hsp28 alebo nizko molekwylar
protein tepelného Soku) je homoldgarrcrystalinovych proteinov. Obe rodiny tychto
proteinov su charakterizované oligomerickou Strddd a su povazované za ATP-
nezavislé chaperony. Hsp27 méze vytvaoligomery az do J&osti 1000 kDa, ptiom
oligomerizicia je dynamicky proces, ktory zdvisi fasforylatnom stave proteinu
(Garrido, 2002).

Vyskytuje sa v mnohych bumgch typoch, hlavne v svalovych bunkach. Nachadza
sa v cytozole, ale iv endoplazmatickom retikule jadre. ZvySené hladiny proteinu
moézme najs v réznych Stadiach bunkovej diferenciacie a vav@arrido, 1998)Cudsky
Hsp27 je kddovany &lennou génovou rodinou lokalizovanou na chromoz@pepricom
tri gény vlastnia promaotor a su tepelne- indukovaretid ¢o jeden je pseudogénom
(Hickey, 1986).

Hsp27 hra vyznamnu Ulohu v renaturaesiprdvne aleb&iastane denaturovanych
proteinov (Ehrnsperger, 1997). Tato funkcia je spajs fosforylenym stavom. Hsp27 je
fosforylovany v odpovedi na rézne extracelularngnély zahrnujuce rdzne faktory,
mitogény, zapalové cytokiny ako tumor necrosis dekt. (TNF-o), IL-1B, ako aj za
podmienok tepelného Soku a oxidého stresu (Charette, 2000; Landry, 1992).

Fosforylaciu umadiije p38 MAPK (p38- mitogén aktivovana proteinkinaza
MAPKAPK-2 (mitogén- aktivovana proteinkindza - akitvand proteinkinaza). p38
MAPK in vitro fosforyluje MAPKAPK-2 na niektkych zvyskoch, vratane threoninu -25,
threoninu -222 a threoninu 33# vede k jej aktivacii (Ben-Levy, 1995). Predpoldash,
Ze takto aktivovana MAPKAPK-2 fosforyluje Hsp27 vivo. MAPKAPK-2 rovnako ako
MAPKAPK-3 fosforyluju Hsp27in vitro na troch serinovych zvySkoch, na serine-15,
serine-78 a serine-82 (Landry, 1992; Stokoe, 1082,¢. 1).

10
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Obrazok 1: Fosforylacia proteinu Hsp27 je spojena s jeho fimkc

serinovych zvySkoch. Fosforylacia je rovnako spéajendimerizacou Hsp27 a s jeho

funkciou.

Okrem ich chaperonovej ulohy, Hsp2#&Brcrystalin sprostredkuja Strukturalnu
integritu, membranovou stabilitu, ovplwu prechodnu filamentovd organizaciu,
aktinovu polymerizaciu (Benndorf, 1994) a blokujsoptozu (Charette, 2000; Pandey,
2000; Paul, 2002).

[1.2.5.2.1. Hsp27 a jeho uloha v apoptoze

Hsp27 je definovany ako anti-apoptotigkgtein. Interaguje a inhibuje komponenty
oboch apoptotickych drah (obr. 2).
Zvysena expresia Hsp27 chrani pred apoptotickowedmou smtou vyvolanou réznymi
stimulmi, ako su hypertermia, oxigtsy stres, pdsobenie receptoru Fas/Apo-1/CD95
a cytotoxickych ligiv (Garrido, 1996; Mehlen, 1996).

11
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Hsp27 sa viaze na anti- apoptotickl KinAKT, ktor& ju fosforyluje (Rane, 2003).
Fosforylovana forma interaguje s DAXX (mediator +asdukovanej apoptézy) a
zabraiuje asociacii DAXX s Fas a Askl (apoptoticka slgraéna, regulana kinaza 1)
(Charette, 2000). Hsp27 interaguje s vonkajSou chdadrialnou membranou a blokuje

tvorbu apoptozémov, a teda inhibuje aktivaciu kagg#h(Pandey, 2000; Paul, 2002).

Obrazok 2: TImenie apoptotickych drah pomocou Hsp (Schmit@70

VonkajSia cesta Hsp27 mdze interagova DAXX a inhibova apopticku drahu, zatiao
Hsp70 sa viaze na JNKio vedie Kk inhibicii aktivacie JNK (c- Jun N- terralrkinase).
Hsp90 interaguje s kindzou RIP1 (receptor intemgcprotein) a Akt (proteinkinazagp

v oboch pripadoch vedie k podpore NB- sprostredkovanej inhibicie apoptozy.
Vnutornd cesta na mitochondridlnej hladine, Hsp27 prostrednistvproteinu Bid a
Hsp70 inhibiciou Bax, inhibuji mitochondrialne Umenie pro- apoptotickych proteinov.
Na post- mitochondrialnej hladine, sa Hsp27 viaaecytochrom c, Hsp70 a Hsp90 na
Apafl, ¢o vo vSetkych pripadoch vedie k inhibicii tvorbyoppozomov a tym k zabraneniu

aktivacie kaspaz a apoptozy.

[1.2.5.3. Hsp32 (Hemoxygenaza)

Hemoxygendza alebo Hsp32 je nevyhnutnéZkal v katabolizme hemu,

katalyzujuca prvy krok v degradacii hemu na bilirutSklada sa aspa@ troch izoforiem:

12
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stresom indukovana (inducibilnd) HO-1 (Maines, 198&onstiténe vyjadrené HO-2 a
HO-3 (Cruse, 1988; Trakshe, 1989; Rotenberg, 198@jukcia HO-1 sa vyskytuje
v odpovedi na tepelny Sok, oxittey stresfazké kovy, zapalové mediatory &itg rastove
faktory (Maines, 1988; Levere, 1993; Shibahara,7}98

Vé@&Sina proteinu je lokalizovana v endoplazmatickotikuée, avSak protein moéze
byt pritomny aj v plazmatickej membrane a v mitochddalr. Produkty vytvorené
hemoxygenazou maju délezité fyziologick@inky: oxid uhd’naty je &inny vazodilatator,
biliverdin a jeho produkt bilirubin su antioxidar(fylaines, 1988; Stocker, 1987; Verma,
1993). Zelené farbivo biliverdin, ktoré jé#alej konvertované na ZIto-hnedy bilirubin

vznika chemickym rozstiepeniderveného krvného farbiva hemoglobinu.

Obrazok 3: Krystalicka Struktardudskej Hemoxygenazy-1

Krystalicka Struktara ludskej
Hemoxygenazy-1 v komplexe s jeho
substratovym hemom. (Schuller, 1999).

[1.2.6. Rodina Hsp40 a rodina DnaJ

Cicavi Hsp40 (stres-inducibilny), pritomny v cytozolee jednym z mnohych
predstavitéov tejto rodiny (Cheetham, 1998). Je pribuzny sDpeoteinom, prvykrat
popisanym \E. coli. Charakteristickou vlastntsu tejto rodiny je konzervovana J
doména, ktora je ¥&inou lokalizovana na N- konci proteinov aje zodmma za

13
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asociaciu s proteinmi Hsp70 (Fan, 2003; Cheest&®8)1Clenovia rodiny Hsp40/DnaJ
spolupracuju v zhode s proteinmi Hsp70/Dn&K coli Hsp70) a tiahcuju hydrolyzu ATP
na ADP. Viazu nezbalené proteiny a zabja ich agregacii (Langer, 1992; Liberek,
1991).

V eukaryotickych  bunkach, kazdy zrbéznycllenov rodiny Hsp70 si
vyZaduje pre svoju chaperonova aktivitu SpecifidBgiaJ homoldg. V kvasinkach bolo

identifikovanych viac nez 20 génov kodujucich Dnaidbuzné proteiny.

[1.2.7. Rodina Hsp60

Clenovia rodiny proteinov tepelného 3Soku Hsp60 (eydicky) a GroEL
(bakterialny) su jednym z najlepSie charakterizgrelin chaperonov. Sua pritomné
v baktériach, chloroplastoch, mitochondriach atoplazme (Becker, 1994). Predstavuju
priblizne 15 — 30 % zo vSetkych buimegch proteinov (Ranford, 2000).

Cicavi Hsp60 je lokalizovany vo vnutri mitochondrinitochondrialny Hsp60,
zatid’ ¢o pribuzna forma proteinu, ozftwana akdRubisco-binding protein(ribuloza-1,5
bisfosfat karboxylaza/oxygenaza), funguje vo vnuatrastlinnych chloroplastov.
Bakterialny GroEL (Hsp60 zE. coli) existuje ako homo- oligomericky komplex, ktory
rozpoznava a viaze sa na nezbalené polypeptidyorvbinacii s jeho Specifickym ko-
faktorom (Hsp10 v eukaryotoch, GroES v baktérigmoteiny Hsp60/GroEL viazu novo-
syntetizované polypeptidy a umaju ich zbalenie do nativneho stavud¥lSej skupine
sa nachadzaju proteiny tepelného Soku z mykobakit€&sp65 napr.Mycobacterium bovis
aMycobacterium tuberculogis

Poslednu skupinu tvoria proteiny aznané akoCCT (chaperoniny obsahujuce
TCP-1- t-complex polypeptid 1) aleGdRIC (TCP-1 ring complex)ktoré sa nachadzaju
vo vnutri eukaryotického cytozolu a vytvaraju heteoligomericka Strukturu. Viazu
vybrané proteinové substraty a napomahaju ich aha(® okota, 2000).

Casto krat si GroEL/ES alebo Hsp60/Hsp10 uvadzakectaaperoniny Okrem ich
vyznamnej ulohy molekularnych chaperonov, su znakeevysoko imunogénne proteiny.
Chaperoniny Hsp60 a Hsp10 su kédované génmi HSR&3pektive HSPEL, ktoré su

lokalizované na chromozome 2, oddelené obojsmeprgmdtorom (Hansen, 2003).

14
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[1.2.7.1. Hsp60: Struktdra

Za normalnych fyziologickych podmienok ktsp60 60 kilodaltonovy oligomér,
zlozeny z dvoch monomérov, ktoré tvoria komplex avona seba navrstvenych
heptamerickych prstencov (Cheng, 1990). Tato dpggtencova Struktira vytvara kel
centralnu dutinu, v ktorej sa prostrednictvom hydloaych interakcii viazu nezbalené
proteiny (Fenton, 1994). Tato Struktira je v rovdlter s jeho jednotlivymi komponentmi:
monomérmi, heptamérmi a tetradekamérmi (Habich,7p0&truktira proteinu je na
obrazkue. 4.

Obrazok 4: Struktara chaperoninu 10 a chaperoninu 60

GraES (chaperonin 10§
Tid", T-mar

Substrate imo
subsirate-binding
cavity

Apical —

Hinge —

Equatorinl -

GroEL (chaperanin 60) subunit
=

L

Ring contacts

Structure of chaperonin 10 and chaperonin 60
Expart Raviews in Molaculor Medicine ©2000 Cambridge Unbversity Press

(a) Komplex, ktory je vytvoreny medzi GroEL (chapein 60, v zelenom) a GroES
(chaperonin 10, v modrom). Sklada sa z dvoch hegiakych prstencov GroEL, ktoré

maju charakteristickd ,,dvoj- kruhovitl" StruktUaupripojené heptamerické veko GroES
(b) Centralna dutina viazuca substrat - vytvoremé pouZzitia programu RasMol z

proteinovej databazttp://www.rcsb.org/pdp

Zdroj: http://www-ermm.cbcu.cam.ac.uk/00002015h.htm
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Monomerné Hsp60 vytvaraju cylinder Sttitds podjednotiek tvoriacich dva 7-
vrstevnaté symetrické prstence, ktoré sa viazuawacp linearnych proteinov a v ATP-
zavislom procese katalyzuju ich Zbsanie (Itoh, 2002).

Kazda podjednotka Hsp60 obsahuje tri domeépikalnu doménu (tvori koniec
cylindra), ekvatoridlnu doménu a prostredni dom@rasobi ako pant) (Ranford, 2000).
Ekvatoridlna doména obsahuje vazbové miesto pre Riéstredna doménadsisne viaze
ekvatorialnu a apikalnu doménu.

Ak je naviazand ATP, prostrednd doméngolyva konform&né zmeny, ktoré
umoziuju striedanie medzi hydrofilngymi a hydrofébnymi bstratovymi véazbovymi
miestami (Ranford, 2000). Protein je inaktivny, jekv hydrofobnom stave. Ke je
aktivovany prostrednictvom ATP, prostredna doménpdstupuje konformmé zmeny,
ktoré odkryvaju hydrofilny regién. To zabezpge presnos v zbdovani proteinu.
Chaperonin 10 napomaha Hsp60 prilblvani a pdsobi ako kopulovité veko na ATP-
aktivnej forme Hsp60. To spdsobuje &&nie centralnej dutiny a pomaha proteinovému
zbaleniu (Randford, 2000).

Predpokladana Struktira Hsp60 #aje niekd’ko vertikalnych sinusitidg- hélixov,

B- listov a 90- stupovych ot&ok, ktoré vytvaraju regiény hydrofobicity. Hsp6Gpké sa
nachadzaju v mitochondriach, sa odliSuju od cytpktickych proteinov. Vdiadom na
aminokyselinovu sekvenciu, cytoplazmatické Hsp6Qumd- terminalnu signalnu 26-
aminokyselinovl sekvenciu, ktord sa nevyskytuje itochondridlnych proteinov (lItoh,
2002). Tie na C- terminalnom konci obsahuji sériw@akujlcich sa sekvencii. Struktdra
a funkcia tejto sekvencie nie je celkom jasna, &minalny koniec obsahuje veducu
sekvenciu hydroxylovanych aminokyselin, najmé drgidysin, serin a treonin, ktoré

sluzia ako lider pre import proteinov do mitochon@zupta, 1995).

[1.2.7.2. Hsp60: funkcia

Hsp60 ma dbélezita ulohu v transporte &iadani mitochondrialnych proteinov.
Katalyzuje zbalenie proteinovaenych pre matrix a udrZuje proteiny v nezbalencawmest
pre transport cez vnutornU membranu mitochondribll(K1992). Mnoho proteinov je
spracovanych v matrixe mitochondrii a otitexportovanych dal'alSichc¢asti bunky. Pre
transmembranovy transport je hydrofébnas’ Hsp60 zodpovednd za udrZanie
nezbaleného stavu proteinu. Nasledné zmeny v ktndocéich ATP hydrolyzuja vazby

16



Prelfad rieSenej problematiky

medzi proteinom a Hsp66p signalizuje proteinu opustimitochondrie. Vyliadavanim 15
— 20 0- helikdlnych zvySkov v proteinovej sekvencii jep88 schopny rozliSo¥amedzi
proteinmi uéenymi pre transport a proteinmi¢anymi k zotrvaniu v mitochondrialnom
matrixe. Pritomnas tejto sekvencie signalizuje, Ze protein je expaty, zatid co
absencia signalizuje zotrvanie v mitochondriachlKi®92).

Okrem jeho doblezitej ulohy v proteinovombd’ovani, Hsp60 je zapojeny do
replikacie atranslacie mitochondrialnej DNA. Hsp6fa preferetne viaze na
jednovlaknovu (single stranded) templatovid DNA. fbertetradekamerny komplex
interaguje sPalSimi transkripnymi elementmi a slizi ako regudtey mechanizmus pre

replikaciu a translaciu mitochondrialnej DNA (Kawfmm 2003).

[1.2.8. Rodina Hsp70

Hsp70 predstavuje jednu z najviac preskumanychnrpdbteinov tepelného Soku.
Obsahuje rozmanité homology o'kesti od 66 kDa do 77 kD& lenovia tejto rodiny su
pritomni takmer vo vSetkych bumgich oddieloch eukaryotov (jadro, mitochondrie,
chloroplasty, ER, cytozol) ako aj v baktériach (Bag 1994). Za normalnych podmienok
funguji ako ATP- nezavisle molekularne chaperonystaigice pri zbaleni novo-
syntetizovanych polypeptidov, tvorbe multi-proteifich komplexov — a transporte
proteinov cez burs@é membrany (Shi, 1992).

Jednotlivi predstavitelia sa liSia v ptaovej a subcelularnej distribdcii ako aj v ich
expresii za normalnych, nestresovych podmienok @e@pR005; Tavaria, 1996)sp70-
1A aHsp70-1B(suhrne nazyvané ako Hsp70-1; v normalnych, nesteaych bunkach su
vyjadrené na relativne nizkych alebo nedetekdwstdsh hladinach, avSak ich expresia
dramaticky vzrastie za stresovych podmienok a k& u niektorych typoch nadorov);
Hsp70-2(vyjadrené na relativne nizkych alebo nedetekdwasttdn hladinach; v placente, v
mozgu, Vv tenkom a hrubowreve, v oblkkach); Hsp70-6 (Hsp70B'; indukovany iba za
podmienok extrémneho stresisc70 (hojne vyjadreny vo vSetkych typoch buniek a
pravdepodobne je zodpovedny za udrzanie normalnegbej funkcie);Hsp70t (vysoké
hladiny v semennikoch); ako aj glukézou regulovaméteiny Bip (Grp78; v ER) a
mtHsp70 (Grp75; v mitochondridlnom matrixe) (Daugaard, Z00Rohde, 2005).
V tabu’ke ¢. 2 sa hachadzaju gény kddujuce jednotlivé protsjiy rodiny.
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Tabu’ka 2: Gény kodujuce jednotlivé proteiny rodiny H3glbaugaard, 2005)

Lokus Pozicia Nazov proteinov Bune¢na Poznamky
lokalizacia
HSPA 1A | 6p21.3 Hsp70-1 (A), Hsp7(Q, cytozol, jadro, lokalizovany v oblasti
Hsp72, Hsp70i membrany MHC; stres- inducibilny;
neobsahuje introny
HSPA 1B | 6p21.3 Hsp70-1 (B), Hsp70Q,cytozol, jadro, lokalizovany v oblasti
Hsp72, Hsp70i membrany MHC; stres- inducibilny;
neobsahuje introny
HSPA 1L | 6p21.3 Hsp70t, Hsp70-Hom  cytozol lokaliany v oblasti
MHC; konstitine
vyjadreny; vysoké
hladiny v semennikoch
testis; neobsahuje
introny
HSPAS8 11923.3-g25 Hsc70, Hsp73 cytozol, jadro,| house- keeping protein;
lyzosomy konstitwne vyjadreny
v mnohych tkanivach
HSPA2 14924.1 Hsp70-2 cytozol, jadro kongtiter vyjadreny;
vysoké hladiny
v semennikoch — testis
a v mozgu; potrebny pr¢g
normalnu
spermatogenézu
HSPAG6 lcen — qgter Hsp70-6, Hsp70B' cytozol, jadro| triktee stres-
inducibilny, neobsahuje
introny
HSPAS5 9933 -0g34.1 Bip, Grp78 endoplazmatick@ouse- keeping protein;
retikulum konstitwne vyjadreny
HSPA9 5031.1 mtHsp70, Grp75 mitochondrie house- keeping prote
PBP74, Mot-2 konstititne vyjadreny

[1.2.8.1. Hsp70: Struktdira a funkcie

VSetci predstavitelia rodiny Hsp70 obsahuju vysdomzervovanu N- terminalnu

ATP- azovu doménu o Vkosti 44 kDa, ktora za normalnych podmienok udrZigbu

ATP- azovu aktivitu. U tychto proteinov sa tiezskytuje 25 kDa C- terminalny region,

ktory obsahuje 15 kDa konzervovanu hydrofébnu sabswiazucu doménu (SBD) a

mnoho variabilnychu- helikdlnych domén o V&osti 10 kDa (Bukau, 1998y~ helikalne

domény pbsobia ako "veko" pre SBD a otvaraju gat@araju v zavislosti na ATP/ADP

vazbovom stave (Moro, 2005).
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Obrazok 5: Substrat viazuca doména Hsp70 v komplexe so stdsfra peptidom

Substrat  viazuca doména  Hsp70
v komplexe so substratovym peptidom
(Zhu, 1996).

Aktivdcia Hsp70 je koordinovana véazbou ATP na N-nikg, spdsobujuca
konforma&né zmeny, ktoré otvaraju veko a umofl interakciu SBD s rozmanitymi
proteinmi vich nezbalenom, chybne zbalenom a demanom stave. SBD Hsp70
rozpoznava hydrofébnu sekvenciu novo- syntetizoghrproteinov a interagujensu.

V jeho ATP- vazbovom stave, podstupujek@riec konforma&né zmeny veduce
k otvoreniua- helikalnej domény, ptbm peptidy sa viazu a uliuju relativne rychlo.
V jeho ADP- vazbovom stave sa predpoklada, oczehelikdlna doména je uzavreta
a peptidy su pevne viazané na SBD. To znamenapziomnosti ATP, Hsp70 podporuje
zbd’'ovanie proteinu, ki¥e tento dej prebieha s nizSou afinitou a rychdej$iez v ADP-
vazbovom stave (Moro, 2005; Bukau, 1998). Pritortimmptidov v SBD stimuluje ATP-
azovu aktivitu Hsp70, zvySenim jeho normalne pohmléstuma ATP hydrolyzy.
ATP- azova aktivita a funkcia Hsp70 je ovplyvnemderakciami so Specifickymi ko-
chaperonovymi molekulami. Hsp70 ko- chaperony izajiar

- Hsp40, ktory zvySuje ATP- azovu aktivitu Hsp70 ritgmnosti interagujucich

peptidov (Benjamin, 1998)

- Hsc70 interagujuci protein, Hip (Hsc70 interactipgptein), ktory sa viaze na

ATP- azovu doménu a stimuluje jej aktivitu (Benjaril998)

- Hsc70 uvdnujuci protein, Hup (Hsc70 unbinding protein), ktonapomaha

uvolneniu nezbalenych proteinov (Benjamin, 1998)

- Hsp70/Hsp90 organizujuci protein, Hop (Hsp70/Hsp@ganizing protein), ktory
sa mdze stasne viazthna oba proteiny, slizi ako spojka medzi Hsp70 p9Hs
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sprostredkovava prenos peptidov z Hsp70 na Hsp9@apomaha kolobehu
ATP/ADP (Benjamin, 1998)

- Hsc70 pridavny protein Hap (Hsc70 accessory protémjamin, 1998) a Bcl-2
asociované proteiny BAG-1, BAG-2 a BAG-3, ktoréenailguju s ATP- azovou
doménou a blokuju naviazanie nezbalenych prote(Bawmston, 1998; Kanelakis,
1999; Takyama, 1997; Zeiner, 1997)

- Hsp70 sa ztastiuje pri odstréovani poskodenych alebo chybnych proteinov -
interakcia s CHIP (Carboxyl- terminus of Hsp70 tat#ing Protein, protein
ovplyviujuci karboxylovy koniec Hsp70), ktory je pravdepbde v pravom slova
zmysle E3 ubiquitinovou lighzou pomahajlicou v ubligylacii bune&nych
proteinov (Ballinger, 1999; Murata, 2001; Kampinga03; Wegele, 2004)

Tieto ko-chaperony kooperuju s Hsp70zpaleni novo- syntetizovanych proteinov;
pri znovu zbaleni chybne zbalenych alebo denatmymta proteinov; koordinuja
transmembranovy transport proteinov (Shi,1992)klemtaju v&ky potiahnuté klathrinom
(vacky, ktoré puia z Golgiho aparatu na @atku sekrénej drahy smerujucej von z bunky
a z plazmatickej membrany nacitku endocytotickej drahy veducej do vnutra bumky
maju na svojej cytozolovej strane Specificky pnotely plag — klathrin. Ako nahle je
pucenie ukokené, va@ok strati svoj plas ajeho membrana tak moéze interagbva
s membranou, s ktorou bude faztyainhibuju proteinové zhlukovanie a degradéaciu
proteinov cez proteazomy (Benjamin, 1998).

