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Biatka szoku termicznego (HSP, ang. Heat Shock Proteins) to grupa wysoce ewolucyjnie
konserwowanych biatek opiekunczych (ang. chaperones) oraz proteaz, wystepujacych
we wszystkich poznanych organizmach prokariotycznych i eukariotycznych. Biatka HSP
klasyfikuje sie wedtug masy czasteczkowej wyrazonej w kilodaltonach (kDa) do rodzin:
HSP100, HSP90, HSP70, HSP60, HSP40 oraz sHSP (matych biatek szoku termicznego).
Ich aktywno$¢, zaré6wno ATP-niezalezna, jak i zalezna od ATP, wspomaga procesy
dojrzewania biatek, ponownego faldowania biatek zdenaturowanych, stabilizacji
ich natywnej struktury, degradacji nieprawidtowo sfatdowanych biatek oraz transportu
polipeptydéw. Na poczatku lat dziewiec¢dziesigtych minionego wieku N-konicowa domena
HSP90 (NTD, ang. N-terminal domain) zostala rozpoznana jako potencjalny -cel
molekularny w terapii nowotworéw. Najnowsze badania wskazuja réwniez na udziat
HSP90 w rozwoju nieinfekcyjnych choréb zapalnych i autoimmunologicznych. HSP90
odpowiada za regulacje aktywnosci ponad 300 substratéw biatkowych, w tym kinaz, ligaz
ubikwitynowych, receptoréw steroidowych, cyklin i czynnikéw transkrypcyjnych, ktére
uczestniczg w podstawowych procesach komdérkowych, takich jak przezycie, wzrost,
réznicowanie i apoptoza. U ssakdw wyrdznia sie cztery gtéwne izoformy HSP90: GRP94
(zlokalizowanag w retikulum endoplazmatycznym), TRAP-1 (obecng w mitochondriach)
oraz izoformy cytoplazmatyczne - HSP90a i HSP90B. HSP90B ulega konstytutywnej
ekspresji, natomiast ekspresja HSP90a moze by¢ indukowana przez réznego rodzaju
stresory komorkowe, takie jak stres oksydacyjny, promieniowanie UV czy hipertermia.
HSP90a moze by¢ takze wydzielana do srodowiska zewnatrzkomérkowego (eHSP90a),
gdzie petni funkcje sygnalizacyjne i immunomodulacyjne, m.in. uczestniczy w procesach
gojenia ran, angiogenezy i metastazy. Co istotne, eHSP90a moze indukowa¢ odpowiedZ
humoralng prowadzgca do wytwarzania przeciwciat anty-HSP90, ktorych podwyzszone
stezenie obserwowano w niektdrych chorobach autoimmunologicznych. Inhibitory
aktywnosci chaperonowej HSP90, takie jak 17-AAG i STA-9090, wigza sie z domeng NTD
z wiekszym powinowactwem niz ATP, co prowadzi do proteasomalnej degradacji biatek
zaleznych od HSP90. Uwaza sie, Ze immunosupresyjny efekt tego typu inhibicji moze
wynika¢ m.in. z aktywacji czynnika transkrypcyjnego HSF-1, ktory reguluje ekspresje

genow immunoregulacyjnych, takich jak HSP70 i IL-10; ekspansji immunosupresyjnych



populacji limfocytéow T i B regulatorowych; inaktywacji prozapalnych czynnikéw
zaleznych od NF-xB; oraz blokowania szlakéw sygnalizacyjnych, takich jak JAK-STAT
i MAPK.

Atopowe zapalenie skéry (AZS) jest jedna z najczestszych przewlektych choréb
zapalnych skory, o globalnej czesto$ci wystepowania do 15-30% u dzieci i 2-10%
u dorostych. Jest to schorzenie o podtozu alergicznym, charakteryzujgce sie intensywnym
neurogennym S$wigdem oraz nawracajgcymi zmianami skérnymi w postaci rumienia,
przesuszenia i nadzerek. Patogeneza AZS nie jest w petni poznana, cho¢ kluczowe
znaczenie przypisuje sie zaburzeniom ciggtoSci bariery skornej. AZS wigze sie
z mutacjami genu kodujacego filagryne - kluczowe biatko barierowe - co prowadzi do
zwiekszonej aktywacji uktadu odpornosciowego. Zaburzenia immunologiczne wywotuja
stan zapalny, ktory wtérnie uszkadza bariere skérng, zaburza mikrobiom i utatwia
penetracje alergenéw. W patogenezie AZS udziat biorg rézne populacje komdrkowe,
w tym subpopulacje limfocytéw pomocniczych Th1, Th2 i Th17, ktérych nadmierna
aktywacja prowadzi do nasilonej produkcji cytokin prozapalnych. Aktywacja limfocytow
T sprzyja rowniez proliferacji, migracji i aktywacji eozynofilii. Istotna role odgrywaja
takze keratynocyty, fibroblasty i komoérki dendrytyczne, ktére wydzielajg liczne cytokiny,
mediatory, chemokiny i alarminy. U okoto 80% pacjentow z AZS stwierdza sie
podwyzszone stezenie krazacych IgE, ktore moga aktywowac¢ komorki tuczne. Leczenie
AZS ma charakter indywidualny i ukierunkowane jest na odbudowe bariery naskérkowej,
redukcje stanu zapalnego oraz tagodzenie swigdu. Obejmuje ono stosowanie emolientow,
miejscowych kortykosteroidéw lub inhibitoréw kalcyneuryny, a w ciezszych
przypadkach ogdélnoustrojowa immunosupresje lub leczenie biologiczne. Mimo
skutecznosci leczenia objawowego, zadna z obecnych terapii nie prowadzi do trwatego

wyleczenia, a ich stosowanie wigze sie z ryzykiem dziatan niepozadanych.

