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ednym z markeréw rokowniczych w no-

wotworach sutka u ludzi sa biatka szo-
ku cieplnego (1, 2). Biatka szoku cieplne-
go (heat shock proteins — Hsp) odgrywaja
wazna role w utrzymaniu homeostazy ko-
morek zaréwno w warunkach fizjologicz-
nych, jak i w stresie. Bialka szoku ciepl-
nego naleza do najstarszych ewolucyjnie
systemow ochrony w komdrce. Stanowia
one homogenna grupe okoto 20 biatek
o konserwatywnej sekwencji aminokwa-
sowej. Stwierdzane sa w komdrkach orga-
nizméw Procaryota i Eucaryota, znajdu-
ja sie w cytoplazmie, maja zdolno$¢ wia-
zania sie z cytoszkieletem oraz wystepuja
w wielu organellach komérkowych (3, 4, 5).

Wykazano, ze aktywacje genéw kodujacych
Hsp powoduja liczne egzogenne i endo-
genne czynniki, ktérymi moga by¢: analo-
gi aminokwaséw, metale ciezkie, alkohole,
wolne rodniki, wiele trucizn metabolicz-
nych, zmiana pH $rodowiska, zakazenia
wirusowe i bakteryjne, niedobér glukozy,
cytokiny, promieniowanie UV i inne (6, 7).
Poniewaz Hsp indukowane sa przez r6zno-
rodne czynniki, nazwano je biatkami stre-
sowymi, a proces, w wyniku ktérego sa syn-
tetyzowane, reakcja stresowa (8, 9). Zmiana
ekspresji tych bialek zostata po raz pierw-
szy zaobserwowana przez F.M. Ritossa
w 1962 r. w komérkach muszki owocowej
Drosophila melanogaster (6, 7, 10).

Charakterystyczna cecha tych biafek,
wrecz niespotykana w przyrodzie, jest ich
uniwersalno$¢ (11). Analiza gen6éw kodu-
jacych biatka stresowe u bakterii, drozdzy,
muszki owocowej i cztowieka pozwoli-
ta wykazad, ze sa one w wysokim stopniu
homologiczne (9). Niektére geny koduja-
ce Hsp sa odczytywane w procesie trans-
krypcji w warunkach fizjologicznych, ze
znacznie jednak mniejsza wydajnoscia niz
w warunkach stresu komérkowego. Biatka
szoku cieplnego sa stale produkowane na
poziomie 5-10% wszystkich biatek wytwa-
rzanych przez komérke. Powstaja w prze-
biegu cyklu komdérkowego podczas réz-
nicowania, embriogenezy lub przy stymu-
lacji przez komérkowe czynniki wzrostu.
Sygnalem informujacym komoérke o ko-
niecznosci pobudzenia ekspresji genéow
hsp moga by¢ takze zmiany wlasciwo-
$ci blony cytoplazmatycznej. Bialka szo-
ku cieplnego stanowia przypuszczalnie
ogniwo alternatywnych szlakéw metabo-
licznych uruchamianych podczas prawi-
dlowych proceséw fizjologicznych oraz
w stanach patologicznych (12, 13, 14, 15,
16, 17). Biatka te tacza komoérke ze $wiatem
zewnetrznym, a dziatanie Hsp jest $cisle
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zwigzane z wewnatrzkomérkowym meta-
bolizmem biatek. Ich zadaniem jest ochro-
na innych biatek wewnatrzkomérkowych
przed proteoliza indukowana czynnika-
mi stresowymi, takimi jak: podwyzszona
temperatura, wolne rodniki, niedotlenie-
nie, zakazenia, stres chemiczny i czynniki
mechaniczne. Biatka szoku cieplnego po-
wstaja w mitochondriach i dlatego moz-
na je wykaza¢ w cytoplazmie. Pelnig funk-
cje ,opiekunczg” w stosunku do pozosta-
tych biatek komdrkowych. Stwierdzono,
ze Hsp wspéldziataja z makrofagami, ko-
morkami dendrytycznymi, limfocytami T,
indukujac uwalnianie cytokin i chemokin
oraz odgrywaja istotna role w dojrzewa-
niu i migracji komoérek dendrytycznych
(18, 19, 20, 21). Hsp dziataja jako adiu-
wanty, ktére sprzyjaja odpowiedzi cytotok-
sycznej limfocytéw w stosunku do bialek
i peptyd6éw pozostajacych z nimi w kom-
pleksach (22, 23, 24, 25).