PIny stimul zakwjdci hypertermiu, UV Ziarenie a protinadorové agemdukuje
syntézu stres- inducibilnej Hsp70, ktora zvySuj@ogpmos buniek prezivéa tieto inak

letalne podmienky.

11.2.8.2. Hsp70 a jeho uloha v apoptéze

Hsp70 je negativnym regulatorom mitochadlde] drahy apoptdzy, ktory moze
blokova’ apopt6zu na r6znych Grovniach: na pre- mitoch@haj Urovni méze inhibova
p53 (Wadhwa, 2002) a funguje ako inhibitor stresdtivovanych kinaz napr. c- Jun- N-
terminalnej kinazy (JNK-1) (Park, 2001) a p38 (Gak897); na mitochondrialnej Urovni
blokuje translokaciu Bcl-2 proteinu, Bax (apoptdagulujuci protein),cim zabrauje
permeabilizacii vonkajSej mitochondrialnej membrargytniku cytochromu ¢ z

mitochondrii (Stankiewicz, 2005) a nakoniec na fogbchondrialnej arovni interaguje
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s AIF (apoptosis inducing factor) a Apaf-1 (apopogrotease-activating factor-1dim
zabraiuje transportu pro-kaspazy 9 do apoptozomu (B&x¥@Q). Vazba Hsp70 na AlF
vedie ku AlF- indukovanej chromatinovej kondenzacii

V TNF- indukovanej apoptéze, Hsp70 nem@aenedzi aktivacii kaspazy-3, ale
predchadza morfologickym zmenam, ktoré su charekigké pre umierajuce bunky
(Jaattela, 1998). Ras finalnej fazy apoptdzy, chromozomalna DNA je@ha enzymom
CAD (Caspase Activated DNasa), ktory je aktivov&agpazou- 3. Enzymaticka aktivita
a spravne zbalenie CAD je regulované Hsp70 a Jairochaperonmi Hsp40 a ICAD,
inhibitor CAD (Sakahira, 2002).

Vznik chronickej myeloidnej leukémie jepasy s reciprénou translokaciou
chromozomov 9 a 22¢im sa k sebe priblizi abl protoonkogén (z dlhéhmieaka
chromozomu 9, gén Abelsonovej mysSej leukémie)ragén (z chromozomu 22, break-
point cluster region). Fuzny protein Bcr-Abl vzniteéda prepisom fazneho génu na tzv.
filadelfskom chromozéme- Phprodukte translokacie medzi chromozémami 9 aBz2-
abl onkogén koduje informéaciu pre fosfoprotein, ritana tyrozinkindzova aktivitu
a stimuluje proliferaciu buniek. Bcr-Abl prispiekeagresivnemu leukemickému spravaniu
CML v blastickej krize a akutnych lymfoblastickyldukemickych buniek (Thijsen, 1999;
Deininger, 2000). Endogénna alebo ektopicka exarBsr-Abl v leukemickych bunkach
(K562, HL-60/Bcr-Abl, af’.) indukuje rezistenciu na apoptéozu nasledkom - anti
leukemickych ligiv napr. Ara-C (Cytarabine) a etoposide (Amaraniendes, 1998).
Ber-Abl expresia v akutnych leukemickych bunkéclageciovana so zvysSenou expresiou
Hsp70 (Nimmanapalli, 2002-2). Ektopicky zvySenaresia alebo indukované endogénne
hladiny Hsp70 inhibuju apoptézu (inhibicia mitocdoalnej drahy apoptdzy blokovanim
Apaf-1- sprostredkovanej aktivacie kaspazy-9 aak® aj potléaovanim aktivity kaspazy-
3; Gabai, 2002). Zistenie, Ze Hsp70 je nadmernadrgny v Bcr-Abl — pozitivnych
leukemickych bunk&ch podporilo uverejnenie, Ze Hspiira mechanickd Glohu
v sprostredkujucich anti-apoptotickych efektoch -B&d. Hsp70 prispieva k Bcer-Abl —
sprostredkovanej rezistencii na apoptézu v doésletitirleukemickych agensov (Ara-C,
Etoposide, Apo-2L/TRAIL; Guo, 2005). Hsp70 sa viaie receptory DR4 a DRSjm
inhibuje  TRAIL- indukované naviazanie a aktiviproteindzového komplexu DISC
(Death Inducing Signaling Complex; Guo, 2004).
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.J;'

Hsp70 potléda apoptézu inhibiciou tvorby apoptozémov a blokécaktivacie stresom-
indukovanych kinaz: Askl (apoptoticka signafizd, reguléné kindza 1; Park, 2002), p38
a JNK-1.

11.2.9. Rodina Hsp90

90 kDa chaperonova rodina zale niekd’ko proteinov vratane 90 kDa proteinu
tepelného Soku Hsp90 a 94 kDa gluk6zou regulovapébieinu Grp94, ktoré su hlavnymi
molekuldrnymi chaperonmi v cytozole a endoplaznkatic retikule. Obsahuje inducibilné
a konstité¢né isoformy, ktoré sa kdédované odliSnymi génmi.

V cica¢ich bunkach sa nachadzdsp90a (inducibilna isoforma) aHsp90p
(konstitwné isoforma) Grp94 (konstitwne vyjadreny) drap | (konstitwene vyjadreny),
ako aj nedavno identifikovany variartisp90N (membranovo- asociovany variant
cytozolickej Hsp90). Zatiaco Hsp9@ a Hsp9@ su prevazne cytozolické proteiny a
predstavuju 1-2 % bugeych proteinov, Grp94 a Trap |su lokalizované wvaitvi
endoplazmatického retikula a v mitochondridch aoropnani s ich cytoplazmatickymi
naprotivkami st na \eni nizkych hladinach (Whitesell, 2005). Hsp90Ngrkt postrada
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ATP- vazbové miesto, je lokalizovany v bdnej membrane cez jeho Specificky N-
terminalny hydrofébny region (Grammatikakis, 2002).

LCudsky gén kodujuci inducibilnd Hsp&Qe lokalizovany na chromozome 14g32.3
a pseudogény na chromozémovych segmentoch 1022,2-433.5 a 11p14.1-14.2
(Ozawa, 1992). Konstitune vyjadreny gén hspf(e lokalizovany na chromozéme 6p21
a dva pseudogény na chromozémoch 4921-925 a 1§pieffakahashi, 1994).

[1.2.9.1. Hsp90: Struktira a funkcie

VSetci znamy predstavitelia tejto rodimpsahuju 3 Specifické domény: N-
terminalny vazbovy wok - geldanamycin/ATPazova doména (Chadli, 2000dfimou,
1997), stredni doménu, na ktoru sa viazu r6znehkaperonygasto Ahal (Meyer, 2003)
a C- terminalnu doménu, ktor4 pravdepodobne pb6a&bi sekundarne ATP- vézbové
miesto (Garnier, 2002), (Obrazék 7). S vynimkou proteinu Trap, ostatné Hsp90 navys
obsahuju nabity region 55 aminokyselin, ktory spdfaterminalny vazbovy umk so
strednou doménou (Prodromou, 2003).

Clenovia tejto rodiny st vysoko konzervovani, Speeiav N- terminalnych a C-
terminalnych regionoch, ktoré obsahuju nezavisléapehonové miesta s rdéznou
proteinovou Specifitou. Hsp90 mdze existbbad ako homodimér, heterodimér alebo ako
multi-proteinovy komplex dalSimi ko- chaperonmi zatwjacimi Hsp40, Hsp70, Hop a
p23 (Whitesell, 2005). Na rozdiel od ostatnych emwbdv tepelného Soku, N- terminélne
nukleotidové vazbové miesto je u Hsp90 vysoko jetia (Dutta, 2000).
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Obrazok 7: Krystalicka Struktura Hsp90-Sbal uzatvoreného chapes/ého komplexu
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Krystalicka Struktira Hsp90-Sbal uzatvoreného crapm/ého komplexu (Ali MM, 2006).

Z predchadzajucich Stadii hodnotiacich fosfotpha stav Hsp90 vyplyva, Ze pre
aktivitu je fosforylacia nevyhnutna. Hsp90 bol faisflovany na tyrozinén vivov pripade,
Ze sa nachadzal v komplexdalSimi proteinmi (Adinolfi, 2003). Acetytay stav rovnhako
ovplyviiuje aktivitu Hsp90. Hyperacetylacia Hsp90 vedie nkeniu ak strate
chaperoninovej aktivity (Murphy, 2005). Funkciu KB8ptiez ovplywiuje N - terminalny
vézbovy stav, ktory je predmetom Stldia, Redbom na jeho Glohu v terapii nador@iasto
sa sleduje vplyv protinddorového a antibakteriaindieciva Geldanamycinu (GA).
V pripade, Ze je Geldanamycin naviazany, funkcig98sje zniZzena&o ma za nasledok
posilnenie E3 ubiquitinovej ligazy podporujucej ginikinylaciu a degradaciu proteinu 26S
proteasomalnym komplexom (Whitesell, 2005). Viadoiméacii o Geldamycine sa
nachadza v kapitole VI.

Hsp90 je s@g’ou chaperonovej butieej siete, ktora reguluje proteinove zbalenie a
skladanie a pre svoje funkcie si vyZzaduje ATP a &oaperony (napr. Hsp70, Hsp40,
Hip/Hop; Whitesell, 2005). AkolKicovy molekularny ko- chaperon, potrebny pre ATP-
azovu funkciu bol identifikovany Aha | (aktivatorsp90 ATP- &zového homolégu 1),

ktory asociuje so strednou doménou Hsp90 (Meyei4 20
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Hsp90 udrzuju konforméaciu proteinov, @i sa zdruZuju. V porovnani
s ostatnymi proteinmi tepelného Soku, Hsp90 pravdepne asociuju s lkcovymi
signalnymi molekulami zapojenymi do zakladnych hunyeh procesov, ako su
hormonélna signalizacia, regulacia bémé&ho rastu a diferenciacia. Jednym z prvych
charakterizovanych proteinov bola tyrozinkindzadavana z virusu Rousovho sarkémw,
Src (Whitesell, 1994; Xu, 1999). Odvtedy sac¢pb popisanych proteinov, ktoré Hsp90
ovplyviuju zvysil, preom niektoré z nich su spojené s patogendzoiskych nadorov. Do
tejto skupiny patria serin/treonin a tyrozinove akiy, transkripné faktory, steroidné
receptory a tiez aj tumor supresorové proteiny [AKB, ASK |, Brl- Abl, CFK1, CDK4,
ErbB2/Her-2, Hif 1a, mutantny p53, PLK a Raf, cyklizavisla serinova kinaza)
(Whitesell, 2005).

Medzi dve Kicové signalne molekuly patria proteinkinaza Akt sndu supresorovy
protein p53. V pripade p53, Hsp90 sa wéaze a stabilizuje expresiu mutovanej formy
tohto proteinu,éo poskytuje mechanizmus vyradenia normalneho tymlekul p53
z funkcie (Whitesell, 1994). Futiky p53 existuje ako tetramér. Jedna mutovana képia
vnutri tohto komplexu je schopna poSkodzoveormalnu funkciu p53. p53 znamy ako
tumor supresorovy protein 53, je transknpm faktorom, ktory reguluje butiey cyklus.

Je oznd&ovany ako hlavny regulatdudského gendmu a vyradenie jeho funkcie ump
riadenie bunéného cyklu pritomnymi onkogénmi.

V pripade Akt, Hsp90 sa viaze s fosfovgloou formou, ktora je inaktivovana
defosforylaciou proteinfosfatdzou (PP)-2A (SatoQ@0 Ak je aktivny, Akt cez rdzne
mechanizmy poskytuje anti-apoptotické signaly aachrbunky pred apoptdézou. Akt
v asociacii s Hsp90 fosforyluje a inhibuje apoptdi kindzu ASK |, teda blokuje
apoptozu (Zhang, 2005).

Hsp90 sa zasthiuje mnohych Ric¢ovych procesov v onkogenéze, ako je stabilizacia
mutantnych proteinov, angiogenézy a metastaz. B®uinhibitorov Hsp90 napr.
antibiotika Geldanamycinu a jeho analégu 17-AAG  -g@lylamino-17-

demethoxygeldanamycin) méubny efekt v klinickych experimentoch.

11.2.9.2. Hsp90 a jeho uloha v apoptdze

Co sa tyka vonkajsej drahy, Hsp90 interaguje s lilstaje receptorovy interagujuci
protein (RIP, receptor interacting protein). Poiaaani na TNFR-1 (tumor necrosis factor
receptor-1), RIP-1 podporuje aktivaciu MB- (transkrigny faktor - nuklearny faktor
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kappa B, nachadza sa vo vSetkych bunkach a je wghwbunénej odpovedi na r6zne
stresové podnety) a JNK (c-Jun N- terminalna kihnd2agradacia RIP-1 v nepritomnosti
Hsp90 zabrsuje aktivacii NF-xB sprostredkovanej pomocou TNE- (tumor necrosis
faktor) a zvysuje citlivasbuniek na apoptozu (Lewis, 2000).

Co sa tyka vnuatornej drahy, Hsp90 inhibuje apoptéko vysledok negativneho
efektu funkcie Apaf-1 (Apoptotic Protease- ActivatiFactor 1; Pandey, 2000-2). Hsp90
sa priamo viaze na Apaf-1, inhibuje jeho oligomé&cim. Anti- apoptotick&nnog’ Hsp90
odraza jej schopnésnteragové s fosforylovanymi serin/treoninovymi kinazami AKKB
(protein, ktory vytvara signal v odpovedi na stigaili rastovym faktorom). Fosforylovany
Akt mbéze fosforylové protein rodiny Bcl-2 Bad a kaspazu-9 (Gardone, 8.9 vedie
k ich inaktivacii a k bunenému prezitiu (Obrg. 2).

Dalsimi proteinmi, pomocou ktorych sa méze tentgehan podigat’ v bunénom
preziti, su transkrigné faktory: Her2 a Hifla (hypoxia-inducible factdy (Hur, 2002;
Monster, 2002). Nadorovy antigén Her2/neu je homicky s receptorom pre epidermalny
rastovy faktor. Je vyjadreny na nadorovych bunk&ahcindmu prs, ovarii dalSich
typoch nadorov s epitelovym pdévodom. Aberantna esipr Her2/neu na nadorovych
bunkadch im poskytuje abnormalne autokrinné rastsigmaly. Je slabo vyjadreny na

normalnych epitelovych bunkach.

[1.2.10. Rodina Hsp110

Hspl110 patri do rodiny Rkych stresovych proteinov ozimvanych ako
Hspll0/SSE (yeast stress seventy). Gicda¥spl10 vykazuje 30 % aminokyselinovu
zhodnos s jeho vzdialene pribuznym Hsp70, a to najma \zkorovanej ATP- vazbovej
doméne (Lee-Yoon, 1995). Do tejto rodiny pat#$pll10 (ozn&ovany aj ako HsplQ@b
a Hspl10B. Hspl10% mé o 43 aminokyselin menej nez Hspd,08o je pravdepodobne
vysledkom alternativneho splicingupPG-1 aApG-2 (Easton, 2000).Gén kodujuci
Hspl110 je lokalizovany na chromozome 13g12.2 —, 1884 ¢o gény koédujuce APG-1
a APG-2 su lokalizované na lokuse 4928 a 5g23.31g@donoguchi, 1999).

V cicavich tkanivach je Hsp110 jednym z troch najhojné&j§icoteinov tepelného
Soku. Primarne sa nachadza v cytoplazme a vply\epaltého stresu je exprimovany v
jadre. Je pritomny u vSetkych stavovcoch, ale psigeje charakterizovany u mysi au
ludi; kde sa nachadza aj APG-1 a -2. Hoci tietogdng su hlavne vyjadrené v gonadach,

su tiez vyjadrené na nizkych hladinach vo vSetktkemivach u mysi. APG-1 sa nachadza
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vo vysokej koncentrécii v semennikoch, najma vdanoych bunkéch, kde nie je tepelne
inducibilny. Hladina APG-1 sa zvySuje s maturacmuwod@nych buniek,o potvrdzuje
zapojenie APG-1 vo vyvoji zarodoych buniek. V somatickych bunkach je tepelne
inducibilny, avSak optimalne podmienky pre indiuksu rozdielne. SilnejSia indukcia je
pozorovana pri posune z 32 °C na 39 °C, nez pupe z 32 °C na 42 °C alebo pri
posune z 37 °C na 42 °C. (Easton, 2000). APG-hdgme vyjadreny v tkanivach
semennikov a ovarii mysi av menSej miere v soikpatlt tkanivach. Nie je tepelne
inducibilny.

Hspl0B je pozorovany pri kontinualnom tepelnou Soku pplote 42 °C, zatlato
Hspl0% po Soku pri teplote 42 °C a vySSie. Hspl10 s&ytyge v komplexe g'alSimi

chaperonmi (hlavne Hsp70 a Hsp25), zabézjee a opravuje zlfavanie proteinu.
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lll. Extracelularne funkcie proteinov tepelného Sok u

[1l.1. Hsps su pritomné v extracelularnom priestore

Okrem intracelularnej ulohy, mézutbgroteiny tepelného Soku utrené do
extracelularneho priestoru alebo mézuw pyitomné na plazmatickej membrane buniek
a moézu mé Kkracova ulohu vimunoregulacii. Qudi je ich pritomnas v sére
asociovana so stresovymi podmienkami r#ajucimi zapal, bakterialne a virove
infekcie (Hightower, 1989; Mambula, 2006).

Hoci imunologickad uloha extracelularnyalmembranovo- viazanych Hsps je
zrejma, mechanizmus transportu do plazmatickej nnényy membranové ukotvenie
a export zostava nejasny. Cytozolické Hsps neolpgaledice peptidy umaijlce
membranovu lokalizaciu, avSak jednou zich hlavnydbh je transport d’alSich
proteinov cez lipidové membrany. Na zéklade tystygledkov je mozné predpoklatja
Ze cytozolické Hsps su transportované do plazmgjtiolembrany v zhode &alSimi

proteinmi, ktoré disponuju transmembranovou doméBaamitt, 2007).

[11.2. Imunologicka uloha extracelularnych Hsps

Rozmanité buteé typy (neuronalne bunky, monocyty, makrofagy, iky
a nadorové bunky epitelialneho pdvodu) sekretujiessvé proteiny (Robinson, 2005;
Clayton, 2005). Extracelularne stresové proteiikg, lasp27, 60, 70, 90, 110 a glukézou
regulované proteiny (Grp) 78, 94, 170 a kalretikuBU dolezitymi mediatormi
intercelularnej signalizacie a transportu. Uwenie tychto proteinov z buniek je
vyvolané po fyzickej traume, strese, ako aj po ayshi imunologickym ,,nebezfreym
signalom”. Uvdnenie stresovych proteinov sa méze vyskytdwehom fyziologickych
sekrénych mechanizmov ako aj ¢ms nekrozy alebo po toxickej diee (Mambula,
2006; Totryk, 1999).

Po uvtneni do extracelularnej tekutiny, Hsps alebo Grpr€gu naviazé na
povrch susednych buniek a iniciavaignalne kaskady, ako aj transport antigénnych
peptidov (Caldewood, 2007). Okrem toho, Hsp60 a7fdspi schopné vstupavalo
krvného rigista (Campisi, 2003). Sluzia ako fyziologicky alarm nbtného
poSkodenia.
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Extracelularne stresové proteiny majurkge vplyv na imunitni odpowd
(Srivastava, 2000 a 2001; Caldewood, 2005). Gieabunky po traume alebo po
vystaveni baktériam alebo bakterialnym proteinonjadiyiji endogénne stresové
proteiny vo vysokych hladinach. Prave stresowaeiny mézu by pro- zapalové
a vedu k cytokinovej transkripcii (Asea, 2000 a 20WNavyse, stresové proteiny mozu
pdsobi’ ako stimulatory prirodzenej imunitnej odpovedezsith schopnas viaza’
antigénne peptidy gas antigénneho spracovania (Noesser, 2002).

Hsp70 aHsp90 su identifikované akduckvé regulatory hostitského
imunitného systému. V pripade, Ze stresové profggptidové komplexy su uVnené
z mitvych alebo umierajlcich buniek, viazu sa na remgpAPCs a antigény mézu by
dopravené na MHC | molekuly tychto buniek, v praceanamom ako antigénna
skrizena prezentacia (cross- presentatigi@rnold-Schild, 1999; Singh-Jasuja, 2000).
Prave tieto interakcie su z&kladom pre molekul&haperony s protinadorovymi
vakcinami. Po skrizenej prezentacii Hsp- peptiddvkomplexmi extrahovanymi
z nadorov je iniciovana antigén- Specificka CD8+bdnkova odpowé v nadorovom
hostitd'skom loZisku (Srivastava, 1998; Arnold-Schild, 19%xhild, 1999; Singh-
Jasuja, 2000; Wells, 2000).¢idnog’ tychto vakcin sp&va v schopnosti stresovych
proteinov stimulové prirodzent a adaptativhu protinadorovd imunitntpayekd’
(Srivastava, 2001).