Celem niniejszej rozprawy bylo zbadanie roli HSP90 w rozwoju AZS oraz ocena
wplywu inhibicji HSP90 za pomoca STA-9090 i 17-AAG, na procesy zapalne

charakterystyczne dla AZS, zaréwno in vitro, jak i w mysim modelu choroby.



W toku badan wykazano istotnie wyzsze stezenie eHSP90a oraz przeciwciat IgE
anty-HSP90a w surowicy pacjentéw z AZS w poréwnaniu do dopasowanej grupy
kontrolnej. Zaobserwowano réwniez dodatniag korelacje pomiedzy poziomem eHSP90«
a nasileniem objawéw choroby ocenianych w skali SCORAD (ang. Scoring Atopic
Dermatitis). Swoistos¢ eHSP90a jako biomarkera AZS potwierdzono poprzez analize
poréwnawczg z opryszczkowatym zapaleniem skory (DH, tac. Dermatitis herpetiformis,
choroba Duhringa), co moze mie¢ znaczenie w diagnostyce réznicowej. W tym badaniu
83,9% (26/31) pacjentéow z AZS miato podwyzszone stezenie HSP90a, w poréwnaniu
do 0% (0/26) pacjentow z DH. Kolejnym etapem badan zmierzajacych do okreslenia roli
Hsp90 w patogenezie AZS byly eksperymenty prowadzone w mysim modelu AZS,
indukowanym przez naskérng aplikacje 1-chloro-2,4-dinitrobenzenu (DNCB).
Dootrzewnowe podanie STA-9090 prowadzito do istotnego zmniejszenia aktywnoSci
choroby (w ocenie skali SCORAD), redukcji hiperplazji naskérka, mniejszej infiltracji
leukocytéw oraz tagodzenia $wigdu. Réwniez aplikacja miejscowa STA-9090 obnizata
aktywno$c¢ choroby, zmniejszata poziom IgE w surowicy i zwiekszata ekspresje filagryny
w skérze. Obie formy terapii byly dobrze tolerowane i nie wywotywaty skutkéw
ubocznych. Z uwagi na wieksza skuteczno$¢ oraz potencjat aplikacyjny, dalsze badania
przedkliniczne skoncentrowano na miejscowej inhibicji HSP90 za pomocg 17-AAG.
Terapia ta zmniejszata aktywnos$¢ choroby, redukowata hiperplazje naskoérka oraz
obnizata ekspresje TSLP, IL-5, IL-6 oraz aktywno$¢ NF-kB w skérze. Obserwowano
rowniez spadek liczby eozynofili we krwi oraz obnizenie aktywnos$ci peroksydazy
eozynofilowej (EPX) w skorze. Immunosupresyjny efekt 17-AAG na ograniczenie
produkcji alarmin, cytokin charakterystycznych dla odpowiedzi typu Th oraz
reaktywnych form tlenu zostat dodatkowo rozwiniety w badaniach in vitro
z wykorzystaniem ludzkich hodowli keratynocytéw, limfocytéw T CD4+ oraz eozynofili
stymulowanych odpowiednimi czynnikami zapalnymi. Co istotne, sekwencjonowanie
nowej generacji (NGS) wykazato, Zze miejscowa terapia 17-AAG czeSciowo przywraca
réwnowage mikrobiomu jelitowego u myszy z AZS. Ponadto wykazano, ze 17-AAG
zmniejsza zdolno$¢ Staphylococcus aureus do produkcji biofilmu - patogenu
oportunistycznego uznawanego za istotny w patogenezie AZS ze wzgledu na jego role jako
zrédta superantygenow oraz czynnika zaostrzajgcego przebieg choroby. Zaobserwowano
rowniez zwiekszong aktywno$¢ (=deacetylacje) HSP90 oraz wzrost aktywnosci EPX

w leukocytach izolowanych od pacjentow z AZS. Dodatkowo, badania in vitro wykazaty,



ze inhibicja aktywno$ci chaperonowej HSP90 prowadzi do zwiekszonej acetylacji
HSP90a, co moze czeSciowo wyjasniaé obserwowane efekty immunomodulujgce

i terapeutyczne u zwierzat.

Uzyskane w ramach rozprawy wyniki po raz pierwszy wskazujg na istotng role
HSP90 w patogenezie atopowego zapalenia skory. Co szczegdlnie wazne, wykazano
potencjat diagnostyczny eHSP90a jako biomarkera AZS oraz potencjat terapeutyczny
inhibicji HSP90 - zwtaszcza w formie terapii miejscowej - w tagodzeniu objawow choroby.
Otwiera to nowe perspektywy dla opracowania bardziej skutecznych, ukierunkowanych

terapii oraz narzedzi diagnostycznych w leczeniu AZS.