Biatka z rodzin Hsp90 i Hsp70

Réznorodnos$¢ biatek stresu pojawiajacych
sie w komdrkach po szoku termicznym
zrodzila ich klasyfikacje, przy czym jako
kryterium przyjeto mase czasteczkowa.
Na tej podstawie wyrézniono kilka rodzin
(9, 26, 27): Hsp100 (m.cz. 100-110 kDa),
Hsp90 (m.cz. 80-100 kDa), Hsp70
(m.cz.68-78kDa)iHsp20 (m. cz. 18—-32kDa).
Biatka z rodziny Hsp90 sa syntetyzowane
zaréwno w warunkach prawidlowych,
jak i pod wplywem zadzialania czynni-
kéw stresogennych. W komérkach ssakéw
Hsp90 wystepuje w dwoch izoformach —
Hsp90 alfa oraz Hsp90 beta, ktére tworza
oligomeryczne kompleksy. Sa one zwia-
zane z licznymi biatkami komérkowymi,
w tym z receptorami hormonéw steroido-
wych oraz kinaz fosforylujacych podjed-
nostke alfa eukariotycznego czynnika ini-
cjujacego transkrypcje (7, 28, 29, 30, 31).
Hsp70 wyrdzniaja sie sposréd innych Hsp
najwieksza stabilnoscia ewolucyjng i naj-
wiekszym miedzygatunkowym podo-
bienstwem (32, 33). Czasteczki z rodziny
Hsp70 wiaza si¢ z niektérymi, nowo syn-
tetyzowanymi biatkami i zapobiegaja two-
rzeniu sig ich nieprawidlowych konforma-
¢ji. Ponadto sq zaangazowane w rozwijanie
bialek cytoplazmatycznych i biora udzial
w transporcie tych bialek do nowych orga-
nelli, miedzy innymi mitochondriéw i sia-
teczki srédplazmatycznej (34, 35, 36). Eks-
presja Hsp70 odgrywa istotna role w na-
bywaniu termotolerancji, czyli opornosci
komorki na dziatanie wysokiej, letalnej
temperatury. Geny dla Hsp70 sa zlokalizo-
wane w obszarze ukladu zgodnosci tkan-
kowej MHC, pomiedzy regionami genéw
IiII klasy, co pozwala przypuszczal, ze
czasteczki te moga by¢ wlaczone w pro-
ces prezentacji antygendéw (37). Wykazano,
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ze Hsp70 moze stuzy¢ jako marker uszko-
dzen neuronéw (38, 39).

Rola biatek szoku cieplnego

Bialkom szoku cieplnego przypisuje sie
wazng role w procesach apoptozy. Moga
one wykazywa¢ dzialanie pro- lub anty-
apoptotyczne. Poniewaz apoptoza i eks-
presja bialek szoku cieplnego sa induko-
wane przez te same czynniki, zaczeto do-
szukiwac sie korelacji miedzy tymi dwoma
procesami. Od pewnego czasu zaczyna
sie docenia¢ udzial Hsp z rodziny Hsp70
i Hsp90 w ochronie komérek przed dzia-
faniem réznych czynnikéw apoptogen-
nych (40, 41, 42, 43), prowadzacych m.in.
do rozwoju choréb autoimmunologicz-
nych, neurodegeneracyjnych oraz uszko-
dzen tkanek wywotanych niedokrwieniem
(44). Molekularne zjawiska zachodzace
podczas apoptozy opieraja si¢ na stalej
obecnosci w komoérce biatek zdolnych do
inicjacji transdukcji sygnatu $mierci oraz
bialek bezposrednio biorgcych udziat w fa-
zie wykonawczej. Mechanizmy, za pomo-
ca ktérych Hsp moduluja proces apop-
tozy, moga stanowi¢ rodzaj czasowej in-
hibicji niektérych genéw kodujacych te
biatka, moga tez polega¢ na zatrzymaniu
uszkodzenia komoérkowego, ostabieniu
sygnalu §mierci lub przerwaniu aktywa-
¢ji lub aktywno$ci sensoréw i czasteczek
efektorowych (6, 45, 46). Wykazano an-
tyapoptotyczne dziatanie Hsp70 po dzia-
faniu zaréwno szoku termicznego, jak
i TNF — alfa, doksorubicyny lub w warun-
kach nadekspresji kaspazy-3 (42). Hamu-
jacy wplyw Hsp70 na apoptoze potwier-
dzily badania na komérkach nowotworo-
wych z uzyciem kwercetyny. Wykazano,
ze dlugotrwate traktowanie komérek no-
wotworowych kwercetyna powoduje cza-
sowe obnizenie poziomu Hsp70, jak réw-
niez hamuje p6zniejszg odpowiedz Hsp70
na szok termiczny, co w rezultacie umozli-
wia kwercetynie indukcje apoptozy. Jeze-
li natomiast komérki nowotworowe naj-
pierw byly poddane szokowi i dochodzito
w nich do syntezy Hsp70, p6éZniejsze trak-
towanie kwercetyna nie wywotalo smier-
ci komérki (41, 47). Wykazano, ze bial-
ko Hsp70 w mitochondriach wystepuje
w kompleksie z prokaspaza-3, uniemoz-
liwiajac tym samym jej aktywacje. Bial-
ka te moga dziala¢ w wielu réznych miej-
scach szlakow sygnatowych. Stwierdzono,
ze bialka te hamuja kinazy JNK, zapobie-
gaja tworzeniu si¢ apoptosomu uniemoz-
liwiajac polaczenie sie cytochromu c z po-
zostalymi skladnikami apoptosomu, nie
dopuszczaja réwniez do proteolizy pro-
kaspazy 9. Hsp70 neutralizuje tez dzia-
tanie czynnika AIF, ktory jest odpowie-
dzialny za apoptoze niezalezna od kaspaz
(41, 43, 47, 48, 49).
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The purpose of this paper was to present a novel ap-
proach in pathomorphological diagnosis of mam-
mary gland tumors in bitches. Heat-shock proteins
(HSPs), are among new proteins induced in cells un-
der stress conditions. They are also called “stress pro-
teins” and belong to the group of evolutionary most
conserved molecules that play a fundamental role
in maintaining cellular integrity. Neoplastic cells are
subjected to many molecular stressors so HSPs pro-
duction and their levels are significantly elevated in
tumors. The role of these proteins in carcinogenesis
however, has not been clearly defined. Studies in hu-
mans confirmed that HSPs level may be an impor-
tant predictor in breast cancer. There are only few
data concerning heat shock proteins expression in
canine mammary gland tumors. However, increased
production of HSPs was found in squamous cell car-
cinoma and cervical cancer in dogs. Here, the link-
age between the expression of HSPs and other neo-
plastic markers in mammary gland tumors in bitch-