Stresové proteiny mozu tiez posopiotizapalovo. Ochorenia ako reumaticka
artritida (RA) moZu by spu¥ané cross- reaktivnymi T bunkami, ktoré rozpoznavaj
spolané epitopy v cicatich a vysoko imunogénnych prokaryotickych Hsps (Eden,
2005; Hauet- Broere, 2006). UvaZuje sa, Ze Uzakyestsekverinej konzervacie tychto
stresovych proteinov méze spas autoimunitni odpow® proti cicakim stresovym
proteinom. Zaujimaveé je, Ze pouzitie odpovedajuciciawich proteinov potk&a pro-
z4palové odpovede proti bakterialnym Hsp epitoponedie k remisii zapalového
ochorenia (Kingston, 1996). Hsps teda mozu pdsoibnunostimulgne alebo

imunosupresivne v zavislosti na réznych okolnokti@an Eden, 2005).

29



Extracelularne funkcie proteinov tepelného Soku

[11.3. Receptory proteinov tepelného Soku

Pohltenie Hsp- peptidovych komplexov géi- prezentujucimi bunkami (APCs)
je Specifické, koncenttae zavislé (Arnold-Schild, 1999; Habich, 2002; Viasuy
2001), a preto sa predpoklada existencia Hsp- figleah receptorov (Binder, 2004).
Tie zahnuju Toll- like receptory 2 a4 T(LR2, TLR4), CD14 (receptor pre
lipopolysacharid - LPS)CD36 (receptor pre kolagén typu | a trombospond@ip40
(receptorova molekula na povrchu B buniek, endaltgfch a epitelidlnych buniek),
CD91 (znamy ako o-2 makroglobulin/low density lipoproteinovy recepto
a predstaviteov scavengerovych (,,upratovacich") receptorov &kiX-1 a SR-A
(Binder, 2004).

Interakcie Hsp- APC maju dva doésledky): Hsp- peptidové komplexy su
pohltené APC a peptidy su opatovne prezentovan@ozadi MHC molekual (Suto,
1995; Doody, 2004); 2.) Extracelularne Hsps vyvajav sekréciu zapalovych
cytokinov: TNFe (tumour necrosis factar}, IL-1p (interleukin-B), IL-12, IL-6
makrofagmi a dendritickymi bunkami (DC) (Chen, 29®8asu, 2000; Singh-Jasuja,
2000-2; Asea, 2000), chemokinov makrofagmi (Paniy2002), NO makrofagmi a DC
(Panjwani, 2002), zvySenie expresie MHC proteifnmstimula&nych molekdl (Basu,
2000; Singh-Jasuja, 2000-2) a migraciu DC do lyrcgtch uzlin (Binder, 2000).

Toll- like receptory 2 a 4Hsp ligandom je Hsp60, Hsp70, gp96): @énovia rodiny
Toll- like receptorov, ktoré rozpoznavaju celd radochemickych Struktar
charakteristickych pre r6zne patogénny- lipopolfsaicly, lipoproteiny, prokaryotické
a virové nukleové kyseliny a hraju dolezité ulohgktivacii prirodzenej imunity. Sa
odvodené od receptoru Toll, prvykrat popisanéhoroaafily. TLR2 a TLR4 su
vyjadrené na myelomonocytoch. TLR2 rozpoznéva gdegtykdn z Gram- pozitivnych
baktérii, lipoproteiny a lipopeptidy z mnohych k&kt lipoarabinomanan
z mykobaktérii, poriny z neisserie a zymosan zikias. TLR4 je transmembranovy
lipopolysacharidovy receptor. Aktivaciou tychto eptorov sa spdida expresia pro-
zapalovych cytokinov  (napr. IL-1, IL-6, TNF, IL-8& niektorych adhezivnych
a kostimulgnych receptorov na povrchu APC. TLR-4 rozpoznavigoshcharidové
fragmenty kyseliny hyaluronovej, fibrinogeén, fibekiin, LPS z Gram- negativnych
baktérii (Asea, 2002; Binder, 2004).

CD14 (Hsp ligandom je Hsp70): povrchovy receptor granylov a monocytov. Viaze
lipopolysacharid, ktory je vkomplexe s plazmaticky proteinom LBP
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(lipopolysacharide binding protein). Molekula CD1fe schopnd interagova
i s mnozstvom Gram- pozitivnych a Gram- negativnyetktérii, co poukazuje na
kr'acova  dlohu molekuly CD14 v prirodzenej imunite; getaktivacia spdésobuje
uvolnenie zapalovych cytokinov a kostimirigch molekdl. Je to membranovy
glykoprotein, ktory je ukotveny glykozylfosfatidglhsitolovou kotvou. Je vyjadreny na
povrchu monocytov a neutrofilnych granulocytov fémej krvi; granulocytarna
expresia je podstatne nizSia v porovnani s exmuesiolekuly na monocytoch. Pri
dozrievani do Stadia makrofagov sa denzita expraesolekuly meni. Expresia
molekuly nie je konstittna; expresia CD14 na neutrofilnych granulocytoelzgsilena
pbsobenim TNé&, G-CSF a LPS a zniZzena pésobenim IL-4, IL-13kul¥ a TGH.
Molekula CD14 asociuje sinymi PRR receptormi (pgtm recognition receptors).
Jedna sa konkrétne o TLR-4, ktory sa zapojuje titautacie buniek prirodzenej
imunity pésobenim LPS (Krejsek, 2004).

Molekulu CD14 je mozné néjs plazme v solubilnej podobe (sCD14). Mensia
forma pravdepodobne vznika proteolytickym odStiegpermembranovej molekuly
CD14. vasia molekula sCD14 postrada GPI kotvu a je secam@\priamo z bunky.
Solubilnd molekula CD14 sa v komplexe s LPS viaZze povrch buniek, ktoré
neexprimuju molekulu CD14, napr. na povrchu endetgth buniek a buniek hladkej
svaloviny (Asea, 2000).

CD36 (Hsp ligandom je gp96): receptor pre proteiny apdlularnej matrix ako je
kolagén atrombospondin. Je vyjadreny na monocytokivnych dostikach,
endotelialnych bunkéach, ale nie na lymfocytoch angfocytoch. J&éastym markerom
erytroidnej diferenciacie. Sprostredkovava adhézRlasmodia falciparum(Binder,
2004).

CD40 (Hsp ligandom je Hsp70): receptorova molekula lma&nom povrchu
vSetkych maturovanych B Ilymfocytov, monocytov, détickych buniek,
endotelialnych a epitelialnych buniekcasto aj B- bunegnych malignit. CD 40 je
¢lenom rodiny TNF (tumor necrosis factor). Spolugahdom CD40L zabezpeje
diferenciaciu/kostimulaciu B buniek, izotypovy pmgg& a zachrauje B bunky pred
apopt6zou. Je zahrnuty v zapalovych procesoche kiedu k ateroskleréze a trombdze.
Véazba mykobakterialneho Hsp70 na CD40 sprostredkajeium- zavisli buna
signalizaciu a uvinenie chemokinov a pro-zapalovych cytokinov (Panjwa002;
Wang, 2001 a 2002; Becker, 2002 ).
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CD91 (Hsp ligandom je Hsp70, Hsp90 a gp96): tiez akbmakroglobulin/low density
lipoproteinovy (LDL) receptor. Je exprimovany na lege rade buniek,
v hematopoetickom systéme je vyjadreny na monobytSprostredkovava endocytozu
réznych ligandov (Basu, 2001; Binder, 2004).

LOX-1 (Hsp ligandom je Hsp70): oxidovany LDL receptanrl je hojne vyjadreny na
vaskularnych endotelidlnych bunkach. ViaZze adegead acetylovany LDL.
Oxidovany LDL je zapojeny do aterosklerézy a ghoutosklerozy (Delneste, 2002;
Binder, 2004).

SR-A (Hsp ligandom je gp96): su proteiny na povrchuidgkinktoré mézu viaza
modifikované lipoproteiny, ako acetylovany alebadoxany LDL. Na zaklade ich
Struktary su rozdelené do tried A, B, C. SR-A jgadyeny na makrofagoch, viaze LPS
a lipoteichoovu kyselinu Gram- pozitivnych baktemiodifikované lipopolysacharidy a
dalSie polyaniony. M& délezita ulohu v adhézii aiektii buniek, v zapalovej
odpovedi, v metabolizme modifikovanych lipoproteinoa v ateroskler6ze (Berwin,
2003).
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V. Proteiny tepelného Soku za fyziologickych

podmienok

Urudi casto s vekom dochadza k zhorSeniu funkcie imundngystéemu,co
moze vyvold zvySenie citlivosti na rézne infekcie, vyskyt aaotanitnych ochoreni
a ugitych nadorov. Zmeny, ku ktorym dochadza v priebebtarnutia, si spojené so
Strukturalnymi zmenami bielkovin, ktoré mézu nadddvcharakter autoantigénov.

Zmeny Specifickej imunity v starobe s(porovnani so zmenami prirodzenej
imunity rozsiahlejSie. Dochadza k posunu v zastuparkéne vyznamnych populacii T
a B lymfocytov. Vyrazne zmenené su ifdnk parametre Specifickej imunity, ktoré
suvisia s celkovou adagtaou reakciou na starnutie organizmu.

Kracovymi imunokompetentnymi bunkami su T lymfocyty. yhtus, v ktorom
dochéadza k vyzrievaniu z prekurzorovych buniek el&rT lymfocyty, podlieha od
okamihu dosiahnutia sexualnej zrelosti involucibddadza k obmedzovaniu aktivity
subsetu TH1 T Ilymfocytov. Désledkom je znizena lamk sprostredkovana
cytotoxicita, veduca ku zniZzenej odolnosti starSidsdb v@i intracelularne
parazitickym mikroorganizmom, napr. mykobakterigrmpribudajucim vekom sa meni
pomer medzi CD4+ a CD8+ T lymfocytmi v prospechiblrCD4+.

Zvysena produkcia IL-4 a IL-6 je dokazpnevahy subsetu TH2 T lymfocytov.
To vo svojom dosledku vedie ku zvySenej stimul&ciymfocytov a k dysregulovanej
protilatkove] produkcii vratane autoprotilatok amei&lonalnych gamapatii (Krejsek,
2004). V pripade humorélnej odpovede, dochadzalifgracii B lymfocytov subsetu
B1, koexprimujucich molekuly CD19/CD5. Zhruba u@&0starSicH’udi boli objavené
protilatky proti jadrovym antigénom (ANF), proti®(RF) a proti tyreoglobulinu.

Rézne typy buniek sekretuju stresove gnyt, ktoré sa moézu vyskytoveza
réznych fyziologickych a patologickych stavoch. Hsql pritomné v krvnom obehu
zdravych jedincov (Pockley, 1998 a 1999) a ich imkaklesaju s vekom (Rea, 2001).
V §tudii, ktord obsahovala séra zdravych jedincoedmn 20 — 96 rokom, bol vo
vSetkych sérach detegovany extracelularny Hsp6al'zéo extracelularny Hsp70 sa
vyskytoval iba 77 % analyzovanych vzoriek. Regresndlyza odhalila v zavislosti na
veku postupny pokles v hladinach extracelularndbp60 (759 ng/ml < 40 rokov; 294
ng/ml > 90 rokov) a extracelularneho Hsp70 (400 ng/ml <r@ibv; 20 ng/ml > 90
rokov). Vo vSetkych analyzovanych sérach boli detegé protilatky anti- Hp60, anti-
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Hsp70 a anti-mykobakterialny Hsp65 a pre hladimtiffitok anti- Hsp60 a anti-Hsp65
sa s vekom nevyskytoval Ziadnyteh. Hladiny protildtok anti- Hsp70 sa s vekom
zvySovali (115 U/ml < 40 rokov; 191 U/ml90 rokov) (Rea, 2001).

S rastucim vekom je expresia Hsp70 zrizeteplom- stresovanych’jcnych
bunkach (Fargnoli, 1990), v hepatocytoch a&epé (Heydari, 1995; Hall, 2000),
v myokarde (Gray, 2000) a splenocytoch (PahlavEd85) a indukovana v odpovedi na
ischémiu (Nitta, 1994). Génova expresia Hsc70 swneklesa v sietnici (Berstein,
2000) arovnako ako teplom- indukovana expresip7Ass starndacich alebo v neskoér
pasazovanych bunkaclko poukazuje, Ze proces starnutia mbze& hgociovany
s poklesom produkcie Hsp70 (Luce, 1992; Effros,4)99

Zvyseny vek je asociovany so znizenowpgobsou udrZziavd homeostazu vo
vSetkych fyziologickych systémoclio méze by paralelné s postupnym poklesom
schopnosti produkov¥goroteiny tepelného Soku. ZniZzena produkcia protetapelného
Soku mdze prispie¥ak zvySeniu citlivosti na zmeny Zivotného prosteedShelton,
1999).
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V. Proteiny tepelného Soku za patologickych

podmienok

Proteiny tepelného 3Soku, najm& Hsp60 @/Bissd imunodominantnymi
antigénmi patogénnych mikroorganizmov (Kaufmann,9Q9 Vysoky stupg
sekvernej homologie medzi cicgimi a mikrobialnymi Hsps zvySuje riziko
prelomenia tolerancie a pripadna anti-ifek odpovd mbze vyprovokova
autoimunitnu chorobu. Predpoklada sa, Ze protedpglhého Soku mdzZzu poskytdva
spojenie medzi infekciou a autoimunitoudbwd’aka rozpoznavaniu konzervovanych
epitopov alebo prostrednictvom molekularneho mignikcamb, 1989). Na zaklade
réznych Stadii st zname dbkazy o spojeni medziefmovou reaktivitou a patogenézou

infekcii, malignit a autoimunitného ochorenia.

V.1. Proteiny tepelného Soku a infekcie

V mnohych infeénych ochoreniach proteiny tepelného Soku indukejimv silné
humoréalne a burd@é imunitné odpovede. Tie su pozorované v infekcgmdsobenych
baktériami, prvokmi, plagami, hlistami (Cohen, 1991; Kaufmann, 1994; Schb@96;
Shinnick, 1991). V tabike ¢. 3 sU znazornené imunitné odpovede proti proteinom
tepelného Soku v réznych infekciach. PrinajmenSem fdktory prispievaju k tomu, Ze
Hsps su hlavhymi antigénmi: 1.) tieto proteiny spatogénoch paetné, Specialne za
podmienok stresu 2.) imunologickd pama pre cross- reaktivne determinanty
konzervovanych Hsps je vytvorenacps Zivota, v désledkdastych re- stimulacii pri
ndhodnych stretnutiach s mikroorganizmami s &ogiin  stupiom virulencie
(Kaufmann, 1994).

Za tychto podmienok umage individualna infekcia s virulentnym patogénnom
pripravit imunitny systém k rychlejSej reakcii pred rozvojdgpecifickej imunitnej

odpovede.
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Tabuka 3: Imunitnd odpowe proti Hsps v r6znych infékiych ochoreniach (Zigel,
1999-1).

Patogén Ochorenie Rodina Hsp
Hlisty (¢ervy)
Schistostoma mansoni Schistozoméza Hsp70, Hsp90
Brugia malayi Filiarioza Hsp70
Prvoky
Plasmodium falciparum Malaria Hsp70, Hsp90
Trypanosoma cruzi Chagasovo ochorenie Hsp70, Hsp90
Leishmania major Leishmanioza Hsp70
Leishmania donovani Leishmani6za Hsp70
Toxoplasma gondii Toxoplazmoza Hsp60
Plesne
Candida albicans Kandidéza Hsp90
Histoplasma capsulatum | Histoplazméza Hsp60, Hsp70
Baktérie
Mycobacterium Tuberkuléza Hsp60, Hsp70
tuberculosis
Mycobacterium leprae Lepra Hsp10, Hsp60, Hsp70
Chlamydia trachomatis Trachoma Hsp60, Hsp70
Borrelia burgdorferi Lymska choroba (boreliéza)| Hsp60, Hsp70
Helicobacter pylori Gastritida Hsp60
Treponema pallidum Syfilis Hsp60
Bordetella pertussis Cierny kasé Hsp60
Listeria monocytogenes | Listeriéza Hsp60, Hsp70

V.2. Proteiny tepelného Soku a autoimunitné ochoren  ia

Proteiny tepelného 3Soku su zahrnuté wléeg niektorych autoimunitnych
ochoreni, ako su autoimunitna artritida (reumatéidntritida a juvenilna idiopaticka

artritida), diabetes mellitus I. typu (inzulin- &y diabetes), aterosklerdza, roztrisena
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skler6za (skler6za multiplex), systémovy lupus leephatosus afalSie autoimunitné
ochorenia (Raska, 2005).

V.2.1. Proteiny tepelného Soku a reumatoidna artri  tida

Reumatoidna artritida (RA) je zapaloaétoimunitné ochorenie, ktoré sa
prejavuje zapalom a bolestivias! kibov a ich postupnym poskodenim; postihuje viak
aj ostatné organy [pca, srdce, cievy, periférne nervstvo, tkaniva akdalSie).
Ochorenie ma multifaktorialne gnhy vratane ufitej genetickej predispozicie a je pre
nu charakteristicky chronicky zapal, ktory je inicamy a udrZiavany autoimunitnymi
mechanizmami. Priebeh reumatoidnej artritidy jEmievariabilny. Akatne exacerbacie
mozZu by striedané remisiami, celkovo je vSak priebeh peiyny aasto vedie
k invalidite (Pavelka, 2005). Miestom patologickéhépalového deja je synovialna
vystelka v Kboch a Bachach, sekundarne dochadza k patologickym zmenam
v synovialnej tekutine, chrupavke, kosti.c88ne je postihnuta i cievna zlozka, ktora sa
podid’a na mimokbovych manifestaciach. Synovialne tkanivo je infitané T a B
bunkami, plazmocytmi, makrofagmi a Zirnymi bunkanfiibroblastom podobné
synoviocyty su aktivované a nekontrolovane pralifér V&Sina infiltrujucich buniek
produkuje zapalové mediatory, ktoré v kémem dosledku indukuja tvorbu enzymov
degradujucich bielkoviny atie ved( k destrukcii. teékutine vnuatorného {kového
puzdra sa nachadzalké mnoZstvo réznych cytokinov (IL-1, IL-18, IMNFTNFo a
d'alSie), ktoré zapalovy proces vyvolavaju a udr{&jéestein, 1997).

Prevalencia sa v europskych populacigcimnybuje okolo 1%. Ochorenie
postihuje vo v&Sej miere zeny s pomerom 2-4:1 k muzom (Hartzh&®ag). | ke’ sa
choroba moze zat' v kazdom veku, naastejSie sa objavuje okolo 50. roku zivota
(Ahern, 1997).

Préina vzniku RA dodnes nie je znama. Predpoklad@eséde o ochorenie, ktoré
u geneticky predisponovanych jedincov sj@isukity patogén. Na vzniku tohto
ochorenia sa mbéze podia@ niekd’ko faktorov: pohlavie, genetickd predispozicia,
infekény agens a v neposlednom rade aj proteiny tepeb@ho

RA sacastejSie vyskytuje u 0s6b nesucich niektoré alebAHDRB1 lokusu
(HLA DRB1*0404, DRB1*0401, DRB1*0101). Razce kodované tymito alelami
zdig’aju spol@ny epitop (shared epitope- SE) tvoreny sekvencioinakyselin Glu-
Lys-Arg-Ala-Ala, Glu-Arg-Arg-Ala-Ala alebo Glu-ArArg-Ala-Ala na pozicii 70 az
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74 DRB refazca. Pritomno'suvedeného Useku je asociovana jednak s rozvojom RA
tak i s pritomno®u reumatoidnych faktorov a s agresivnejSim priebelochorenia
(Ling, 2007).

Castymi vyvolavatémi tohto ochorenia s rdozne virusy a baktérie: @arus,
Mykoplasma, Mykobaktérie, Yersenia, virus Epsteiaarovej (Buch, 2002).

Prvé informacie o Ulohe Hsps ako antigémaapalovych odpovediach poskytol
mykobakterialny Hsp65 v experimentalnom modely ediinej artritidy (AA), ktora je
znane Studovanou formou experimentélnej artritidy dolpgickou podobna®u
k reumatoidnej artritide a juvenilnej idiopaticketritide (Hogervorst, 1992; van Eden,
1988; Holoshitz 1984). Toto ochorenie mdzd’ laydukované vo vhodnych (Lewis)
potkanoch imunizaciomekompletného Freudovho adjuvansbsahujuceho tepelne-
usmrtené mykobaktérie (Prakken, 2002) alebo pasivniyansferom T Kklonu
rozpoznavajuceho 180 — 188 aminokyselinovl sekvendil. bovisHsp65 (van Eden,
1988). Tento T burimy klon je reaktivny s chrupavkovym proteoglykan@mgreganom
(van Eden, 1985). Vlastna krizova reaktivita alehonikry T buniek zaloZzené na
sekverinej homologii medzi sekvenciou 180-188. bovis Hsp65 a chrupavkovym
proteoglykanom, vyjadruje schopmosdukova autoimunitny zapal. A naopak, pre-
imunizicia mykobakterialnym Hsp65 chrani pred indalw AA (Prakken, 2002;
Ulmansky, 2002).

Na zaklade tychto pozorovani sa Studovalanitna reaktivita proti Hsps
v artritide uludi. Vzorky artritického synovialneho tkaniva zderat s experimentélne
indukovanou artritidou a od pacientov s RA aleb®d Jyjadrovali zvySené hladiny
protilatok Hsp65 (de Graeff- Meeder, 1990; Boog92)9 T bunky zo synovialnej
tekutiny a krvi pacientov s RA proliferalovali v povedi naMycobacterium bovis
Hsp60 (van Eden, 2005).

