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1. UvOD

Proteini toplinskog Soka (engl. heat shock proteins, HSP) grupa su vrlo konzerviranih proteina
poznatih i pod imenom molekularni $aperoni. Otkrio ih F. Ritossa 1962. godine tijekom istrazivanja reakcije
modelnog organizma na toplinski Sok, a danas je njihova prisutnost potvrdena i u arhejama i eubakterijama
(Sevin i sur. 2015). Osim njihove klju¢ne uloge u odrzavanju staniéne homeostaze i zastiti stanice od $tetnih

ucinaka stesa ukljuéeni su i u poticanje protutumorskog odgovora urodene i adaptivne imunosti.

Anti-tumorska imunost predstavlja odgovor urodene i adaptivne imunosti na stanice tumora. Stanice
imunosnog sustava prepoznaju i unistavaju klonove abnormalnih stanica i prije nastanka tumora. To je vazan
zaStitni mehanizam tijela koji onemogucava razvoj i progresiju tumora (Abbas i sur. 2018). Tumorske kao
i sve ostale stanice u citoplazmi sadrze molekule HSP koje izlaskom iz stanice dobivaju ulogu pokretaca
imunosne reakcije. Urodena imunost predstavlja prvu liniju obrane protiv promijenjenih stanica koju
posreduju fagociti i prirodnoubilacke stanice, a HSP ih mogu sami aktivirati ili olaksati njihovu aktivaciju
drugim antigenima. Ispusteni HSP-ovi pospjeSuju unos tumorskih antigena u antigen-predo¢ne stanice i
indukciju adaptivne imunosti. Glavni posrednici anti-tumorske adaptivne imunosti su citotoksi¢ne stanice
T (Calderwood 2018).



2. PROTEINI TOPLINSKOG SOKA

Proteini toplinskog Soka imaju klju¢nu ulogu u stanicama jer sudjeluju u procesima smatanja i
sazrijevanja novosintetiziranih proteina, sastavljanju proteinskih komplekasa te inhibiciji denaturacije
proteina (Yang i sur. 2021). Konstitutivno eksprimirani ¢lanovi ove vrste proteina postoje u svim stani¢nim
odjeljcima i esencijalni su za funkciju stanice, dok se inducibilni ¢lanovi eksprimiraju u uvjetima stresa,
najceSce toplinskog Soka. Sintetiziraju se u raznim fizioloskim i okoliSnim uvjetima koji vode do
nakupljanja nesmotanih proteina poput anoksije, hipoksije, prisutnosti teSkih metala, upale, infekcije ili
tijekom antitumorske kemoterapije kako bi se odrzale pravilne strukture i funkcije stani¢nih proteina i
stanica zastitila od apoptoze (Wu i sur. 2017). Posljednjim istrazivanjima otkrivena je i njihova uloga u
onkogenezi i malignoj progresiji prijenosom signala za proliferaciju i diferencijaciju stanica, regulaciju

stani¢nog ciklusa, izbjegavanje apoptoze, metastaziranje, invaziju i angiogenezu (Yang i sur. 2021).

Buduéi da u vrijeme otkrica nije bila poznata njihova uloga, tim su proteinima dodijeljena imena
prema njihovoj molekularnoj masi izrazenoj u kilodaltonima pa se danas dijele na obitelji HSP27, 40, 60,
70, 90 i obitelj velikih koja obuhva¢a HSP110 i GRP170 (Calderwood 2018). Unato¢ ¢injenici da izmedu
razlicitih obitelji ne postoji homologija ni u slijedu ni strukturi i da je svaka kodirana razli¢itim genima c¢ija
je transkripcija ovisna o razli¢itim transkripcijskim ¢imbenicima, Saperoni su grupirani zbog indukcije u
slicnim uvjetima (Borges i sur. 2012). Razli¢iti HSP-ovi tipi¢no ne djeluju sami, nego u kompleksima s
drugim Saperonima i koSaperonima. Manji HSP-ovi poput HSP27 obavljaju svoje uloge bez utroska ATP-

a, dok su veéi poput HSP70 i HSP9O0 ovisni o hidrolizi ATP-a i kofaktorima (Secli i sur. 2021).

Proteini toplinskog Soka Stite stanicu i od proteinskih agregata koji nastaju u stresnim uvjetima
usmjeravanjem nepravilno smotanih proteina u proteosomalnu razgradnju prije formiranja agregata ili
disocijacijom proteina iz ve¢ stvorenih (Klimczak i sur. 2019). HSP27 stvaraju komplekse koji se vezu s
nesmotanim proteinima i sprje¢avaju njihovu agregaciju. Takve proteine preuzimaju HSP70 koji ih smataju

te prosljeduju HSP90 koji im pomaZu u postizanju nativne strukture (Calderwood 2018).