es was discussed.
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Interesujacym zagadnieniem jest od-
dzialywanie Hsp z bialkiem p53. Istnieje
przypuszczenie, ze podczas dzialania stre-
su zlokalizowany w cytoplazmie ,dziki”
typ p53 (p53wt) moze cze$ciowo przecho-
dzi¢ w forme zmutowana (p53mut). ,Dzi-
ki ” typ p53 moze by¢ transportowany do
jadra w obecno$ci Hsp90, ktére stabilizu-
je jego strukture, natomiast p53mut, ktéry
nie wiaze si¢ bezposrednio z Hsp90, two-
rzy w cytoplazmie niefunkcjonalne kom-
pleksy. Réwniez wykazano, ze Hsp90 sta-
bilizuja wiazanie p53 do promotora genu
biatka P21 (50, 51, 52). Hsp70 i Hsp90
moga takze wykazywac¢ proapoptotycz-
ne dzialanie w stosunku do czynnikéw
inicjujacych dziatanie maszynerii $mier-
ci komoérkowej, czyli receptoréw $mierci,
m.in. FAS/APO-1.

Biatka szoku cieplnego w onkologii
weterynaryjnej - obecny stan wiedzy

Z badan prowadzonych u ludzi wynika, ze
bialka szoku cieplnego moga by¢ waznym
czynnikiem prognostycznym nowotworéw
sutka (53). Niewiele jest jednak danych do-
tyczacych ekspresji biatek szoku cieplne-
go w nowotworach gruczotu sutkowego
u suk, jak réwniez nie zostala precyzyj-
nie okreslona rola tych bialek w procesie
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Ryc. 1. Gruczolakorak prosty (adenocarcinoma simplex), IHC obraz komorek wykazujacych ekspresje Hsp70,

pow. 100x (rycina z badai wtasnych)

karcynogenezy. Na podstawie dotychcza-
sowo prowadzonych badan stwierdzono
jedynie, ze ekspresja bialek szoku cieplne-
go w nowotworach sutka u suk ma miej-
sce, lecz nie wykazano powiazan tych bia-
tek z innymi markerami nowotworowymi.