U pacientov s RAudsky Hsp60 poh#al produkciu reguknych cytokinov. V
pripade, Ze Hsp60- reaktivne T bunky (izolovanéyrmvialnej tekutiny RA pacientov)
boli stimulovanél’udskym Hsp60, produkovali menej INR viac IL-4 neZ ké boli
stimulované bakterialnym Hsp60. Tieto Hsp60- Spela#f T bunky potléali produkciu
TNF autolognymi mononuklearnymi bunkami periférkiji (van Eden, 2005).
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V.2.2. Proteiny tepelného Soku a juvenilna idiopati  cka artritida

Juvenilnd idiopaticka artritida (JIA; juvenilna reatoidna artritida - JRA,
juvenilna chronicka artritida - JCA) je dlhotrva@izapalové ochorenie daajuce do
16. roku veku, ktoré sa vyrazne prejavuje na pohgbo Ustrojenstve, ale moze tiez
postihn@ rbézne organy alebo systémy. Je jednym ZasagjSich systémovych
autoimunitnych ochoreni v detskom veku (Cassidy90)9Pri tomto autoimunitnom
ochoreni autoreaktivne T bunky hraju ddleziti Glohmapale av destrukciiitu
(Kamphuis, 2000). Na identifikovanie jednotlivychinickych subtypov sa pouZzivaju
rézne klasifik&né kritéria (Ravelli, 2007).

Potla ILAR (International League of Associations for eRimatology) ide
o ochorenie heterogénne, pretrvavajuce viac ne¥zéindv a zahiiujuce niekdko
foriem alebo subtypov (oligoartikularna, vyskyt ¥ 2 56 %), polyartikularna (RF-
pozitivna 2 — 7 %; RF- negativna 11- 28 %) a syst&m(4 - 17 %) JIA, ktoré sa od
seba lisia klinicky (Petty, 2001; Ravelli, 2007)linicky obraz je charakterizovany
predovdetkym chronickym zéapalom jedného alebo wate kibov. Prakticky
postihnuté mdZzu hyvsetky Kby hornych a dolnych kaatin. Oligoartikularna forma
ma relativne mierny Kklinicky priebeh, zdtigo polyartikularna a systémova JIA su
obycajne neremitujice a su degradujucimi ochorenigasto vyzadujucimi agresivnu
imunosupresivnu ligou.

Z&iatok JIA vykazuje dva vrcholy: jeden vo veku 24-+okov a druhy okolo
puberty. Choroba celkovo postihujastejSie die¥ata nez chlapcov, ¥&inou v pomere
2 az 3 : 1. Etiolégia JIA dodnes nie je znama. Yoganéze sa uvadza uloha pohlavia,
veku, dedinda nachylno$ pacienta, &ovanie alebo stres¢i uz fyzicky alebo
psychicky, ako aj tloha molekularnych mimikrov (Bka, 2003).

Niektoré alely HLA Il. triedy s0 zdruZé s niektorymi formami JIA. U JIA

pacientov s oligoartikularnym Ziatkom a konverziou do polyartritidy bola zistena
asociacia s HLA antigénmi: HLA-A2, HLA-DRB1*11 alA-DRB1*08.
U polyartikularnej seropozitivnej JIA bola zisterasociacia s HLA-DR4. U RA-
entezitidy bolo 76 % pacientov HLA-B27 pozitivnydd. systémovej artritidy bola
zistend asociacia s nukleotidovym polymorfizmom 741 G/C polymorfizmus)
v regul&nom regione génu pre IL-6 (Ravelli, 2007).

Ak hodnotime klinicky priebeh, JIA je @&ia od RA. Ak sa nelég RA sa vzdy
rozvinie do neremitujucej, degradujucej chorobytiafatéo mnoho pacientov s JIA

ob¢as spontanne remituje (van Eden, 2005).
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Existuje vBnmi malo Studii, ktoré skimali humoralnu imunitnipogel na
proteiny tepelného Soku. ZvySené hladiny I1gG patak proti Hsp60 boli v porovnani
so zdravymi jedincami detegované u pacientov saiy@mi fibrézou, systémovym
lupusom a JCA (de Graeff- Meeder, 1993). O Nualkikolektiv zaznamenali IgA,
lgG a IgM anti- Hsp70 pozitivne séra u pacientodlAs U oligoartikularnej
a polyartikularnej formy JIA detegovali signifikarg zvySené hladiny IgM protilatok
proti l'udskému Hsp70 (O Nuallain, 1993).

Mononuklearne bunky zo synovialnej tekwtia periférnej krvi JIA pacientov
proliferalovali v odpovedi na vlastny- Hsp60 (dea€iif- Meeder, 1991). Rovnako boli
u JIA pacientov detegované b@né odpovede na Hsp4E.(coli DNAJ) (Albani,
1994). DalSie prace ukéazali, ze CD4+ T- bdné odpovede ndudsky Hsp60
u pacientov s onsetom JIA korelovali s dobrou ptxgn as odpoviami na
mykobakterialny Hsp60. Tieto nalezy signalizuju, #ekrobialne- Hsp- skrizené
odpovede T buniek na endogéniwdsky Hsp60 mézu niav priebehu remitujucej JIA
regul&nd dlohu (van Eden, 2005). T bunky izolované od Jp&cientov a
rozpoznavajuce vlastny Hsp60 maju nasledujuci eeggyl fenotyp: po aktivacii
Pudskym Hsp60, T bunky od pacientov s remitujucthl Wyjadruju CD25 a CD30
a moézu produkouvaregul&né cytokiny ako IL-4, IL-10 a TGB-(de Kleer, 2003).

Pdas obdobia aktivnej artritidy, zapal fbk vedie k lokalnemu buteému
stresu, ateda k zvySenej regulacii expresie wWabktn Hsp v synovialnom tkanive.
Predpoklada sa, Ze T bunky rozpoznavajuce tietstrnda Hsps mdZu Isyaktivované
v zapalovom fbe, ¢im indukuju aktivaciu niekikych regul@nych T- bunénych
podskupin: {2 bunky — produkuju IL-4 a vyjadrujd GATA- viaZzugrotein 3
(GATAS3); Ty3 — produkuju TGH; Trl — produkuju IL-10 a CD4+ CD25+ reguitee
T (Treg) bunky, ktoré sa vyztaju expresiou transkrimého faktoru FoxP3 (de Kleer,
2004).

Vo svojej praci de Kleer ukazal, Zze #&goa transplantacia kmevych buniek
(ASCT) uJIA obnovuje imunologickd vlastni- tolecan prostrednictvom dvoch
mechanizmov: 1.) ASCT indukuje obnovenie hojnéhskyfu FoxP3 vyjadrujuceho
CD4+ CD238"" regulané T bunky (Treg) z redukovaného mnoZstva pred AS&T
normalne hladiny po ASCT. Tato obnova je dbsledmefereinej homeostatickej
expanzie CD4+CD25+ regwlaych T buniek peas Iymfopenicke] fazy
imunorekonstitacie, meranej prostrednictvom Ki67i6(K je KGcovy protein pre

bune&né delenie; je vyjadreny bunkami, ktoré su v limoen cykle; Gerdes, 1984)
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a expresie CD44. 2.) pouzitim nahradnych APC kifpkému izolovaniu vlastnych—
reaktivnych T buniek sa zistilo, Ze ASCT indukujgcamunitné bunky k vychyleniu
Z pro- zapalového fenotypu (MRNA IFNa T-bet vysoky [T-bet jélen T-box rodiny
transkrignych faktorov]) k toleratnému fenotypu (mMRNA IL-10 a GATA3 vysoky).
Tieto informécie ako prvé demonstruju kvalitativimunologické zmeny, ktoré su
zodpovedné za indukciu imunitnej tolerancie prabtietvom ASCT: obnovenie CD4+
CD25+ imunitnej regukénej siete a programovanie autoreaktivnych T bu(dekKleer,
2006).

V.2.3. Proteiny tepelného Soku a diabetes mellitus

Diabetes mellitus I. typu (diabetes zavisly na limm) je désledkom progresivnej
destrukciep buniek Langerhausovych osti@kov pankreasu. Patologicky proces je
dihodoby, trva vésSinou roky. Hlavnymi mechanizmami zodpovednympndkodenie
produlkinych  buniek pankreasu je bunkami sprostredkovanéoimunitna
imunopatologickd reakcia. Infiltrat, ktory spOsabujnzulitidu Langerhausovych
ostrowekov pankreasu, je tvoreny T lymfocytmi, makrofagdendritickymi bunkami
a B lymfocytmi. Autoimunitna imunopatologicka reaiia je namierena proti celej
rade aktivnych molekul, ktoré sa nachadzaj3 \bunkach Langerhausovych
ostrowekov pankreasu. Jedna sa o inzulin, dekarboxWgzeliny glutdmovej (GAD),
antigén oznévany ako ICA512/IA2, ktorym je transmembranovatehoova tyrozin-
fosfataza, phogrin, stresovy protein Hp65 a karpegtidaza H (Krejsek, 2004). GAD
je enzym, ktory je zodpovedny za syntézu ininBho neurotransmitery- kyseliny
aminomaslovej (GABA). Pritomnésautoprotilatok reagujucich s GAD je vyzmgm
rizikovym faktorom pre rozvoj diabetes mellitustypu. Lymfocyty periférnej krvi
cerstvo diagnostikovanych pacientov odpovedaju fan@inou aktivitou na podnet
sprostredkovany rekombinantnym GADG5.

Diabetes mellitus I. typu uz nemdze lpovazovany za ochorenie, ktoré je
typické pre dospievajuce deti a mladyeidi. Vyskytovd sa moéze v kazdom veku.
Ukazuje sa, Zze 5 % aZz 30 % chorych, u ktorych Bebdne diagnostikovany diabetes
mellitus 1l. typu, maju pritomne autoprotilatky probunkam Langerhausovych
ostrowekov pankreasu a GAD. Pre diabetes mellitus sp@goleutoimunitnou
imunopatologickou reakciou sa navrhuje pougitermin diabetes mellitus typu 1A.
Diabetes mellitus typu 1B je diabetes’agkou inzulinovou deficienciou, ktory je
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spbsobeny autoimunitnou imunopatologickou reakdivitDiagnostika diabetes mellitus
I. typu spaiva v stanoveni Specifickych protilatok namierenypgtoti zakladnym
antigénom, t.j. inzulinu, GAD a ICA512/1A2 (Wassdlf 2006). Diabetes mellitus II.
typu je idiopaticka forma diabetu s inzulinovou iseanciou beztazkej inzulinovej
deficiencie alebo vyraznej strgtyuniek pankreasu.

Incidencia ochorenia jelwei rézna. VySSi vyskyt je zaznamenany vo Finsku, v
Sardinii a v Taliansku a niz&i bol pozorovany \ijégch krajinach (Dorman, 2000).
Diabetes mellitus I. typu je svojou povahou mukitaialne ochorenie. Na jeho vzniku
sa znane podiaji genetické predispozicieDalsim faktorom su infekcie,
predovSetkym virové (coxackie virus typu B), ktseé podi€aju na vzniku ochorenia
mechanizmom molekulovych mimikrov. Menej je jasnésqbenie potravinovych
faktorov.

Z rozsiahlych  geneticko-epidemiologicky&tudii je v kaukazskej populacii
znama vyrazna asociacia diabetu mellitu I. typawgenymi frekvenciami haplotypov
HLA-DRB1*04-DQA1*0301-DQB1*0302 a DRB1*0301-DQA1%D1- DQB1*0201
(Shawkatova, 2000).

V experimentalnom modely NOD mysi (neol®zhiabetické mysi, non- obese
diabetic mouse; unikatny MHC haplotyp [H-2g7, lakalany na chromozdéme 17]),
u ktorej dochadza k spontannemu vzniku diabetuitmélltypu, je zreténa polarizacia
smerom k TH1 T lymfocytom. Sldzia na skimanie petalo diabetu, zabraneniu rozvoja
ochorenia alebo na stanovenie terapie. Cittivoa DM I. typu v NOD mysSiach je
polygénna a vplyv prostredia zohravalkie Ulohu. Z environmentélnych faktorov,
ktoré sa podikaju na rozvoji diabetu u mysi maju na n&gidvyznam zdravotny stav,
Zivotosprava a prostredie, ktorom Ziju. Rozvoj éiabu mySi je charakterizovany
insulitidou a infiltraciou leukocytov do ostréekov pankreasu.

U tychto NOD mysi ma imunizécia mykobaiémym Hsp60 ycobacterium
tuberculosi3 protektivny charakter, ktory vSak zavisi na forpoelania Hsp. V pripade,
Ze bol mykobakterialny Hsp60 podavany vo forme mebletneho Freudovho adjuvans,
vyvolaval ochorenie a v pripade, Ze bol podavargB% (phosphate buffer saline), mal
protektivny @&inok (Elias, 1990). Dalia $tudia viedla k identifikacii mySieho Hsp60-
odvodeného peptidu, zndmeho ako p277 (aa 437 — KBOY je efektivny pri ochrane
NOD mysi proti inzulitide (Elias, 1994). Quintan2004) ukazal, Ze je mozné
predpokladé rezistenciu na buddcu inzulitidu v NOD mysSiachgri&t maju spontanny

rozvoj prirodzenych 1gG protildtok Specifickych pepitopy vo vnutri Hsp60. To
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znamena, ze NOD mysi, ktoré vakcinuju samy sebati plsp60, su chranené pred
rozvijajucou sa chorobou.

Podobne ako u nalezov zvieracich modedpw pripade pacientov s diabetom
l. typu je zaznamenana pritomrioautoprotilatok IgG a T buniek Specifickych pre
Hsp60 a Hsp70 (Ozawa, 1996; Horvath, 2002; Qin326@yueredo, 1996; Weitgasser,
2003; Abulafia-Lapid, 2003). Cohen a jeho kolegoukézali, Zze Hsp60- odvodeny
peptid p277 sa modze viazana ludské molekuly MHC II. triedy aindukowva
u pacientov s diabetom mellitu I. typu proliferaigv T- bunéné odpovede (Cohen,
2002; Abulafia-Lapid, 1999).

V.2.4. Proteiny tepelného Soku a ateroskleréza

Ateroskleréza je povaZzovana za chronizégal, ktory je vysledkom interakcii
medzi chemicky modifikovanymi lipoproteinmi a bunkamunitného systému, najma
makrofagmi, T lymfocytmi a’alSimi bunénymi elementmi, akymi su endotelove
bunky, bunky hladkej svaloviny, fibroblasty, masttyca trombocyty. Tento zapalovy
proces vedie k tvorbe aterosklerotického platunkimasahuje do cievneho lumenu.
Ruptura platu a nasledna tromboza vedie k akatnymckym komplikaciam, akymi sa
akutne koronarne syndrémy (infarkt myokardu, angbeatoris) a mozgova itvica
(Krejsek, 2004).

Lipidy z potravy su transportované chyikmnmi a endogénne lipidy su
prenaSané prostrednictvom VLDL (Very Low Densitypaproteins), LDL (Low
Density Lipoproteins) a HDL (High Density Lipoprats). Castice VLDL prenasaju
mastné kyseliny do tukového tkaniva a svalov. Pstrddeni triglyceridov v tkanivach
je zvySok VLDL metabolizovany néastice LDL. V&Sina cholesterolu v plazme je do
tkaniva prenaSangasticami LDL.

Iniciaciu aterosklerotického procesu gtaduje akumulacia LDL v intimalnej
vrstve artérii. Objavuju sa aj udaje o ulohe infek(CMV, Chlamydia pneumonide
v patogenéze aterosklerézy (Wick, 2001; Boman, 28@2on, 2003). Pokiamunitny
systém nie je schopny eliminavanfekciu, vedie jeho dlhodoba aktivacia k negagimn
dosledkom. Infekcia indukuje tvorbu pro-zapalovydytokinov a endotelova
dysfunkcia postupne vedie k progresii ochorenideldca pésobi na koaguwau
kask&du a spésobuje zmeny v metabolizme lipidoejéek, 2004).

Hsp60 mbéze Byddlezitym autoantigénom v ateroskleréze. Zvieratiedely
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aterosklerézy poukéazali na Ulohu Hsp60 v rozvoliarenia a v mensej miere v ochrane
proti ochoreniu. Imunizacia mykobakterialnym Hsp6kralikov a u mysi v pritomnosti
genetickych podmienok podporujacich aterosklerozuySovala vyskyt ochorenia
(Wick, 2004). Vysoké hladiny autoprotilatok, Spedifych pre 'udsky Hsp60, su
asociované s kardiovaskularnymi ochoreniami a srgftod chorobami (Wick, 2004). U
B- bun&ného epitopuludského Hsp60 bolo zistené, Ze vytvara homoldgosndv
CMV- kédovanymi proteinmi (Bason, 2003). V porawiso zdravymi jedincami boli
u pacientov s ochoreniami srdca objavené protilakecifické preludsky Hsp60
epitop, ako aj pre homologne viralne peptidy. liefaks CMV mézZe indukovakaskadu
imunitnych odpovedi, ktoré cez molekularne mimikeahiiujuce Hsp60 vedu
k poskodeniu endotelia.

Naproti tomu, vysoké hladiny Hsp70 suékes asociované s ochranou proti
kardiovaskularnym ochoreniam (Pockley, 2003; ZHiQ3). Po oralnom podani Hsp60
zvieratam alebo v pripade, Ze hladina Hsp70 balérg vysoka, Hsps mézu ochorenie
potl&at (van Eden, 2005).

V.3. Proteiny tepelného Soku a Graft versus Host Disease

Reakcia Stepu proti hostiwvi (GvHD) predstavuje z klinického radiska
najvyznamnejSiu komplikaciu alogénnych transplantémenovych/progenitorovych
buniek. Préinou tejto reakcie je kbl nedplnd zhoda v HLA- systéme alebo nezhoda
v antigénoch, ktoré nie su kodované v hlavhom systhistokompatibility. Vysledkom
je komplexna imunologicka reakcia, ktora vedie Ekmmleniu hlavnych clevych
organov prijemcu, ktorymi su koZa,de# a sliznice gastrointestindlneho traktu (Jarvis,
2003). Z Kklinického hadiska sa odliSuje akutna forma GvHD od formy chuiej.

Akutna GvHD vznikad niekko dni az tyzdov po transplantacii kni@vych
buniek. Potla zavaznosti postihnutia sa deli do Styroch m&iup kde dochadza
k poSkodeniu najma imunitného systému, koz€&epe &riev. Postihnutie pene je
mozné monitorowd zo zvySujlucej sa hladiny bilirubinu. Za najzavaZiee je
povazované postihnutie traviaceho traktu, ktorépsgavuje silnou abdominalnou
boles’ou acasto vyraznymi hnkami (Vaiasek, 1996).

Reakcia GvHD prebieha v troch navzéjomppjenych fazach. V patofyziologii
akutnej GvHD zohravalkicovu ulohu bunkami sprostredkovana imunita (T lynytgc
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darcu), pro- zapalové cytokiny produkované maknmiaga NK bunkami darcu
a makrofagmi prijemcu (Ferrara, 1999 a 2003). t6feké subpopulacie darcovskych
T lymfocytov namierené proti aloantigénom ho$aterodukuju flcytokiny (IL-2,
IFN-y), ktoré aktivuji NK bunky a makrofagy. Aktivovanéakrofagy produkuja pro-
zapalové cytokiny (IL-1, IL-6, IL-12), ktoré indukuaktivaciu T lymfocytov a NK
buniek.

V désledku toxicity pripravného rezimu dochadza okkpdzovaniu buniek
a tkaniv prijemcu a k u¥aeniu v&ékého mnozstva pro- zapalovych cytokinov (I-1
TNF-a) a chemokinov. DIhodobym doésledkom méze’ kgsilnend expresia HLA |.
all. triedy na bunkach prijemcu. V pripade aGvHD tato cytokinova produkcia
mnohonasobne amplifikovana makrofagmi aktivovanyihl-y a lokalnymi toxinmi
(Ferrara, 1993). Vysledkom je cytokinova burka spogica lokalne nekrotické
poSkodenie tkaniva prijemcu (Hakim, 1997).

Chronicka GvHD sa vyvija po nigkgch mesiacoch alebo dokonca rokoch po
transplantacii. Je charakterizovana infiltraciovantiva T2 lymfocytmi, tvorbou
aloprotilatok a produkciou cytokinov, ktoré podgartibrotizaciu tkaniva. Dochadza
k chronickému zapalu ciev, koZze a vnutornych organktory vedie k nahrade
funkéného tkaniva vazivom, k porucham prekrvenia, k tstrunkcie prislusnych
organov a tkaniv.

Navrhovana uloha Hsps v peptidovej vaabeantigénnej prezentacii nazoge
potencialnu  Ulohu v aloreaktivhnych procesoch, ktongo transplantacii
hematopoetickych kn@vych buniek vedu k reakcii Stepu proti hogta.

V lymfatickych uzlindch a v slezine Fltikemov (DA x LEW), u ktorych bola
vyvolana akutna letdlna GvHD, boli pozorované an& hladiny inducibilnej
a konstiténej Hsp70 (Goral, 1995 a 1998). R4lSej praci Goralova (Goral, 2002)
potvrdila, Ze protilatky proti inducibilnej Hsp70Hsp90 su v plazme pacientov po
alogenénnej transplantacii kirevych buniek z periférnej krvi (PBSCT) asociované
s akutnou a chronickou GvHD. Hladiny tychto prdbla v plazme korelovali so
zavaznotou GvVHD prijemcov. Pacienti s akatnou GvHD mahtko po transplantacii
(30 — 90 dni) vyznamne zvySené hladiny protilatgid lanti-Hsp70 a/alebo anti-Hsp90.
Toto zvySenie navySe sprevadzalo i chronicki GvHD:&Siny pacientov sa hladiny
protilatok behomi’alSich 400 dni vratili na normalnu hladinu.

Na in vitro modely kozného explantatlindskom tkanive Jarvis ukazal zvySenu
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expresiu stres- inducibilnej Hsp70, ktora je bezfad na GvHD profylaxiu
signifikantne asociovana s aGvHD II. — IV. stap(Jarvis, 2003). Predpoklada sa, ze

tato dramaticka indukcia Hsp70 moze’ bysledkom protektivnej odpovede.

V.4. Proteiny tepelného Soku a onkohematologické oc ~ horenia

Normalny vyvoj hematopoetickych buniek a udrzakentvovej homeostazy si
vyZaduje pevnu regulaciu proliferacie, diferencaaiapoptdzy. Deregulacia niektorého
z tychto procesov modze viek onkohematologickym ochoreniam (Thomson, 1995).
Abnormalna expresia Hsps je identifikovana ako fedederegulénych faktorov
v bung&nom vyvoji (Thomas, 2005-1). Mnoho Studii, tykapltisa Hsps, su prevedené
na malignych bunkach zo solidnych nadorov. Mengjjeznama funkcia a expresia
Hsps v onkohematologickych ochoreniach. Medzi ma&jvétudované modely patri
akutna myeloidna leukémia (AML), myelodysplastickysyndrom (MDS)

a nehodgkinské lymfomy (NHLS).