Seymour (54), ktéry prowadzil bada-
nia dotyczace raka $luzéwki macicy u ko-
biet stwierdzil, ze bialka szoku cieplnego
sa przydatnym markerem w diagnostyce
tych nowotworéw. Ekspresje Hsp27 bada-
no tez w raku piersi u kobiet (55) i stwier-
dzono zwiazek pomiedzy ekspresja tego
biatka a stopniem zréznicowania komé-
rek guza. Z badan Storma (56) zas wy-
nika, ze guzy, w ktérych obecna jest eks-
presja Hsp27 wykazuja wyzszy stopien
zlosliwosci niz guzy, gdzie ekspresja tego
bialka byla negatywna. Ekspresje biatek
Hsp70 i Hsp90 w raku piersi u kobiet ba-
dat Kumaraguruparan (57), ktéry stwier-
dzit korelacje miedzy ekspresja obu bia-
fek a aktywnoscig proliferacyjng. Wyka-
zal on ponadto, ze bialka szoku cieplnego
sq istotnym czynnikiem prognostycznym.
Hsp70 wykryto tez w prawidtowych tkan-
kach przewodu pokarmowego, ale zwiek-
szona ekspresje tego bialka obserwowano
w nowotworach przewodu pokarmowego
(58). Przypuszcza sie, ze Hsp70 odgrywa
wazna role w stopniu zréznicowania ko-
morek guza, co moze wskazywac, ze bial-
ko to jest istotnym czynnikiem progno-
stycznym (58).

W medycynie weterynaryjnej podobne
badania sa prowadzone, ale na mniejsza
skale. U pséw ekspresje biatek szoku ciepl-
nego badano w prawidlowej skorze i raku
plaskonablonkowym skéry (59) oraz w za-
kaznym guzie wenerycznym (guz Sticke-
ra; 60). W raku gruczolu sutkowego u suk

podobne badania prowadzita Rommanuc-
ci (61), ktéra stwierdzita ekspresje biatek
z rodziny Hsp70 i Hsp90 w gruczolakora-
kach prostych i zlozonych oraz litych. Eks-
presje tych bialek obserwowata w cytopla-
zmie, ale tez w jadrach komdrek nowotwo-
rowych (rye.1). Rommanucci (61) w swoich
badaniach nad rakami gruczotu sutkowe-
go suk nie podjeta préby sprawdzenia, czy
istnieja zalezno$ci miedzy bialkami szoku
cielnego a innymi markerami nowotworo-
wymi (61). Swoja uwage skupila na okresle-
niu stopnia ekspresji bialek i ich lokalizacji
w komérkach nowotworowych. Ekspresje
Hsp90 stwierdzila we wszystkich badanych
guzach (raki proste i zlozone) i wykaza-
fa, Ze bialka te wiaza sie ze zla prognoza
i biorg udzial w karcynogenezie, podob-
nie jak biatko Hsp27. Autorka na podsta-
wie wynikéw, ktére uzyskata w badaniach
zasugerowala, ze biatka Hsp moga odgry-
wac wazna role w procesie karcynogene-
zy (61). Dane literaturowe (62) $wiadczg,
iz w komoérkach raka sutka nadekspresja
Hsp70 réwniez wiaze sie ze zla prognoza.

Na podstawie przegladu pismiennic-
twa nasuwa sie pytanie — czy dotychcza-
sowa wiedza na temat bialek szoku ciepl-
nego w nowotworach gruczotu sutkowe-
go u suk jest wystarczajaca, aby uznad te
biatka za nowy marker w diagnostyce tych
guzéw i wlaczy¢ je do rutynowej diagno-
styki? Z pewnos$cia wymaga to dalszych
badan, ktére potwierdzityby dotychczaso-
we wyniki uzyskane przez badaczy. Wéw-
czas istnialaby mozliwo$¢ wlaczenia biatek
szoku cieplnego w panel dotychczas uzna-
nych czynnikéw rokowniczych i predykcyj-
nych w nowotworach gruczotu sutkowego
u suk, takich jak: indeks mitotyczny, indeks
znakowanej tymidyny, ekspresja antygenu

jadrowego Ki-67 i antygenu jadrowego ko-
morek dzielacych sie PCNA, a takze eks-
presja receptoréw estrogenowych (ER)
i progesteronowych (PgR).

Potwierdzenie dotychczasowych wyni-
kéw badan pozwolifoby na uznanie bialek
szoku cieplnego za nowy marker w ocenie
immunohistochemicznej nowotworéw
gruczotu sutkowego u suk, jak réwniez na
stosowanie bialek szoku cieplnego w ru-
tynowej diagnostyce patomorfologicznej.

Mechanizmy ochronnego dziatania Hsp
w apoptozie nie sa jeszcze w pelni pozna-
ne, lecz, wykorzystujac wysoka immuno-
genno$¢ bialek szoku cieplnego, czynione
sq proby z zastosowaniem ich do produkcji
szczepionek, ktore w przysztosci moga ode-
gra¢ wazna role w transplantologii, w za-
pobieganiu i leczeniu choréb autoimmu-
nologicznych, zakaznych i nowotworéw.
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