V.4.1. Proteiny tepelného Soku a akutna myeloidnd  leukémia

Akatna myeloidna leukémia (AML) je ochorenie, ktok&nikd malignou
transformaciou km#ovej hematopoetickej bunky. Pre bunky akutnej leuiké je
typické ukortenie diferenciacie na urovni blastov pri zachovarsghopnosti
proliferacie. Pokréujuca akumulacia patologickych blastickych bunielotlggi
fyziologickl krvotvorbu a sposobi anémiu, granulopgniu atrombocytopéniu
(Adam, 2001). Incidencia sa zvySuje vekom.

V sikasnosti sa pouziva Francuzko- americko- anglickasitkacia (FAB
klasifikacia), ktora rozdelje AML do 8 subtypov (MO az M7) pdd typu buniek,
z ktorych sa leukémia vyvija a padich stupa zrelosti (Bennett, 1985).

V sidasnej dobe je kdispozicii kmi malo Studii, ktoré skumali ¢inok
intracelularnej expresie Hsps ako prognostickéhakera. Leukemické bunky su
heterogénnym modelom expresie Hsps, medzi rozdmélmacientmi, medzi bunkami
od jednotlivych pacientov a medzi jednotlivymi sk@nymi Hsps (Xiao, 1996; Chant,
1995). Intracelularna expresia proteinov tepelr@ia bola skimana na leukemickych
blastoch ziskanych z kostnej drene ako aj z peeférvi ucerstvo diagnostikovanych
AML pacientov. Zistilo sa, Zze Hsp27 bol vyjadreng9 %, Hsp60 v 26 %, Hsp70 v 58
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%, Hsp90 v 41 % a Hsp110 v 30 % pripadoch (Tho2@B5-2). Vysoka expresia Hsps
sa nevZahuje na Specificky typ akutnej leukémie, aviak3sa@ Hsp110 boli prevazne
vyjadrené na subtype M5 leukemickych buniek. Vykjedazn&uju, Ze expresia Hsps
koreluje so zlou progndzou (korelacia medzi expredisps a expresiou CD34 na
povrchu leukemickych buniek), je asociovana s nizigtupiom kompletnej remisie

(CR) as kratkou dobou prezitia s AML. To potvrazupredchadzajuce vysledky
u rakoviny prsnika, v ktorych zvySené hladiny H¥gseluju s liekovou rezistenciou
(Thomas, 2005-2).

Flandrin a kolektiv Studovali bunky zieka od 65 pacientov &rstvo
diagnostikovanou AML. Rovnako boli hodnotené imj vitro (cinky 17-AAG (17-
allylamino-demethoxy geldanamycin), selektivnehloibitora Hsp90. Expresia Hsp90
korelovala s expresiou CD34, p170 a bcl-2 protejraie nie s p&tami bielych buniek,
FAB alebo WHO subtypom alebo cytogenetikou. Hladitgp90 boli tiez vysoké vo
vzorkach vystavenych autondmnemu rastu v kvapakudfure alebo vo vzorkach
tvoriacich spontanne kolénie. Percenta Hsp90-, GD3#Bcl-2- a p170- pozitivhych
buniek boli vysoké u pacientov, ktori nedosiahlirkdetnd remisiuln vitro vystavenie
leukemickych buniek 17-AAG malo za néasledok inhibiaastu v kvapalnych
a klonogennych kultdrach a apopt6zu, pri koncerch, ktoré v mnohych pripadoch
neboli toxické pre norméalne CD-34 pozitivne alelvogenitorové bunky. Tato Studia
opatovne potvrdila, Ze Hsp90 je nadmerne vyjadren§ML bunkach so zlou
prognézou a hra Ulohu v buft®m preziti a rezistencii na chemoterapiu. Cielena
terapia so 17-AAG predstavujdubnu anti-leukemicku stratégiu u AML dospelych
(Flandrin, 2008).

DalSie prace skumali membranovu expresiu inducibhnglenov rodiny Hsp70
na leukemickych blastoch ziskanych z kostnej dré&iL pacientov. Zistila sa
pozitivha expresia Hsp70, ktor4 korelovala s pdosan leukemickych blastov.
Vzhradom na to, Ze kostnd dredravych jedincov alebo AML pacientov v remisii
nevyjadrovala Hsp70 na plazmatickej membrane, Hsmode by povazovany za
nadorovo- selektivnu rozpoznavaciu Struktiirwivo (Hantschel, 2000)Dalsia Studia
ukazala, Ze vysoka membranova expresia Hsp70 nkertdokych bunkach je
asociovana s horSou prognozou (Steiner, 2006). Hep¥ze by vyuzity pre Specificka
imunoterapiu NK bunkami (Multhoff, 1997 a 1999).448- odvodeny peptid (TKD, aa
450 — 463) je schopny stimulavacytotoxickl a proliferand aktivitu NK buniek
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(Multhoff, 2001). Hsp70- pozitivne leukemické blastézu by zahubené NK bunkami
stimulovanymi nizkou davkou IL-2 a peptidu TKD (Getann, 2003).

V.4.2. Proteiny tepelného Soku a myelodysplasticky syndrom

Myelodysplasticky syndrom (MDS) je ozfemie pre heterogénnu skupinu
ochoreni s charakteristickou monoklonalnou hemaippo s normo-, hypo- alebo
hyper- celularnou kostnou di@u a sdasnou periférnou cytopéniou postihujlicou jednu
alebo viac vyvojovych linii. P€&éinou je porucha prolifericie a diferencidcie mutweja
pluripotentnej km#ovej bunky a mozno aj autoimunitné fenomény. MDSpje-
leukemicky stav.

Podstatou choroby je defekt ~mechanizmu rawgiceho  DNA
v hematopoetickych bunkdch. Tym vznik4 ich genéticiestabilita, ktord umaaje
postupnd malignizdciu mutovane] kihowe] hematopoetickej bunky. Defekt
mechanizmu je kdl vrodeny alebo ziskany (Adam, 2001).

Potla FAB klasifikacie rozliSujeme 5 podskupin: Refaakia anémiaMDS-
RA); Refrakterna anémia s prstéymi sideroblastami RARS); Refrakterna anémia
s excesom (nadbytkom) blastoRAEB); Refrakternd anémia s excesom blastov
v transforméacii RAEB-t); Chronickd myelomonocytarna leukémiaCMMolL )
(Bennett, 1982).

Ako bolo spominané v kapitole 11.2., kang&ne vyjadreny Hsc70 a stres-
inducibilné Hsp70 a Hsp27 su Hsps, ktoré inhibujopédzu a vykazuju silnd
cytoprotektivnu ulohu. Intracelularna expresia tgclproteinov bola skimana na
mononuklearnych bunkach kostnej drene ziskanychMB& pacientov pred lidou
a pred prijatim transfizie. V porovnani so zdravyjeiincami, vSetky Hsps boli
nadmerne vyjadrené na MDS mononuklearnych bunkamtnkj drene a expresia
Hsp70 korelovala s progresiou ochorenia (Michaldmou2006).

VdalSej praci, Duval skimal expresiu Hsps v kostdegni u pacientov
scerstvou diagn6zou MDS spolu s membranovym difeeéngim antigénom CD34.
Zvysena expresia Hsp27, Hsp60, Hsp70, Hsp90 a Hsgd Yyskytovala u pacientov so
zlou prognézou MDS. MDS sdobrou prognézou (MDS-RARARS) je
charakterizovana nizkou expresiou Hsps, Patia RAEB ma vysoku expresiu

asociovanu so zvysenym percentom blastov. Expnesetkych Hsps, okrem Hsp70
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korelovala s CD34 (Duval, 2006).

V.4.3. Proteiny tepelného Soku a nehodgkinské lymf  omy (NHLSs)
Existuje mnoho odliSnych typov nehodgkiieh lymfomov (NHLs), ktoré

modZzeme rozdeli do dvoch skupin: vysoko agresivne a nizko agresirtiez B-
bune&né alebo T- burimé NHLs. NajastejSim prejavom nizko agresivnych lymfomov
je lymfoadenopatia, splenomegalia, metagto hepatomegalia, systémové priznaky
(horkkka, véhovy ubytok, nmé potenie), infiltracia kostnej drene s néslednou
cytopéniou, obBasny vznik autoprotilatok proti erytrocytarnym artrbocytarnym
antigénom a osteolyticka deStrukcia skeletu. Progredli€ba zavisi na Stadiu a typu
ochorenia (Adam, 2001).

Valbuena a kolektiv sa snazili statiowntracelularnu expresiu Hsp90 v r6znych
typoch T- a B- bun@ych NHLs vziiadom k potencialnym inhibitorom Hsp90. Hsp90
je vyjadrena na mnohych typoch NHLs, zakdcich vysoko agresivne a nizko
agresivne nadory, ale dize ¢astejSie a silnejSie je vyjadrena na vysoko agngsiv
nadoroch. Autori potvrdili, Ze selektivna inhibidisp90 méze ki cielom vyskumu

terapie u pacientov NHLs (Valbuena, 2005).

V.5. Proteiny tepelného Soku a solidne nadory

Proteiny tepelného Soku su nadmerne vyjadrenékaim spektre nadorov, su
zapojené do nekontrolovditeej buneénej proliferacie, diferenciacie, invazie, metastaz
a sl rozpoznavané imunitnym systémom. V niektorgykanivdch su uZinymi
biomarkermi karcinogenézy a signalizuju stupdiferenciacie niektorych nadorov.
Cirkulujuce hladiny Hsps a anti-Hsp protilatok mébyt v diagnostike nadorov u
pacientov s rakovinou Vei uZzitoiné. NavySe niektoré Hsps mdézutbgahrnuté
v prognoze Specifickych nadorov (Ciocca, 2005).

Zvysena expresia Hsps v malignych bumkzaohrava kicova dlohu v ochrane
proti spontannej apoptdéze asociovanej so zhubnyddiommi rovnako ako aj proti
apoptéze vyvolanej terapiou mechanizmami, ktoré um@bdporovéd Ulohu Hsps
v progresii nadorov a v rezistencii nache (Nylandsted, 2000-1 a 2000-2; Ciocca,
2003; Gyrd-Hansen, 2004). Transkripcia Hsps si &yja aktivovany transkrimy

faktor (HSF1), ktory je nadmerne vyjadreny v nadbtra hraje vyznamnu ulohu v
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invazii a v metastazach (Hoang, 2000; Wang, 2004).

Je pomerne dbgahadné, pt® su Hsps v nadoroch nadmerne vyjadrené. Jednou
Z hypotéz je, Ze patofyziologické vlastnosti mikiagiredia nadoru (nizka glukéza, pH
a kyslik) inklinujad smerom k Hsp indukcii (Ciocc2005). AvSak, ak su bunky
prenesené z tkanivovej kultiry ako xenognaftivo, Hsp expresia markantne poklesne.
Ked’Ze zvySené hladiny Hsps asociovanych so zhubnydomd pretrvavali v pripade,
Ze bunky rastli vtkanivovej kulture, da sa predpd®’, Ze moZu suvisie

s genetickymi zmenami asociovanymi s progresiowrad(Tang, 2005).

V.5. 1. Uloha proteinov tepelného Soku v diagnosti ke nadorov

Expresia Hsps mdZe My analyzovana vo Yahu Kk histopatologickym
charakteristikAm nadorového tkaniva (typ nadorupet diferenciacie), k expresii
dalSich molekual (mutovany p53, estrogénové recept@y parametrom pacienta
(pohlavie, vek). Ké&Zze Hsps su nadmerne vyjadrené v Sirokom spektiéggymyah
buniek, detekcia Hsps nie je vhodn&diagnostickej imunopatologii V panely
imunopatologickych protilatok by mohlo HyZitatné pouzitie detekcieB crystalinu
na identifikaciu karcinomov oldiek (Pinder, 1994).

Hsps indukované bumgm stresom su vyjadrené na vysokych hladinach
v Sirokom spektre nadorov a su asociované so ziogndzou a rezistenciou na terapiu.
ZvySend transkripcia Hsps v nadorovych bunké&chpjgsasbena stratou funkcie p53
a vysokou expresiou proto-onkogénov Her2 a c- Myal(je protein, ktory jelKicovy
pre prechod T lymfocytov po stimulacii z fazy GO d&l) aje Kacova pre
tumorgenézu. Hsps hraju nepostratiadeilohy v raste nadorov, a to prostrednictvom
podpory bunénej proliferacie a pomocou inhibicie drah apoptf@slderwood, 2006).

V&Sina nadorov je tvorena postupnou progresiou bunie&nsformovaného, ale
minimalne pozmeneného stavu, ktory moézef ravytvard uzliky alebo polypy (v
solitérnych nadoroch) az ku stavu nadmerného bignektory je schopny
neobmedzeného rastu, invazie okolitého tkanivailutdo cirkulacie a vytvorenie
sekundarnych nadorov a metastaz. Prave progresigupe roznorodé molekularne
a morfologické zmeny (Calderwood, 2006).

Hanahan a Weinberg (Hanahan, 2000) niagrganizaciu tychta@it v bun€&nej
fyziologii do 6 zékladnych zmien: 1.) sebeéstas’ v rastovych signaloch; 2.)
necitlivog’ k rastovej inhibicii; 3.) unik pred naprogramovanoun€nou smtou; 4.)
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neobmedzeny replikay potencial; 5.) udrzovana angiogenéza; 6.) tkardvinvazia
a metastazy. Vyskyt tychto radikalnych zmien, nageéetickych, zmien vo fyziologii,
je povazované za prinajmenSom zavislé na rozvighjda nestabilite nadorového
genomu (Fishel, 1993 a 1995).

V utitych tkanivdch moéZzu hladiny Hsps nagiwapritomnog abnormalnych
zmien p@as procesukarcinogenézy Napriklad, Hsp27 je nadmerne vyjadreny
v hyperplastickom endometriu  (protein je ukazok@te metaplazie plochych
epitelovych buniek Kiku maternice — uterine cervix); HsplO a Hsp60 savis
s procesom karcinogenézycku maternice a hrubéhoreva; inducibilny Hsp70 je
asociovany s karcinogenézou v ustnom epiteli a jarkerom hepatoceluldrneho
karcinomu (Ciocca, 2005). V esofagialnych karcinémge pd&as karcinogenézy
korciacej v adenokarcinomoch pozorovany pokles Hsp2&, zaySenie v priebehu
karcinogenézy katiacej v karcindmoch plochych epitelovych buniekpklsndézu by
pouzité ako biomarkery ¢&itych nadorov.

V ugitych tkanivach expresia Hsps koreluje so stm diferenciacie Hsps
asociované s vysokou diferenciaciou: Hsp27 a Hsp8fAdometrialnych karcinomoch;
Hsp27 v karcinbmoch dlazdicovych buniekdiar maternice, v istnom epiteli) a Hsp27
ako marker keratinocytovej diferenciacie v kozirndk, 2006). Hsps asociované so zlou
diferenciaciou nadorov: inducibilny Hsp70 u rakgvpts, vaj€nikov a ustneho epitelu;
Grp78 v karcinbmoch ljgic a Hsp27 v astrocytomoch. Hsp27 je tiez vyjadreny
v réznych stupoch na normalnych slizniciach a na malignych buhk&éormalne,
zdravé sliznice vykazuju nizku expresiu Hsp27, afatio dobre diferencované
karcinomy ust maju zvySenu expresiu Hsp27 (MuzieD4). Mierne alebo horSie
diferencované karcinomy maja redukovanu expresip2ds(Leonardi, 2002). Mese
(2002) nenasiel Ziadnu korelaciu medzi expresiop2dsa histologickym stuom.
Tieto vysledky naznaju, Ze expresia Hsp27 chrani bunky pred apoptdzoias
z&palu, zatiB¢o zniZzena regulacia v dysplazii méze oslgtotektivny mechanizmus
proti mutagenéze indukovanej environmentalnymi deki, atak zvéSova
transformaciu oralnej epitelovej dysplazie do kadonov dlazdicovych buniek v Ustach.
Hsp70 savisi nielen so zlou nadorovou diferencidcale tiez so zvySenim buime)
proliferacie (ps, kifku maternice, fic), s metastdzami lymfatickych uzlinigp
hrubéhocreva), so zwv&senim vékosti nadoru (ktek maternice) a s pritomrtas

mutagénnej p53 (g, endometrium) (Ciocca, 2005).
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Hsps su hojne vyjadrendudskej epidermis a su spajané s funkciami v boeie
diferenciacii a fotobiologii. Mnoho prac sa waénosti zameriava na Hsp27 a Hsp72,
ktoré su konstittne vyjadrené Yudskych keratinocytoch. Expresia Hsp27
v epidermalnych keratinocytodn situ a v kulture koreluje s diferenciaciou. Z tohto
dévodu je Hsp27 uvadzany ako marker keratinocytolfefenciacie v kozi. Zmeny v
expresii a v inducibilite Hsps su spojené so stiammuMalé proteiny tepelného Soku
hraja Kacova ulohu v ochrane buniek proti starnutiu (Hsup20 Si&asné udaje
nazn#uju, Ze expresia Hsp72 v kozi pozoruhodne zostdabilsd so starnutim na
rozdiel od hladin Hsp27, ktoré su zvySené u veketarSej koZze a naziigl spojenie
medzi expresiou Hsp27 a vekom- zavislymi epidergrdinzmenami. Regulacia Hsps
moze by modifikovana farmakologickymi zasahmi (Jonak, 2006

KoZza je jeden z organov obsahujucich v dospelogtiocas embryonalneho
vyvoja vysoké hladiny Hsp27. V smere od dermisgelermis zloZzené z piatich vrstiev
buniek produkujucich keratin (keratinocytgtratum basale(bazalna vrstva)stratum
spinosum, stratum granulosum, stratum lucidumastratum corneum Stupé
diferenciacie sa zvySuje od spodnej membrany kadej. Expresia Hsp27 koreluje
s keratinocytovou diferenciaciou a zvySuje sa ZAbeg vrstvy na stratum granulosum
(Traudinger, 1995). Charakter syntézy Hsp27 v noatmej i vo vyvijajucej sa koZi
uTudi bol popisany Trautingerom (1995) a Jantschitsc(il998) a naziaje, Ze tieto
malé proteiny tepelného Soku su zahrnuté v &oejediferenciacii (Duverger, 2005).
Hsp27 bol detegovanyludskej epidermis od 14. tyiid gestacie, kde sa epitel sklada
z bazalnej vrstvy, prostrednej vrstvy a z perider(pacas embryonalneho vyvoja je
epidermis tvorena z ektodermy a je zloZena z jethuej&nej vrstvy (Byrne, 2002).
Tento jednoduchy epitel vytvara druhl vrstvu —igem, ktora je degradovana na
konci gestacie). V tomto Stadiu, Hsp27 bol obmegizea periderm. Po Uvodnej
keratiniz&cii bol Hsp27 produkovany v suprabazainystvach epidermis.

Ako iv ostatnych skimanych tkanivach,presia Hsps nBudskej kozZi je
stimulovana za stresovych podmienok. Na rozdielosthtnych buniek, keratinocyty
vykazuju signifikatni expresiu Hsp72 i bez preddajdceho stresu (Traundinger,
1993). Hsp72 je vyjadreny na vSetkych vrstvachiempnis zahtujlce vlasové folikuly
a potné Fazy. Melanocyty, fibroblasty &alSie (epi)dermalne bunky sU negativne na
Hsp72 v imunohistochemickom farbeni. Tepelny &bk vivo ain vitro vedie k

"superindukcii" Hsp72 v keratinocytoch alknovoexpresii v dermalnych bunkach.
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Hoci Hsp27 bol popisany ako protein, ktom& vyznamna Ulohu
v termoregulécii, tieto vysledky podporuju hypotéza v epidermis je Hsp27 zahrnuty
najma do regulacie budeého rastu, diferenciacie a tumorgenicity (Wel€98).

Urcité Hsps mézu kty signifikantne asociované dalSimi molekulami. Napr.
Hsp27 je asociovany s estrogenovym receptorona ERarcinbmoch {s u Zien a
s endometrialnymi karcinomami, ale tento protemjaiasociovany s tymto receptorom
v karcinomoch fs u muzov, cervikalnymi a hepatocelularnymi karamadni (Ciocca,
2005). Hsp70 bol popisany ako délezita molekulgajani a v migracii steroidnych
receptorov a v rakovinerp mbze by asociovany s E&R(Takahashi, 1994- 2). NavySe,
Hsp70 mbZe Ky asociovany s mutantnym p53 v rakovinovych himyeh liniach
(Lehmann, 1991).

V.5. 2. Uloha proteinov tepelného Soku v prognéze  solidnych nadorov

Uréenie prognozy jednotlivych nadorov je v klinike Rrai dolezité z dévodu
individualizacie li€by, planovania vySetreni a informovania pacienf#wjSena terapia
cytotoxickymi liekmi mdZze bty zruSena u pacientov s dobrou progn6zou a naopak.

Zvysena expreskdsp27 je asociovana selou prognézouu rakoviny s, ale aj
u karcinomov vajénikov, zaludka, p&ene, prostaty a osteosarkémov (Ciocca, 2005).
Ciastane to mdZe by spdsobené pdsobenim Hsp27 na cytoskelet. Tenteiprma
vyznamnu ulohu v reguléciiinnosti metaloproteinazy (MMP-2) v matrixe u buniek
rakoviny prostaty (Xu, 2006). Na druhej strane,Sana expresia Hsp27 je asociovana
sdobrou prognézouv endometrialnych adenokarcinbmoch a u rakovinyepaku
(Ciocca, 2005). Fortin (2001) zistil, Ze zvySengresia Hsp27 je asociovana s dobrou
prognézou u orofaryngealnych karcindbmov a Kawanisiil999) popisal rovnaké
vysledky pre ezogafagidlne karcinomy. Mese a Muwzaamili, Ze zvySena expresia
Hsp27 u karcindbmov dlazdicovych buniek v Ustach g&)e2002; Muzio, 2004) je
asociovana s dobrou prognézou. Hsp27 nema progkgstvyznam v nadoroch
mocového mechura a oblek.

Zvysena expresia inducibilnéjsp70 koreluje sozlou prognézouu pacientov
s rakovinou ps, kcku maternice, endometrigo je zhodné s asociaciou Hsp70 so zlou
diferenciaciou nadorov, s metastazami do lymfattkyzlin, so zvySenim budreej
proliferacie a s blokovanim apoptdzy (Ciocca, 2008)soka expresia Hsp70 koreluje
sdobrou progn6zouu rakoviny pazeraku, pankreasu, diek a melandémov. Expresia
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Hsp70 neukazala Ziaden t@h s progn6zou u rakoviny vajgkov, Ustnej dutiny,
Zaludka a prostaty (Ciocca, 2005).

Vysoka expresidsp90 a pritomnos autoprotilatok proti Hsp90 koreluje gtou
progndzouu rakoviny [s. ZvysSena expresia Hsp9@ asociovana dobrou prognézou
u rakoviny endometriaHsp90 nema prognosticky vyznam u rakoviny vamjkov a
astnej dutiny (Ciocca, 2005). Pri porovnani chorékaniva s normalnym okolitym
materialom existuju presvegé dokazy, ze Hsp90 v kontexte s karcinomom epastu
,,hyperaktivnom stave" (Kamal, 2003). V tomto vysaktivhom stave, Hsp90 mébze
teoreticky ovplywiova’ kI'dcoveé vz'ahy, co mbze prispievak patogenéze ochorenia.
Na zaklade jedinmosti N- terminalneho nukleotidového miesta, rokie
v biologickej aktivite medzi nadorovym a normalnykanivom a nazorov, ze Hsp90
stabilizuje Kucové onkogénne proteiny, Hsp90 sluzi ako excelentrsl pre
terapeuticky zasah (Bagatell, 2004; Kamal, 2004rkan, 2004).

V.5.3. Uloha proteinov tepelného 3Soku v predikci o dpovede na
protinadorovu lie €bu

Zvysena expresia Hsps moze tiez predikodpovel’ na niektoru protinadorovu
terapiu. Napriklad u pacientov s po&itgm Stadiom rakoviny fs, ktori podstupili
chemoterapeuticku bu, zvySena expresia Hsp27 korelovala s kratkynobimd bez
priznakov ochorenia. Uloha expresie Hsp27 v reagsiena chemoterapiu bola
pozorovana u rakoviny vajeikov a pazeraku. Hsp27 nema vyznam v predikcii na
chemoterapiu u rektalnych nadorov, u malignychidgégtomov a u nadorov CNS.
Nadory mozgu su rezistentné na radiochemoterapityahto nadorov je pozorovana
vysoké expresia Hsp27, akodglSich proteinov tepelného Soku (Ciocca, 2005).

Hsp70 su zahrnuté v rezistencii na chemapiu u rakoviny 5. NavySe vysoké
hladiny Hsp70 predikuju nizku odpaiea radiaciu a hypertermiu (Ciocca, 2005).

Vyznam Hsps v progresii nadoru a v odplovea terapiu vedie k ich UspesSnej
aplikacii v terapii prostrednictvom dvoch hlavnyahratégii: 1.) farmakologick&
modifikacia expresie Hsp alebo molekularnej chapevej aktivity; 2.) pouzitie Hsps
v protinadorovych vakcinach, vyuzivajucich ich quhos’ pésobi’ ako imunologické

adjuvants.
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VI. Proteiny tepelného 3Soku aich potencialny

terapeuticky vyznam

Existuje mnoho préc, v ktorych proteiny tepelnébkuSmozu ma terapeuticky
vyznam. Mnoho Stadii skimalo ich schopthosegulova zapalové odpovede v
autoimunitnych ochoreniach alebo ich schopgnasdukova peptid- Specifické

imunitné odpovede proti nadorom a patogénnym Orgamim.

VI.1. Uloha proteinov tepelného Soku vo vyvoji vakc  in proti infek énym

ochoreniam

Pri vyvoji vakcin proti infeknym ochoreniam mézu maHsps dvojaku ulohu:
Hsps odvodené od patogénov sa m6zu vytizivg ako vakcinove antigény alebo ako
adjuvants. Vziiadom na to, Ze Hsps mozutbyimunitnej odpovedi proti patogénnom
cielmi, sliZia ako antigény pre rozvoj vakcin (Zige99-2). Kel'Ze Hsps stimuluja
prirodzené a antigén- Specifické drahy, mozu’ lpye Siroké spektrum patogénov
sfubnymi  vakcinovymi adjuvants. Patogény s dlhotrgaji intracelularnou
perzistenciou (mykobaktérie a niektoré virusy) ®iam pre vakciny, ktoré su
zamerané na rozSirenie bdnej imunity (Cassadevall, 2003). Vakciny obsahujuce
Hsps si vyberaju za dierozmanité prirodzené iantigénmi- pabaé drahy a tento
pristup je atraktivny ako pre intracelularne taktracelularne patogény (Segal, 2006).

Hostitéska obrana proti mykobaktériam zavisi na ldaeg imunite. Napriklad
tuberkul6za je zodpovedna za 2 milibny umrténe, kde viEké percento pripada na
HIV pozitivnych I'udi. Proti tuberkul6ze sactkuje BCG vakcinou (Bacille Calmette-
Guérin), ktord obsahuje atenuovany Zivy bacilusetkiblosis, Mycobacterium bovis
V slasnosti sa pomern&asto diskutuje o pouzivani BCG vakcin, ktoré majlisoé
vysledky v klinickych experimentoch, padm sa zdoramje potreba viac efektivnych
vakcin a viac sg@hlivych imunologickych nahrad (napr. pouzivanieyuh adjuvants
a DNA vakcinacia).

V niekdkych modeloch experimentalnej tuberkuldzy stimieefektivne vakciny
zaloZzené na Hsps. Vakcinacia BCG peptidmi v komplex Hsps indukovala Thl
odpovel’ a mala protektivny dinok v modely fitcnej tuberkulézy u mysi (Colaco,
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2004). DNA vakcinacia zaloZena na gévigcobacterium lepragisp65 ma obojaku
ochranu, ako profylaxia a terapia v mySom modebetkulézy (Bonato, 2004). DNA
vektory obsahujucélycobacterium tuberculosialanin- prolin- bohaty antigén (Apa),
mykobakterialne antigény Hsp65 a Hsp70 kombinovar®CG, navodili masivnu
imunitu a potvrdili vé&Siu protekciu nez samotny BCG v tuberkul6ze u C5BBL
a BALB/c mysi (Ferraz, 2004). DNA vakcina obsalwaji¥lycobacterium tuberculosis
Hsp65 a IL-12 mala protektivnu tlohu v modelydapituberkuldzy (Kita, 2005).

Hsps v komplexe s virovymi antigénmi mé&awysSova protiinfekend imunitu
(zahmujucu aktivitu NK buniek, cytotoxickd reakciu zald na protilatkach a CTL
aktivitu; Brenner, 2001). Masivne CD4+ a CD8+ Tnkné odpovede su povaZzované
za dolezité imunitné zlozky kontroly HIV infekcigriprava a expandovanie tychto
odpovedi je pravdepodobne kritické pre rozvoj dfektch HIV vakcin. Gp96
v komplexe s HIV-1 Gag-p24 peptidom je vhodny kukovaniu efektivnej CTL
pamate, za sasného poskytnutia CD4+ T- bumej pomoci (SenGupta, 2004). Gag-
p24 je kapsidovy protein. Bogers pouZzil novu va&einstratégiu, v ktorej Hsp70 bol
kovalentne spojeny s CCR5 peptidmi, s HIV gplR@déky HIV-1 glykoprotein) a SIV
(opici imunodeficientny virus) p27 kapsidovym proteindmunizacia makaka tymto
komplexom viedla k indukcii C — C chemokinov a pawbk, ktoré blokuji CCR5
(Bogers, 2004). HIV- 1 je schopny infikavdunky, ktoré exprimuji molekuly CD4
a ako ko-receptory pre vstup virusu HIV-1 slUZiacemory pre chemokiny.
V pociatoenych Stadiach infekcie virusom HIV-1 zohravBidovu ulohu ko-receptor
CCR5 (receptor pre chemokiny CCL3, CCL4 a CCL5kgtgte pohlavnou cestou
prenosu, ktorou zZéna vé@sSina infekcii, si prenasané kmene HIV-1 s tropiznme
makrofagy. Gén pre CCR5 je lokalizovany na kratkamene chromozomu 3, medzi
skupinou génov, ktoré koéduju rozmanité chemokinoeéeptory. Znalas ulohy
chemokinovych receptorov pre infekciu HIV-1 umoje vysvetlt’ situacie, kedy wity
pocet udi, ktori boli masivne exponovani HIV infekciolgjavia laboratérne znamky
infekcie HIV-1. Tieto osoby maju deléciu 32 nuki€otvych baz v géne pre receptor
CCR5 (CCRB332). Tato delécia spbsobi, Ze vznika proteinovgzec receptoru CCR5,
ktory zostane v cytoplazme anie je exportovany mavrch leukocytov. Na
makrofagoch tychto osdb sa teda nenachadéaoky ko-receptor pre vstup HIV-1
a infekcia sa neuskutoi. Delécia sa vyskytuje iba u kaukazskej populdkieejsek,
2004).
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VI.2. Uloha proteinov tepelného $oku v protinadorov €] terapii

Pouzitie Hsps v protinadorovej terapii méze’ blyojaké: Hsps alebo HSFs mézu
byt cielom lieciv (napr. lieky blokujuce Hsp90; Necker, 2003-18tad zvySené hladiny
Hsps moéZzu poskytovalakavy cid¢ pre imunoterapeutické protokoly, pretoZze su
schopné dohliadana nadorové antigény a vystupuju ako biologialifuvants, ktoré
prelomuju toleranciu nadorovych antigénov a vyvajav imunitné poskodenie
cytotoxickymi CTL a regresiu tumoru (Arnold-Schilti999; Manijili, 2002; Srivastava,
2002; Castelli, 2004; Daniels, 2004).

Pre preZitie niektorych nadorov je nevyhnutna kitiSte vysoka expresia Hsps.
Neutralizacia Hsps je preto lakavou stratégiouipéaotorovej terapie. Dopodiasu pre
klinické testovanie pristupné iba inhibitory Hsp90o je pripad antibiotika
Geldanamycinu (benzoquinone ansamycin, GA) — prirodzene sayygkceho li€iva
produkovaného mikroorganizmami ajeho menej toXickéanalogul7-AAG (17-
allylamino-17-demethoxygeldanamycin; Chiosis, 2003) Benzoquinoidove
ansamycinové antibiotikd prvykrat izolované z abtiycety, Streptomyces
hygroscopicus var. geldanus var. nofi2eBoer, 1970) zahuju Geldanamycina jeho
semi- syntetické derivatyl7-AAG aviac vo vode rozpustnyl7- DMAG (17-
dimethylaminoethylkamino- 17- demethoxygeldanamycifieto malé molekuly
inhibujuce chaperonova funkciu aktualne podstupdju all. fazu klinickych
experimentov (Banerji, 2005; Necker, 2005).

Mechanizmus funkcie Hsp90 bol popisany v kapitbl&seldanamycin patri do
skupiny liggiv schopnych ovplyiova® rozmanité ciele v signalnej drahe zakjtice
proliferaciu a prezitie. Clmm tychto li€iv je nukleotidové vazbové miesto v N-
terminalnej domeéne Hsp90, rovnaké ako ATP- vazhbuoigsto,co spdsobuje inhibiciu
vazby Hsp90 na proteiny (Workman, 2002). Vazba @¥olava konforma&nu zmenu
z ATP na ADP vazbovej konforméacie Hsp90. Inhibiitiakcie Hsp90 ma za nasledok
disociaciu proteinov ako su HER2, Raf, mutovany, g53K4, Src, Akt, NikB (Goetz,
2003; Neckers, 2002; Workman, 2003) veduce k ichrat#acii. Vazba GA ajeho
analégov na Hsp90 tiez indukuje stresovla odgoudora je manifestovanéiastaine
zvySenim hladin ko-chaperonowalSich stresovych proteinov, napr. Hsp70 (Whitgsell
2003). 17-AAG reprezentuje skupinu liekov schopnyavplyviiova® rozmanité
proteiny v signélnych trandakych drahach zahrnutych v proliferacii nadorov.

Farmakologické cielenie Hsp90 so Spegjfici chemickymi inhibitormi vedie k
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degradacii proteinov a k inhibicii nadorového ragimzastavenim G1 a k aktivacii
apoptézy (Caldewood, 2006; Workmann, 2004). Skade’, Ze Geldanamycin a 17-
AAG selektivne zabijaju nadorové bunky, moézé bgdvodnena len za predpokladu,
Ze nadoroveé bunky, v porovnani so zdravymi, vykaztijesovany fenotyp so zvySenou
zavislos'ou na cytoprotektivnajinnosti Hsp90.

Nadorova Specifita inhibitorov Hsp90 gbezpéena neobvyklym mechanizmom
(Kamal, 2003). V malignych bunkach, Hsp90 vytvaraltidhaperonoveé komplexy
s vysokou ATP- azovou aktivitou, zdtido v normalnych tkanivach je prezentovana
v nezlozenom, latentnom stave (Neekers, 2003-2;#a2®03). 17- AAG sa viaze na
nadorovo- Specificki multichaperonovu formu Hsg@0100- ndsobne vySSou afinitou
nez na latentnd formu Hsp90 (Kamal, 2003) a zwsupznos, Zze Hsp90 funguje ako
nadorovo- selektivny katalyzator konvertujuci gelaiaycinové derivaty na ich aktivne
konformacie (Lee, 2004). Inhibitory Hsp90 sU nepanamierené na rézne proteiny
potrebné pre maligny bufey rast av experimentoch ukazuju &ma pridub
(Workmann, 2004; Banderji, 2005). Aj ®esu toxické, toxicita 17-AAG je
regulovaténa (Ciocca, 2005). Oba, Geldanamycin a 17-AAG niZunetabolizované
prostrednictvom NADH chinénovej oxidoreduktazy tpdd umoduje protinaddorovu
aktivitu stabilizovanim tumor supresorového prateip53. NADH chinénova
oxidoreduktaza 1 méze Byddlezitym faktorom, ktory tiez prispieva k vyswesilu,
pre¢o inhibitory Hsp90 nie su spravidla toxické preipatv, ako by sme cakavali
z pleiotropickych uloh Hsp90 inhibovanych nimi. @fichik, 2004).

Kombinacia terapii pouZivajucich nizku dévku intobdv Hsp90 spolu
s tradénou chemoterapeutickou dleou zda sa hy efektivna v réznych nadoroch.
Napriklad, v pripade Bcr-Abl vyjadrenych leukémizka davka Geldanamycinu je
vhodna na senzitizovanie tychto buniek k apoptdze prtomnosti neéinnej
koncentracie doxorubicinu (Blagosklonny, 20033ou mozna®u je kombinacia 17-
AAG s angiogénnymi inhibitormi, kde bola zisten&eka uspesSnési nadorov fs (de
Candia, 2003).

Pacienti s pokédymi malignitami (melandmy, sarkomy, karcinomisphrubého
¢reva, vajénikov a obltiek), kde tradina liecba bola neuspesna, boli v prvej faze
klinickych pokusoch ligeni 17-AAG. Hladina podavanej davky, pri ktorej M&AAG
eSte znesitm( toxicitu bola stanovena na 450 m@ty¥dei. U niektorych pacientov
17-AAG stabilizoval ochorenie, zvySil apoptdzu zaizil proliferaciu nadorov, ale

s men3ou &innog’ou nez je u radioterapie alebo chemoterapie (Ba2€Q5). Vd'alSej
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praci Goetz (2005) skumal toxicitu a maximum tolemwej davky (MTD) 17-AAG,
ktory bol podavany v tyZzdennych infuziach @odh 1, 8, 15 28 —ibvého cyklu) u
pacientov s pokrdlymi solidnymi nadormi. Maximum tolerovanej davkiolo
stanovené na 308 mgiftyzdei. Peeiova toxicita pri MTD nebola pozorovana.
U pacienta s hepatémom pri davke 431 nfgfmdei (davka limitujica toxicitu) bolo
pozorované prechodné zvySenie AST a bilirubinudal8ieho pacienta pritomnos
nauzei, anorexie a dehydratacie.

Inhibitory Hsp90 su jedir@é vtom, Ze iké& sU namierené smerom
k Specifickému molekularnemu €ie si&asne inhibuju réznorodé signalne drahy.
Prostrednictvom inhibicie uzlovych bodov v rézrdych prekryvajucich sa drahach
vyuzivanych nadorovymi bunkami, kombinacia inhibdto Hsp90 so Standardnymi
chemoterapeutickymi agensmi moéze dramatickyivo zvyst’ i¢innog” Standardnych
agensov. Inhibitory Hsp90 moZzu obisharakteristicki genetickl plasticitu, ktora
umoziuje nadorovym bunkam eventualne obchédzaxické efekty mnohych
molekularne cielenych agensov. PretoZe inhibitagpd tieZ indukuju HSF-1 — zavislu
expresiu Hsp70 atiez pretoZzecité mutované proteiny asociované s Hsp90 su
neurotoxické, tieto li@va vykazuju zlepSujuce vlastnosti u  niektorych
neurodegenerativnych modeloch ochoretvapoukazuje na novu Ulohu pre inhibitory
Hsp90 v ligbe r6znorodych patoldgii zatajacich neurodegeneracie (Neckers, 2007).

Hsp27, Hsp70 a grp78 su tieZlwieprotinadorovej terapie, avsak tieto pristupy
su v preklinickych Stadiach.

VI.2.1. VyuZzitie proteinov tepelného Soku ako nosi  €ov/adjuvants

Mnoho imunoterapeutickych protinadorovyptistupov, zaloZzenych na Hsps,
vyuZziva ich nosiovu funkciu (Suto, 1995; Janetzki, 2000). Peptidkoplexy Hsp70
a gp96 purifikované z nadorov pacientov su pou@vako vakciny na liou
a prevenciu rakoviny, na rozdiel od Hsps ziskanychormalneho tkaniva, ktoré
neindukuju protinadorovd imunitnd odpakeV pripade, Ze su aplikované ako
terapeutické vakciny, Hsps interaguju s receptornd profesionalnych APC
(makrofagy, dendritické bunky). Tieto bunky predidgl nadorové antigény na pozadi
MHC |I. all. triedy, indukuju Specifickl  cytotodd a pomocnu T lymfocytovu
odpovel a produkciu pro- zapalovych cytokinov (Srivastah@08).

Dalsim pristupom je pouZitie rekombinantnych Hspmleoproteinmi, ako je
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Her2/neu alebo proteinov z onkogénnych virusov, akd HPV (Human
papillomavirus). Nadorovo- odvodené auto- vakcirgalozené na Hsps alebo
rekombinantnych Hsp faznych proteinov, indukujuo&ytny a kostimul&né molekuly
s aktivaciou CD8+ a CD4+ T buniek a NK buniek, rkt@abijaju nadorové bunky

(Rivoltini, 2003). Tieto vakciny prejavuju minimairioxicitu.

VI.2.1.1. TKD

Hsp70- odvodeny peptid (TKD) bol skimang mozné vyuZitie v lidoe Hsp70-
membranovo pozitivnych nadorov. Membranovo- viazelsa70 sluzi ako nadorovo-
selektivna ciBova Struktara, pretoze Hsp70 {@sto prezentovany na plazmatickej
membrane nadorovych buniek, ale nie na normélnkehitach. Hsp70— odvodeny
peptid (TKD, aa 450 - 463) bol schopny stimulduavitro cytotoxickl a proliferénu
aktivitu NK buniek, podobne ako cely protein Hsp@®ulthoff, 2001). Inkubacia
periféernych krvnych lymfocytov s TKD peptidom akdz davkou IL-2 spd&
cytotoxickl a migrénu kapacitu NK buniek W Hsp70- membranovo pozitivnym
nadorovym bunkarnm vitro (Schmitt, 2007).

Na zaklade tychto povzbudivych vysledkmia prva faza klinickych pokusov
prevedena u pacientov s metastazujucimi koloreydina @dcnymi nadormi
rezistentnymi na terapiuEx vivo stimulovany IL-2/TKD leukaferézny produkt bol
intravendzne aplikovany spapacientovi. Terapia bola bezp&é a nemala Ziadne
ved’ajSie (&inky. Des& z dvanastich pacientov ukazalo signifikantné inogické
odpovede zaftajuce zvySenu cytotoxickd aktivitu proti Hsp70- niwénovo
pozitivnym nadorom a zvySenie v bdnej povrchovej denzite aktigaych receptorov
NK buniek (lektinovy receptor C- typu, CD94). Tietgsledky su vEmi prekvapive,
vzh'adom na to, Ze vSetci pacienti mali v priebehu gurstj chemoterapie progresivne

nadoroveé ochorenie (Kraus, 2004).
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VI.3. Uloha proteinov tepelného 3oku vo vyvoji vakc in  proti

autoimunitnym ochoreniam

VI.3.1. RAadnaP1

V prvej faze Studia bol oralne podavaeptid odvodeny E. coli ko-chaperonu
dnaJ (Hsp40), dnaJP1 (QKRAAYDQYGHAAFE), zthagici sekvetni homoldgiu so
zdiglanym epitopom medzi RA- asociovanymi alelami HLAst&ynu. Pacienti
s aktivnou RA boli poth mnoZstva podavanej davky rozdeleni do troch sk((pR5;
2.5 a 25 mg denne). Analyza antigénnej odpovedealkaze i napriek tomu, Ze po
liecbe neboli pozorované celkové zmeny ¥tgo antigén- Specifickych buniek, bolo
pozorované signifikantné zvySenie T— buniek progimich IL-4 a IL-10 a zniZenie
INF-y a TNFa (Prakken, 2004). Tieto vysledky odrdZaju indukecagulanych T

buniek.

VI.3.2. Diabetes mellitus I. typu a diapep277

Cerstvo diagnostikovym pacientom s DM |. typu babkutanne podavany 1 mg
peptidu diapep277 (na datku Stidia, 1 mesiac a 6 mesiacov). Tento peghshhuje
sekvenciu 437 — 46kudského proteinu Hsp60. Po 10 mesiacoch u pacieriieenej
skupine T- bunky produkovali viac IL-10 aIL-13 kazovali modulaciu smerom

k Tu2— regul&nému fenotypu (Raz, 2001).
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VII. Ciele prace

Predchédzajuca teoretickds’ tejto dizerténej prace obsahuje &bsny poliad
na postavenie a vyznam proteinov tepelného Sokué khdzu by zahrnuté v infeénej

etiolégii a patogenéze réznych autoimunitnych aigmgich ochoreni.

Hsps maju dvojita funkciu v zavislosti ith intracelularnej alebo extracelularnej
lokaliz&cii. Intracelularne Hsps maju protektivrunkciu a umo#uju bunkdm preZi
letadlne podmienky. Na druhej strane, extraceluldokalizované alebo membranovo-

viazané Hsps mozu madlezitu ulohu v imunoregulécii.

ag Hsps v patogenéze autoimunitnych ochoreni (RA/JIAko aj
v komplikacidch ~ vyskytujacich  sa  po  transplantaciihematopoetickych
kmeiovych/progenitorovych buniek (GvHD, zavazné infekaie je Uplne zrejma.

Problematiku, ktora je rieSena v tejtaeti@nej praci, mézme zhrmiddo troch

bodov.

1) Skamanie humoralnej odpovede proti proteinom tepel ného Soku (rh
Hsp60, M. bovis Hsp65 a rh Hsp70) u detskych pacientov vo vz  tahu
ku komplikaciam po alogénnej transplantacii hematop oetickych

kme novych/progenitorovych buniek (HSCT)

2.) Skamanie humoralnej odpovede proti proteinom tepel ného Soku (rh
Hsp60, M. bovis Hsp65 arh Hsp70) u pacientov s juvenilnou
idiopatickou artritidou (JIA)

Skrizena reaktivita medzi mikrobialnymrualskymi proteinmi tepelného Soku
vedie k navrhu, Ze Hsps mozutbyapojené v patogenéze autoimunitnych chordb.
Pomocou dvoch metdéd (Western blotting — WB a Ererytimked Immunosorbent
Assay - ELISA) sme detegovali hladiny protilatokigdisp60, anti-Hsp65 a anti-Hsp70
u pacientov s JIA arovnako aj u detskych pacikentindikovanych k alogénnej
transplantacii  hematopoetickych  kheeych/progenitorovych buniek. U tychto
pacientov sme monitorovali hladiny anti- Hsp paitk pred transplantaciou, v
priebehu a po transplantacii a vatahu k jednotlivym komplikaciam. Zamerali sme sa

najma na akutnu GvHD a zavazné infekcie.
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U JIA pacientov sme Studovalitah medzi hladinami anti- Hsp protilatok
a pritomnosou reumatoidného faktora (RF), antinuklearnych ifg@imtk (ANA), HLA
B27 a dzkou ochorenia. Rovnako sme u pacientov s JIA skiGhiadiny protilatok
proti M. bovisHsp65 a syntetickému peptidu odvodenédoM. bovis Hsp65 (P180-
188).

3) Stadium membranovej expresie inducibilnej formy Hs p70 na
synovialnych bunkach ziskanych od pacientov sreuma toidnou

artritidou a juvenilnou idiopatickou artritidou

Pomocou prietokovej cytometrie (FACS) gmne Studium membranovej expresie
inducibilnej formy Hsp70 analyzovali fibroblastdéiksynovialne bunky ziskané zo
synovialnych tkaniv RA/JIA pacientov.

Dalej sme skimali expresiu receptorov proteinovteih® Soku: TLR2, TLR4,
CD14, CD36, CD40 a CD91. Ako negativnu kontrolu spoeiZili autolégne kozné

fibroblasty ziskané z opefnaej rany.
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VIII. Vysledky a diskusia

VIII.1. Skimanie humoralnej odpovede proti proteino  m tepelného Soku (rh
Hsp60, M. bovis Hsp65 arh Hsp70) u detskych pacientov vo vz tahu ku
komplikaciam po alogénnej transplantacii hematopoet ickych

kme novych/progenitorovych buniek (HSCT)

Alogénna transplantacia buniek krvotvodsy pouziva predovSetkym kdiee
malignych ochoreni (M&sek, 1996). NaastejSimi indikdciami st akutne leukémie:
AML a ALL; chronické leukémie: CML a CLL; lymfomyHodgkinova choroba, Non-
hodgkinsky lymfom (NHL); MDS. Transplantacia kiwmych hematopoetickych
buniek je indikovana iu nemalignych chorbb spogénys atimom krvotvorbyci
s defektmi Struktary a syntézy hemoglobinu, u vrgdd imunodeficiencii a
dedinych portuch metabolizmu.

Hlavnou komplikaciou po alogénnej tramsphcii hematopoetickych kmevych
buniek (HSCT) je reakcia Stepu proti hogite (GvHD). PrEinou tejto komplikacie je
bud’ neuplnd zhoda v HLA- systéme darcu a prijemcucalebzhoda v antigénoch,

ktoré nie st kédované hlavnym systémom histokorpiayi

VIII.1.1. Porovnanie senzitivity a Specifity Wester n blottingu a ELISA
v detekcii protilatok proti proteinom tepelného Sok u rh Hsp60, M. bovis

Hsp65 a inducibilnej formy rh Hsp70

(Publikované: Nguyen TTHlacka D, Vavrincova P, Sedlacek P, Hromadnikova I.
Detection of antibodies against 60-, 65- and 70-ki2at shock proteins in paediatric
patients with various disorder using Western bimjtand ELISA. Clin Chem Lab Med
2006; 44: 44 -9.)

Simultanne dvoma metdédami (WB, ELISA) srdetegovali hladiny IgG
protilatok proti proteinom tepelného Soku v sérpahientov s juvenilnou idiopatickou
artritidou (JIA), pediatrickych pacientov indikowar k alogénnej HSCT a zdravych
kontrol. U pediatrickych pacientov sme detegowdidiny protilatok pred zahjenim,

v priebehu a po pripravhom reZzime, ako aj v celdwhobi po transplantacii.
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Pomocou WB svyuzitim klasickej SDS-PAGElektroforézy (sodium
dodecylsulphate polyacrylamide gel electrophoresisie vo vSetkych testovanych
sérach detegovali hladiny anti-Hsp60 a anti-Hsp@atilatok, ale pri detekcii anti-
Hsp70 protilatok sme boli neldspesni. VSetky testévaera boli vybrané na zaklade
vysokych hodnét optickej denzity. Pravdepodobneartkélie pouzivané v SDS—-PAGE
elektroforéze [-merkaptoetanol, sodium dodecylsulphate) maju vplyva protein
Hsp70. Pri WB s vyuzitim nativnej PAGE elektrofoyés proteiny udrziavaju svoju
Struktaru. Tato metdéda gélovej elektroforézy umgeé separovanativne proteiny na
zéklade ich rozdielnej molekulovej hmotnosti a jabo

Na zaklade tychto skdtwsti sme nativnhou PAGE opéatovne detegovali hjadin
anti- Hsp protilatok. Protilatky proti proteinomptného Soku Hsp60, Hsp65 boli
detegovattné oboma metodami, avSak protilatky proti Hsp70i hpitomné iba
v jednom pripade u pacienta s JIA.

Na zaver mdézme zhthlize WB s SDS-PAGE/nativnou PAGE je vhodna na
detekciu pritomnosti protilatok proti proteinom ¢égpeho Soku rh Hsp60M. bovis
Hsp65, ale nie je dostatioe senzitivna na detekciu protilatok proti indulciej forme rh
Hsp70. ELISA detegovala pritomnogrotildtok proti vSetkym proteinom tepelného
Soku, a preto bola pouzita v nasledujucich Studiach
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VIII.1.2. Protilatky proti proteinom tepelného Soku Hsp60, 65 a 70 su
pritomné pred, v priebehu pripravného rezimu i v ce lom obdobi po

transplantacii hematopoetickych kme  novych/progenitorovych buniek

(PublikovanéZlacka D, Sedlacek P, Prucha M, Hromadnikova I. Antibodie§0, 65
and 70 kDa heat shock proteins in pediatric allogierstem cell transplant recipients.
Pediatr Transplantation 2006; 10: 794 — 804.)

(a: Nguyen TTHZlacka D, Vavrincova P, Sedlacek P, Hromadnikova |. Detectof
antibodies against 60-, 65- and 70-kDa heat shackems in paediatric patients with
various disorder using Western blotting and ELISAn Chem Lab Med 2006; 44: 44 —
9)

ELISA je kvantitativha metdda, ktora sa peazha detekciu antigénov alebo
protilatok v kvapalnych vzorkach. Pomocou tejto dagt sme v sérach pacientov
detegovali hladiny protilatok [celkového imunogldibu a v jednotlivych triedach (IgG
a IgM)] proti rekombinantnémtudskému (rh) Hsp6Mycobacterium bovigM. bovig
Hsp65 a rekombinantnej inducibilnej forme Hsp70s#s bola vyvinuta za pouZzitia
Specifickych monoklonalnych a polyklonalnych pratdk proti tymto proteinom
tepelného Soku a sér s vysokou pozitivitou na jfmgtéepelného Soku od pacientov
s akutnou infekciou (sepsou) spbésobefaxoplasma gondiiBorrelia burgdorferia
Klebsiella pneumoniaeAbsorbancia OD (Optical density) vSetkych tycptzitivnych
kontrol bola vySSia nez 1.00.

Pozadie assay (hodnoty optickych denZigkané zjamiek s naviazanym
proteinom tepelného Soku, v ktorych boli kotmgr protilatky a/alebo pacientske séra
nahradené 1% BSA/PBST) dosahovalo hodnét OD do. ®168noty optickych denzit
negativnych kontrol (monoklonélne a polyklonalneotiitky proti inému proteinu
tepelného Soku, nez ten, ktory bol naviazany nmpleovnako nepresahovali hodnotu
OD 0.05.

V sérach pacientov sme detegovali protilatky pratbteinom tepelného Soku
Hsp60, Hsp65 a Hsp70 pred zahajenim av priebetprapného rezimu ai v celom
obdobi po transplantacii. Okrem toho, sme kvardifédi hladiny protilatok proti Hsps a
skumali ich vrah k transplantaaym komplikaciam (venookluzivna choroba - VOD,
hemoragickad cystitida, akutna GvHD, ezofagitidapilzay leakage syndrom-

postihnutie kapilar) a k infekciam, ktoré sa vyskadli v Studovanom subore pacientov.
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NavySe, porovnavali sme hladiny anti- Hsp prodikatmedzi jednotlivymi skupinami
pacientov: 1.) pacienti, u ktorych sa¢pe celého Studovaného obdobia akutna GvHD
nevyskytovala; 2.) pacienti s onsetom GvHD; 3.}tidreskupinu tvorili pacienti so
sieasnym vyskytom akutnej GvHD a infekcie.

Statisticka analyza odhalila, Ze hladingtilatok proti proteinom tepelného $oku
zostali po transplantéacii v mnohych pripadoch ugrdov bez GvHD a u pacientov
sonsetom GvHD na pre- transplamgch hladinach alebo po  transplantacii
signifikantne poklesli. Dovodom je pravdepodobndyvppripravného rezimu alebo
imunosupresivnej terapie po transplantacii. N&pioenu boli po transplantécii zvysené
protilatky IgM anti-Hsp60, anti-Hsp65 a anti-HspiOpacientov, u ktorych sa objavila
zavazna infekcia v potransplaét@am obdobi. AvSak iba zvySenie protilatok IgM anti-
Hsp65 dosiahlo Statisticku signifikanciu (p = 0.05)

Nenasli sme Ziaden t@h medzi protilatkami proti proteinom tepelného wsok
Hsp60, Hsp65, Hsp70, vyskytom a zavazoos akutnej GvHD a/alebal’alSimi
potransplantenymi komplikaciami. V rozpore s naSimi vysledkar@ipralova (2002)
ukazala, Ze rozvoj akutnej a/alebo chronickej Gvptbmyeloablativnhom pripravnom
rezime udospelych pacientov s vysokym rizikom hetogickych malignit
sprevadzalo zvySenie hladin protildtok anti-Hsp7@ntiHsp90. Okrem porovnania
hladin anti- Hsp protilatok medzi jednotlivymi skogmi, sme tieZ monitorovali
hladiny anti- Hsp protilatok u kazdého pacientavitialne a sledovali sme ich hladiny
v zavislosti na vyskyte transplattgch komplikacii vratane infekcie. Goralova
vyhradne porovnavala hladiny anti- Hsp protildtokedni skupinami pacientov,
u ktorych sa akutna GvHD nevyskytovala a u packestonsetom GvHD, avSak nie su
k dispozicii udaje o vyskyte infekcii pred alebotg® manifestacie GvHD. GvHD je
casto spu&na infekciou alebo naopak, infekcia méze nasleti@aHD, a preto sa
domnievame, Ze interpretécia tychto dat jenviedblezita.

Proteiny tepelného Soku sU dominantnymtiggnmi mnohych patogénov
a indukuju vémi silné humoralne a butieé imunitné odpovede (Zigel, 1999). ZvySené
hladiny protilatok IgG a IgM anti-Hsp60, anti-Hsp&b anti-Hsp70 boli pozorované
u pacientov s bakterialnou a plesou infekciou v zavislosti na etiologickom agens.
Pacienti, u ktorych sa v rannom alebo v neskordbaobi po transplantacii rozvinula
tazka infekcia alebo septikémia, mali navzdory p&kjicej imunosupresivnej ktbe
zvySené hladiny protilatok. V naSej Stadii sme deétmvali de novo humoralnu

odpovel proti proteinom tepelného Soku Hsp60, Hsp65 a BispBubore pacientov
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s aktualnou infekciou spodsobendiebsiella pneumoniadanti-Hsp60, anti-Hsp65 a
anti-Hsp70), Pseudomonas aeruginosdanti-Hsp60, anti-Hsp70) aAspergillus
fumigatus(anti-Hsp65).

Hsps mikroorganizmov predstavuju hlavnélec pre prirodzeny a adaptivny
imunitny systém hostita. Z dévodu vysokej medzidruhovej sek#ee homoldgie
Hsps, vlastné anti- Hsp protilatky sa m6zu vyskgfoako vysledok molekularneho
mimikry medzi infeRnymi agensmi a hostitekym tkanivom.

V predchadzajucich stadiach sme rovnagmahstrovali signifikantne zvySenu
proliferativnu odpov€ na rh-Hsp60 ako aj naVl. bovis Hsp65 u pacientov
s anamnestickou/alebo aktualnou infekcida. (coli, Klebsiella pneumonige pred
transplantaciou v porovnani s pacientmi bez infelatebo zdravymi kontrolami. AvSak
nizSia proliferativna odpodée proti vSetkym testovanym Hsps bola pozorovana
u pacientov s GvHD¢o mdzZe by vysvetlené stres- indukovanou regulaciou syntézy
vlastnych Hsp, ktord& méze viek inhibicii vlastnej-Hsp - reaktivnej T- butre)
odpovede a nasledne kinhibicii B- banej odpovede. Van Eden vypracoval
.,pracovnu hypotézu" ako by Hsps mohli kontrotox@anovahu T- bun@ej regulacie
(van Eden, 1998). Periférne T- biné odpovede na vlastné Hsps sidgioé, pretoze
vlastné- Hsp- Specifické T bunky unikli negativeejekcii a podprahova expresia vedie
k indukcii periférnej tolerancie. Zapalové procekyoré vyplyvaju z GvHD, budul v
mieste zapalu viék stres- indukovanej regulacii syntézy (Jarvd)).

Reorganizéacia B- butreého repertoaru je proces, ktory zavisi na mnohych
faktoroch a je medzi pacientmi rozdielny (Omazi@D2, Maury, 2001). Diferenciécia
B- buniek po transplantacii opakuje normalnu B- dimd ontogenézu (Storek, 1993).
U v&Siny pacientov sa et cirkulujucich CD20+ B buniek normalizuje dgréich
mesiacoch po transplantacii. Pacientske B bunkipvamé v priebehu prvého roka po
transplantacii produkuju predovSetkym IgM protikatla minimum IgG protilatok
(Smal, 1990). Nase vysledky detekcie protilatoktipgelkovému imunoglobulinu, IgG
a lgM podporuju hypotézu Omazica, ktory az do 12siam®v po transplantacii
demonstroval v sérach pacientoch pritoningsotilatok odvodenych od prijemcu
napriek tomu, Ze Slo o0 100% darcovsku krvotvorti0@ % darcovsky B- butiey
chimerizmus (Omazic, 2005).
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VIII.2. Skimanie humoralnej odpovede proti proteino  m tepelného Soku (rh
Hsp60, M. bovis Hsp65 a rh Hsp70) u pacientov s juv  enilnou idiopatickou
artritidou (JIA)

VIII.2.1. Skrining protilatok proti rh Hsp60, M. bo  vis Hsp65 and rh Hsp70
v skupine pacientov s JIA a zdravych kontrol — vysk yt protilatok anti-
Hsp70 (Ig total, IgG a IgM) u JIA pacientov

(Publikované:Zlacka D, Vavrincova P, Hien Nguyen TT, Hromadnikova I.deency
of anti-hsp60, -65 and -70 antibodies in sera ofigras with juvenile idiopathic
arthritis. J Autoimmun 2006; 27: 81-8.)

Cie’'om naSej Studie bol skrining protilatok proti rekmnantnémuludskému
Hsp60, rekombinantémiil. bovisBCG Hsp65 a rekombinantn&jidskej inducibilnej
forme Hsp70 u pacientov s JIA a ich porovnaniedrawzymi kontrolami. Rovnako sme
analyzovali vfah medzi hladinami protildtok a pritomiios reumatoidného faktora
(RF), antinuklearnymi protilatkami (ANA), HLA B2& dZzkou ochorenia (menej nez 2
roky x viac nez 2 roky). Za pozitivne séra boli ppevané tie, ktorych hodnoty
optickych denzit prevySovali priemernd hodnotu dipfch denzit zdravych kontrol plus
2 SD (Standardn& odchylka) — cut off.

Protilatky proti Hsp60 ani ujedného mata nepresiahli hladinu zdravych
kontrol. V porovnani so zdravymi kontrolami, boklkové hladiny protilatok Ig total
anti-Hsp60 v celej skupine JIA pacientov (P < 0)004ko aj v jednotlivych
podskupinach (oligoartritida P < 0.00; polyart@@ti# < 0.001; systémova artritida P <
0.001) signifikantne nizSie. Ret JIA pacientov (16/209; 7.6%), u ktorych boli &epe
celkoveé protilatky (Ig total) proti Hsp65, zalujucich JIA polyartritidu (10/109; 9.2 %)
a systémové ochorenie (6/17; 35.3 %), bol rovnadoyiet zdravych kontrol (4/50; 8
%). V porovnani so zdravymi kontrolami boli pozemaé signifikantne nizSie hladiny
protilatok Ig total anti-Hsp65 v celej skupine Jigacientov (P < 0.001), ako aj
u pacientov s oligoartritidou (P < 0.001) a polgddou (P = 0.001). AvSak
signifikantne vysSie hladiny protildtok Ig total tekisp65 sa nachadzali u JIA
systémoveho ochorenia (P < 0.001). V porovnanidsavgmi kontrolami (1/50; 2 %

boli pozorované signifikantne zvySené hladiny cellah protilatok proti Hsp70 v celej
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skupine JIA pacientov (77/209; 36.8 %; P < 0.0(ipré zahiiovala pacientov s
oligoartritidou (35/83; 42.2 %; P < 0.001) a potyitidou (42/109; 38.5 %; P < 0.001).

Na zaklade tychto vysledkov sme skumadhly protilatok anti-Hsp70 v triede
IgG a IgM. IgG protilatky proti stres- inducibilnéjsp70 prekraili cut off v skupine
JIA pacientov (59/109; 28.2 %; P < 0.001) zaipiice JIA polyatritidu (42/109; 38.5 %;
P < 0.001) a systémové ochorenie (17/17; 100 %0ME1). AvSak signifikantne nizSie
hladiny protilatok 1gG anti-Hsp70 boli detegovang JIA oligoatritidy (P < 0.001).
Signifikantne zvySené hladiny protilatok IgM antspO boli pozorované v celej
skupine JIA pacientov (120/209; 57.4 %; P < 0.0&t)ra zahiiovala pacientov s
oligoartritidou (29/83; 34.9 %; P < 0.001) a potyitidou (91/109; 83.4 %; P < 0.001).
Detailna analyza odhalila zvySené hladiny protkaemti-Hsp70 u RF- pozitivnych
pacientov.

Hladiny protildtok anti-Hsp70 v triedeQga IgM korelovali so zavaZntsu
ochorenia hodnotenou na zéklade Steinbrockovejchajkklasifikdcie a rtg nélezu.
Predpokladame, Ze tieto protilatky m6zu tiez odita@dualnu aktivitu ochorenia. Nizke
hladiny IgM a vysoké hladiny IgG protilatok u mnaly pacientov so systémovym
ochorenim mo6Zu vyjadrova Ustup charakteristickych systémovych vlastnosti
v priebehuc¢asu a silni sekundarnu alebo p&ovdl odpove’, pretoZze anamnestické
protilatky mézu pretrvawamesiace, roky alebo po cely Zivot. Signifikantné/Senie
IgG protilatok mbéze by navySe spbdsobené exacerbaciou ochorenia. V pripade
pacientov s polyartritidou, rast protilatok IgMtiarHsp70 bol doprevadzany vysokou
produkciou protilatok IgG. A naopak, nepritomtiégM bola asociovana s nedostatkom
IgG protilatok. Vyskyt protilatok IgM anti- Hsp70 reepritomnot IgG mdZe odraza
primarnu imunitni odpove

Nezistili sme Ziadnu asociaciu medzi hladinami ipxtik anti-Hsp70 a ANA,
HLA B27 a dzkou ochorenia (menej neZ 2 roky x viac nez 2 rokiyem protilatok
anti-Hsp70 v triede IgM, ktoré boli vyrazne zvySené HLA B27- pozitivhych
pacientov.

Vyskyt protilatok anti-Hsp70 je diee vysSSi u pacientov s JIA, nez u zdravych

kontrol a naznéuje ich moznu ulohu v patogenéze ochorenia.
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VIII.2.2. Vysoké hladiny 1gG protilatok proti M. bo  vis Hsp65 a jeho P180-
188 epitopu mbézu odraza t najmenej zavazné pripady JIA

(Publikované:Zlacka D, Velek J, Vavrincova P, Hromadnikova I. Antibedégainst
M. Bovis 65 KDa heat shock protein and its P180-&BBope in sera of patients with
juvenile idiopathic arthritis. 1IJBS 1007; 3: 188-93

Ako bolo spominané v predchadzajucichitkéach, mykobakterialny Hsp65 ma
kr'acovy vyznam v experimentalnom modely adjuvantneijitéady. Tato artritida moéze
byt indukovana u susceptibilnych potkanov imunizacimkompletného Freudovho
adjuvans obsahujuceho tepelne- usmrtené mykobaks#ebo pasivnym transferom
Specifickych T buniek rozpoznavajucich 180 — 188rmkyselinovd sekvenciu ™.
bovis Hsp65. Tento T burey klon je reaktivny s chrupavkovym proteoglykanom,
agreganom (van Eden, 1985). Vysokomolekularny agrgg hlavnou nekolagénnovou
zlozkou medzibunmej hmoty chrupavky. Molekularny komplex agreganu
(molekulova hmotnas 1 — 3.5 MDa) sa skladda z centralneho proteinu ,(CP)
keratansulfatovej domény (KS), dvoch chondroitifidolych domén (CS 1, CS 2),
vazbovej domény pre kyselinu hyaluronovu (G1), doymé&2 a G3 al'alSich menSich
usekov. Z funkného Wadiska su najdélezitejSie chondroitinsulfatové doynéktoré
obsahuju vEké mnoZstvo negativne nabitych glykosaminoglykaesbvyreazcov
chondroitinsulfatu. Agreganové komplexy predstavafilezitu Strukturalne - furtkid
jednotku, ktorej Racovou ulohou je akumulacia negativneho néboja a orgtvie
vysokého osmotického tlaku v tkanive, ktoryatuje vodu a viaZze ju v tkanive
chrupavky. Tento komplex tvori 50 — 85 % z celovéhy proteoglykanov. Vlastna
krizova reaktivita alebo mimikry T buniek zaloZeng& sekvetnej homoldgii medzi
sekvenciou 180-188Vl. bovis Hsp65 a chrupavkovym proteoglykanom, vyjadruje
schopnos indukova’ autoimunitny zpal.

V tejto Stadii sme u JIA pacientov skdnaporovnavali hladiny protilatok proti
M. bovisHsp65 a syntetickému peptidu P180 — 188 odvodenéhd. bovisHsp65.
Rovnako sme Studovali vah medzi hladinami anti-Hsp protilatok a pritomims
reumatoidného faktora (RF), antinuklearnych pruik&(ANA), HLA B27 a dZkou
ochorenia (menej nez 2 roky x viac nez 2 roky)aazaosou ochorenia hodnotenou na

zaklade Steinbrockovej funke] klasifikacie and rtg nalezu.
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U pacientov s juvenilnou idiopatickourgidou bola vé@Sina protilatok anti-
Hsp65 IgG izotypu (54.2 %), gom protilatky IgM anti-Hsp65 boli zvySené v mensej
miere (13.9 %). V porovnani so zdravymi kontrolapali protilatky proti M. bovis
Hsp65 (P < 0.001) a 180-188 epitopu (P < 0.00I)ede IgG signifikantne zvySené vo
vSetkych troch typoch onsetu ochorenia (JIA pohtilt, oligoartritida a systémové
ochorenie). Signifikantne zvySené hladiny IgM pdédtk proti M. bovis Hsp65 boli
pozorované u systémového ochorenia. Pacienti sanligtidou postradali produkciu
IgM protilatok proti M. bovis Hsp65. Tieto data sdiastaine zhodné s tymi, ktoré
zaznamenal O Nuallain (1993), kde pozoroval zvy3aadiny protilatok IgM a IgG
anti-Hsp65 vo vSetkych JCA skupinach. A obrateejgnti so systémovym ochorenim
ukazali slabu protilatkova odpodena peptid 180 — 188.

Porovnanim hladin protilatok préfi. bovis Hsp65 a 180-188 epitopu v ramci
populacie pacientov a zdravych kontrol, sme u Ja&igntov a zdravych kontrol zistili
signifikantne vysSie hladiny IgG a IgM protilatoktaHsp65.

NajvysSie hladiny IgG protilatok prol. bovis Hsp65 ajeho epitopu boli
pozorované u pacientov s oligoartritidou ako apaigntov bez rtg zmien a futikeho
obmedzenia, zatfa ¢o najnizSie hladiny protilatok boli detegované gipatov
s mnohymitazkymi tadiami fbového poskodenia, ktoré u dihotrvajlcej artrititigbo
artritidy v koneénom Stadiu méze liyspbsobené oslabenou a/alebo znizenou reaktivitou
imunitnych buniek a protilatok.

Tieto ndlezy m6zu naziwwa’, Ze vysoké hladiny IgG protilatok prdi. bovis
Hsp65 a jeho P180-188 epitopu mdzu odfdiamenej zavazné pripady JIRretoze
IgM protilatky proti M. bovis Hsp65 a epitopu P180-1884. bovis Hsp65 prekraili
hladiny zdravych kontrol iba u malého mnozstva pidcientov, predpokladame, Ze
nehraju ulohu v patogenéze JIA.

Téato Stadia tiez poukazala na zvySemadralnu odpové proti M. bovisHsp65
u RF pozitivnych pacientov, avSak na Ziadnu asaciedzi hladinami protilatok proti
180-188 sekvenciM. bovisHsp65 a pritomnasu RF. Nenasli sme Ziadnu asociaciu
medzi hladinami protilatok protl. bovisHsp65 a jeho epitopu a pritomiioa ANA,
HLA B27 a dzkou ochorenia.
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VIIL.3. Stidium membrénovej expresie inducibilnej f ormy Hsp70 na
synovialnych bunkach ziskanych od pacientov s reuma toidnou artritidou

a juvenilnou idiopatickou artritidou

Pouzitim réznych metdéd sa zistilo, Ze rézne Hsmhagperony (naprludsky
Hsp60, BIP, l'udské homolégy bakteridlneho Dnal chaperonu) staceiularne
nadmerne vyjadrené na artritickej synovialnej membr aby chranili bunky pred
apoptézou. Hsps chrania bunky pred rdéznymi toxidkynpodmienkami
charakteristickymi pre zapalové reumatickébyk zahtiujice hypoxiu, produkciu
vel’kého mnozstva reaktivnych kyslikovych radikalovapaovych cytokinov ako
TNFa a IL-1 (van Eden, 2003).

VIIL.3.1. Synovialne bunky ziskané zo synovialnych tkaniv pacientov
s vaznym priebehom RA/JIA su silne pozitivne na mem  branovo- vyjadrenu
Hsp70

(Publikované: Nguyen TT, Gehrmann &llacka D, Sosna A, Vavrincova P, Multhoff G,
Hromadnikova 1. Heat shock protein 70 membrane esgion on fibroblast-like

synovial cells derived from synovial tissue of @ails with rheumatoid and juvenile
idiopathic arthritis. Scand J Rheumatol 2006; 374%3.)

Pouzitim prietokovej cytometrie (FACS) esmanalyzovali synovialne bunky
fibroblastoidného typu (fibroblast-like synovialllsg ziskané kultivaciou synovialneho
tkaniva od pacientov s JIA aRA, ktori podstupifynevektomiu a skdamali sme
membranovu expresiu inducibilnej formy Hsp70. Rd&mame skimali membranovu
expresiu inducibilnej formy Hsp70 na koznych fiblastoch ziskanych z opéreej
rany a periférnych krvnych mononuklearnych bunieBNIC). Ako negativne kontroly
sme pouZzili koZné fibroblasty a periférne krvné tgoyty (PBL) zdravych kontrol.

Signifikantne vysSie percento membranasgjresie Hsp70 bolo pozorované na
synovialnych bunkach fibroblastoidného typu ziskdmy Kbov postihnutych artritidou
u RA pacientov (priemer 47.7 %) v porovnani s agoymi koznymi fibroblastami
(priemer 9.5 %, p < 0.001), kontrolnymi koznymbriiblastami (priemer 5.6 %, p <
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0.001), autolégnymi periférnymi krvnymi lymfocytnfpriemer CD45/Hsp70-positive
10.4 %, p < 0.001) akontrolnymi periférnymi  krvny lymfocytmi (priemer
CDA45/Hsp70-positive 7.7 %, p < 0.001). Rovnako gmoeorovali vysoké percento
membranovej expresie Hsp70 na synovialnych bunkébloblastoidného typu
ziskanych od JIA pacientov (priemer 35.2 %) v poan s autolognymi PBL (priemer
CDA45/Hsp70-positive 10.4 %). Synovialne bunky fllestoidného typu ziskané od RA
pacienta z fbov nepostihnutych artritidou, ktory podstupil syektémiu pre trauma,
vykazovali nizku expresiu Hsp70 (10.9 %).

Tato Studia je prvym ddkazom membranasgyresie Hsp70 na synovialnych
bunkach fibroblastoidného typu ziskanych od paoiwerd JIA a RA. Podobne ako
Martin (2003) v pripade myeloidnych dendritickychiniek v synovialnej tekutine RA
pacientov uvaZzujeme, Ze v odpovedi na trvaly sirdge by Hsp70 premiestneny
z cytozolu na bunmy povrch a/alebo Hsp70 mdZetbgez receptory proteinov
tepelného Soku zachyteny z extracelularneho priesta bunénom povrchu.

Hsp70 moZe viaga autoantigény uvmené z chronicky postihnutého
synovialneho tkaniva a prispieva JIA a RA pacientov k autoantigénnenu spracovaniu
Hsp70— autoantigénne peptidové komplexyimemé zo stresovanych alebdtwych
buniek m6zu by cez vazbu na receptory proteinov tepelného Sokb14, CD91)

endocytozované APC (DC synovialnej tekutiny) azprdované MHC molekulami.
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VIII.3.2. Hsp70 uvo neny zo zapalového synovialneho tkaniva méze by t
zachyteny na bune énom povrchu synovialnych buniek z extracelularneho

priestoru cez receptor CD91

(Publikované: Hromadnikova |, Nguyen TTHlacka D, Sedlackova L, Popelka S,
Veigl D, Pech J, Vavrincova P, Sosn&pression of HSP receptors on fibroblast-like
synovial cells derived from rheumatoid arthriti@ffected joints. Rheumatol Int 2008;
28: 837-44.)

FACS analyzou sme skumali membranovu esiprinducibilnej formy Hsp70
a Hsp receptorov: Toll-like receptor (TLR) 2 a@D14 (receptor pre lipopolysacharid -
LPS), CD36 (receptor pre kolagén typu | a trombasiim), CD40 (receptorova
molekula na povrchu B buniek, endotelialnych aed@itnych buniek), CD91 (znamy
ako a-2 makroglobulin/low density lipoproteinovy receptaa synovialnych bunkach
fibroblastoidného typu (SC) ziskanych kultivacioa gynovidlneho tkaniva od RA
pacientov podstupujucich synovektomiu a na autotdgn koznych fibroblastoch (SF)
ziskanych z opetaej rany.

Podobne ako v naSej predchadzajucejispmizorovali sme signifikantne vysSie
percento membranovej expresie Hsp70 na synovialbyokach fibroblastoidného typu
ziskanych z lbov postihnutych artritidou, nez na autolégnychzri§eh fibroblastoch
(median SC: 21.4 % x SF 5.0 %, p < 0.001). Obapwgne bunky ako aj kozné
fibroblasty, vyjadrovali relativne vysoké hladingyschovej CD91 (median SC: 80.2 %
x SF 79.2 %), av8ak Ziadne alebo nizke hladiny GO236, CD40, TLR2, TLRA4.
Okrem toho sme na RA synovialnych bunkéch fibrdbidsého typu pozorovali
vysokl membranovu ko-expresiu CD91 a Hsp70 (metl&af %), zatih co autolégne
kozné fibroblasty vykazovali iba i nizku expresiu Hsp70 (median 3.9 %, p <
0.001).

Sdasne sme skumali hladiny inducibilnej formy Hsp70 synovialnych
tekutinach, v sérach RA pacientov a v sérach Farakontrol, ktoré boli zahrnuté ako
negativne kontroly. Pozitivita na Hsp70 bola detegé v 100 % RA synovialnej
tekutiny (v rozsahu 474.5 — 1078.9, priemer 71818dian 550.1 ng/ml), zati&o séra
zdravych kontrol (v rozsahu 8.0 - 53.4, priemeR218&edian 15.8 ng/ml; p < 0.001) a
séra RA pacientov (v rozsahu 12.0 - 44.6, prierdeb,2nedian 27.7 ng/ml; p < 0.001)

boli negativne. Za pozitivne vzorky boli povazovdig ktorych hodnoty optickych
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denzit prevySovali priemernd hodnotu optickych desér zdravych kontrol plus 2 SD
(Standardna odchylka) — tzv. cut off.

Opakovane sme pozorovali vysoké percenémbranove) expresie Hsp70 na
bung&nom povrchu synovialnych buniek fibroblastoidnéhyput ziskanych od RA
pacientov. Hsp70 chrani bunky pred r6znymi toxickypmdmienkami ako su oxiday
stres, tepelny Sokfazké kovy, ischémia. NavySe, zvySena expresia Hsmz0
protektivnu tlohu proti apoptoze.

Ako sme spominali v kapitole Ill., extehalarne stresové proteiny vratane Hsps
a glukézou regulovanych proteinov (Grp) su doleditymedidtormi intracelularnej
signalizacie a transportu. Maju silny vplyv na intnd odpove’ (Srivastava, 2000
a 2001; Calderwood, 2005). Wkreenie tychto proteinov z buniek je vyvolané fyzigko
traumou, stresom, ako aj po vystaveni imunologickymebezpé&nym signalom”. Po
uvolneni do extracelularnej tekutiny, Hsps alebo Grpr€gu naviazé na povrchy
susednych buniek a inicio/aignalne kaskady, ako aj transport antigénnychig@p
(Calderwood, 2007). Mnohociinkov extracelularnych stresovych proteinov je vpra
sprostredkovanych cez bume& povrchove receptory.

Vzhradom na to, Ze sme simultanne demonstrovali vygokuahu inducibilnej
formy Hsp70 v synoviélnych tekutindch RA pacientovysokd membranovu expresiu
Hsp70 na RA synovialnych bunkach fibroblastoidn&pu, domnievame sa, Ze Hsp70
uvol'neny zo zapalového synovialneho tkaniva moézé bgxtracelularneho priestoru
zachyteny na bugeom povrchu synovialnych buniek cez receptor COPHujimaveé
je, 2e kozné fibroblasty vyjadrujuce relativne Wéohladiny povrchovej CD91,
kultivované za rovnakych podmienok, su negativnemambranovo-viazanu Hsp70.
V porovnani so synovialnou tekutinou, v sére RAi@atov boli detegované minimalne
hladiny inducibilnej Hsp70.

Vyznam interakcie Hsp70 so synovialnyminkami skrz povrchovy receptor
CD91 zostava neteny, ale mdze sprostredkavdialSie neimunitné zamery ako napr.

rozvoj rezistencie na stres- indukovanu apoptéaizt@va, 2001).
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IX. Zhrnutie

Proteiny tepelného Soku su imunodominantnymi antigénnohych patogénov.
Vysoky stupé sekvernej homoldgie hostitskych a patogénnych Hsps zvySuje riziko
prelomenia tolerancie a pripadnd anti-ikfek odpovd mbéZe vyprovokova
autoimunitny zapal u geneticky predisponovanycimjeab.

V nasich pracach sme sa zamerali nawtudlohy rekombinantnéhitudského
Hsp60, rekombinantéh. bovis BCG Hsp65 a rekombinantnéudskej inducibilnej
formy Hsp70 v patogenéze juvenilnej idiopatickeyiidy a reumatoidnej artritidy. V
Stadiu humoralnej odpovede proti proteinom tepedr&ku (rh Hsp6ayl. bovisHsp65
arh Hsp70) u pacientov s juvenilnou idiopaticketritdou (JIA) sme v porovnani so
zdravymi kontrolami nasli signifikantne zvySené difey celkovych protilatok proti
inducibilnej forme Hsp70 v celej skupine JIA pad®n Tieto protilatky boli hlavne
triedy 1gG u systémoveho ochorenia, IgM u pacienswligoartritidou a v oboch
triedach u pacientov s polyartritidu. Detailnd &mal odhalila zvySené hladiny
protilatok anti-Hsp70 u RF- pozitivnych pacientov.

Hladiny protilatok anti-Hsp70 v triede 1gG a IgM retovali so zavaZzndsu
ochorenia hodnotenou na zaklade Steinbrockovejchajkklasifikacie a rtg nalezu.
Predpokladame, Ze tieto protilatky moZzu tieZ odiatdualnu aktivitu ochorenia.
Nezistili sme Ziadnu asociaciu medzi hladinami itttk anti-Hsp70 a ANA, HLA
B27 a dzkou ochorenia (menej neZ 2 roky x viac nez 2 rpkiyem protilatok anti-
Hsp70 v triede IgM, ktoré boli vyrazne zvySené WAHB27- pozitivnych pacientov.

Vyskyt protilatok anti-Hsp70 je diee vysSi u pacientov s JIA, nez u zdravych
kontrol a naznéuje ich moznu ulohu v patogenéze ochorenia.

Rovnako sme u pacientov s JIA skumali a poroviidvadiny protilatok proti
M. bovisHsp65 a syntetickému peptidu P180 — 188 odvodenéhd. bovisHsp65.
Vacsina protilatok bola anti-Hsp65 IgG izotypu,dann protilatky IgM anti-Hsp65 boli
zvysSené v mensSej miere. V porovnani so zdravymiredami boli protilatky protiM.
bovis Hsp65 a 180-188 epitopu v triede IgG signifikanawySené vo vSetkych troch
typoch onsetu ochorenia.

Vysoké hladiny 1gG protilatok protiM. bovis Hsp65 a jeho epitopu boli
pozorované u pacientov s oligoartritidou ako apaigntov bez rtg zmien a futikeho

obmedzenia, zatfato nizke hladiny protilatok boli detegované u patogrs mnohymi
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tazkymi $tadiami fbového poskodenia. Porovnanim hladin protilatokipgvb bovis
Hsp65 a 180-188 epitopu v rdmci populacie paciemtadravych kontrol sme u JIA
pacientov a zdravych kontrol zistili signifikantngsSie hladiny IgG a IgM protilatok
anti-Hsp65.

Tieto nalezy m6zu naztowa’, Ze vysoké hladiny IgG protilatok prdl. bovis
Hsp65 a jeho P180-188 epitopu mdzu odiaiamenej zavazné pripady JIA. Pretoze
IgM protilatky proti M. bovis Hsp65 a epitopu P180-1884. bovis Hsp65 prekraili
hladiny zdravych kontrol iba u malého mnozstva pidcientov, predpokladame, Ze
nehraju dlohu v patogenéze JIA.

V Stadiu membranovej expresie inducibilnej formypF8 sme detegovali vysoku
membranovu expresiu Hsp70 na synovialnych bunkathioliastoidného typu
ziskanych zo synovialnych tkaniv postihnutych amtmitnym zapalom. Uvazujeme,
Ze v odpovedi na trvaly stres mozet'tiysp70 premiestneny z cytozolu na btme
povrch a/alebo Hsp70 mozetbgez receptory proteinov tepelného Soku zachyteny
Z extracelularneho priestoru na bémem povrchu. WalSej praci sme analyzovali
pritomnos$ receptorov proteinov tepelného Soku (TLR2 a TLERB14, CD36, CD40
a CD91) na synovialnych bunkach fibroblastoidnéputu RA pacientov. Synovialne
bunky ako aj kozné fibroblasty vyjadrovali relatévmysoké hladiny povrchovej CD91,
avSak Ziadne alebo nizke hladiny ostatnych receptolOkrem toho sme na
synovialnych bunkéach fibroblastoidného typu pozatovysoku ko-expresiu CD91 a
Hsp70 a zarove sme u JIA/RA pacientov detegovali vysoké hladimgucibilnej
Hsp70 v synovialnej tekutine.

Domnievame sa, Ze inducibilna Hsp70 Inena zo zpalového synovialneho
tkaniva moze bty z extracelularneho priestoru zachytena na &mm@ povrchu
synovialnych buniek cez receptor CD91.

V Stadiu humoralnej odpovede proti pmoten tepelného Soku vo tahu k
potransplantenym komplikacidm  po alogénnej transplantacii hepaétickych
kmeiovych/progenitorovych buniek (HSCT) sme zistili, @eotilatky proti proteinom
tepelného Soku Hsp60, Hsp65 a Hsp70 (celkovy imiabodin, 1gG algM) boli
detegované pred zahajenim av priebehu pripravmébionu ai v celom obdobi po
transplantacii. Nenasli sme Ziaderrata medzi protilatkami proti proteinom tepelného
Soku Hsp60, Hsp65, Hsp70, vyskytom a zavazmosakutnej GvHD a/alebd’alSimi
potransplant&nymi komplikaciami.

Statisticka analyza odhalila, Ze hladiny protilapkti proteinom tepelného Soku
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zostali po transplantéacii v mnohych pripadoch ugrdov bez GvHD a u pacientov

sonsetom GvHD na pre- transplam@ch hladinach alebo po  transplantacii
signifikantne poklesli. Dovodom je pravdepodobndyvppripravného rezimu alebo

imunosupresivnej terapie po transplantacii. N&pieenu boli po transplantacii zvysené
protilatky IgM anti-Hsp60, anti-Hsp65 a anti- HspiOpacientov, u ktorych sa objavila
zavazna infekcia v potransplaét@am obdobi.

Zvysené hladiny protilatok IgG a IgM anti-Hsp60tigisp65 a anti-Hsp70 boli
pozorované u pacientov s bakterialnou ammeeu infekciou v zavislosti na
etiologickom agens. Pacienti, u ktorych sa v rann@ebo v neskorSom obdobi po
transplantacii rozvinul@azka infekcia alebo septikémia, mali navzdory p&kjice]
imunosupresivnej likbe zvySené hladiny protilatok. V naSej Studii stieenonstrovali
de novohumoralnu odpow® proti proteinom tepelného Soku Hsp60, Hsp65 a Bisp7
subore pacientov s aktualnou infekciou sp6sobéfiebsiella pneumoniaéanti-Hsp60,
anti-Hsp65 a anti-Hsp70)Pseudomonas aeruginoséanti-Hsp60, anti-Hsp70) a
Aspergillus fumigatuganti-Hsp65).

Na zaver mézme zhthZe protilatky proti proteinom tepelného Soku bghin
byt produkované po alogénnej transplantacii hemataopgeh
kmeiovych/progenitorovych buniek vo fahu k infekcii v zavislosti na etiologickom

agens; avSak potransplatrié komplikacie samy o sebe maju maly vplyv.
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