2.1 EKSPRESIJA HSP-A

Denaturacija proteina u stanicama zapocinje jak odgovor na toplinski Sok (engl. heat shock
response, HSR) ili prekomjernu ekspresiju HSP-ova u stanicama (Slika 1.). Cimbenici toplinskog $oka
(engl. heat shock factor, HSF) reguliraju ekspresiju vezanjem na elemente toplinskog Soka (engl. heat shock

elements HSE) smjestene uzvodno od gena za HSP (Yang i sur. 2021).



Najvazniji transkripcijski ¢imbenik, HSF-1 aktivira se u uvjetima toksicnim za proteine. U
inaktivnom stanju tijekom homeostaze nalazi se u citoplazmi u interakciji s HSP90, a nakon aktivacije
stresnim ¢imbenicima ta se interakcija prekida i ¢imbenik prelazi u jezgru gdje ga kinaza fosforilira
(Calderwood 2018). Fosforilirani oblik HSF-1 je trimer koji se veZe na visoko konzervirane HSE-ove te se
taj kompleks HSF-1-HSE vezZe na promotorsku regiju i zapoc€inje transkripciju skupine gena za HSP (Kim
i Yenari 2017). Nastala mRNA transportira se u citoplazmu gdje se translatira u HSP, a HSF-1 disocira s

DNA uz pomo¢ kompleksa HSP90 i vraca se u citoplazmu (Almeida i sur. 2011).
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Slika 1. Prikaz funkcija HSP u stanici i indukcije ekspresije. Preuzeto i prilagodeno iz lyer i sur. 2021.



3. POVEZANOST HSP-A S RAZVOJEM TUMORA

Tumor je ucestala bolest koja predstavlja veliki zdravstveni problem u cijelom svijetu zbog visoke
stope smrtnosti. Pojam tumor oznacava abnormalan rast stanica u normalnim tkivima koji vodi do
poremecaja njihove funkcije i grade. Dijele se na benigne i maligne ovisno o sposobnosti Sirenja stanica na
druge dijelove tijela kroz zile odnosno metastaziranja (Abbas i sur. 2018). Maligni fenotip tumora ili rak
osim poremecaja regulacije proliferacije stanica obiljezavaju i otpornost na apoptotsku smrt, heterogenost
te mogucnost invazije okolnih tkiva (Yang i sur. 2021). Rast tumora kompleksan je proces tijekom kojeg
tumorske stanice stjeGu i moguénost preuredenja tumorskog mikro-okoli$a (engl. tumor microenvironment,

TME) poticanjem angiogeneze, upale i izbjegavanjem imunonadzora (Welch i sur. 2019).

Rast i napredovanje tumora prate aktivacija i porast ekspresije onkoproteina Cija stablinost i pravilno
smatanje ovise o HSP-ovima. Nakupljanje mutiranih i nesmotanih proteina, produkata transkripcije
onkogena, okida HSR i prekomjernu ekspresiju HSP gena (Calderwood i sur. 2010). U tim uvjetima
Saperoni osiguravaju autonomne signale za proliferaciju stanica stabilizacijom sudionika signalnog slijeda
poput kinaza i transkripcijskih ¢imbenika, ali i neosjetljivost na signale za inhibiciju rasta stabilizacijom
mutiranih inaktivnih oblika proteina za popravak DNA i supresora rasta tumora (Kim i Yenari 2017). Zbog
njihove presudne uloge u transformaciji stanica i evoluciji tumora pa time i obaveznoj prisutnosti u
stanicama raka i njihovoj okolini, Saperoni sluze kao biomarkeri za dijagnosticiranje razlicitih vrsta i stadija
tumora te kao mete u antitumosrkom lije¢enju (Klimczak i sur. 2019). Prekomjerna ekspresija HSP-ova i u
TME, odnosno u hipoksi¢nim i kiselim uvjetima s manjkom hranjivih tvari djeluje imunosupresivno §to

takoder pridonosi nastanku tumora i otpornosti na terapije (Yang i sur. 2021).

Tumorske stanice na povrSini izraZzavaju tumorske specificne antigene (engl. tumor-specific
antigens, TSA) koji mogu biti jedinstveni za neki tumor ili prisutni u vi$e tumora iste vrste, ali ne postoje u
normalnim stanicama. Antigeni pridruzeni tumoru (engl. tumor associated antigens, TAA) naziv je za
tumorske antigene izrazene i na normalnim zdravim stanicama. To su klasicne staniCne sastavnice s
promijenjenim izraZzajem na tumorskim stanicama koje prepoznaju T-limfociti i protutijela odnosno
izvrSitelji adaptivne imunosti. Te sastavnice mogu biti i atipi¢ne citoplazmatske ili jezgrine bjelancevine
koje nastaju ekspresijom onkogena i mutiranih tumor-supresorskih gena ili prekomjerno izraZene
nepromijenjene povrsinske bjelancevine koje imunosne stanice prepoznaju kao strane. Predocavaju se u
sklopu glavnoga sustava tkivne podudarnosti skupine 1 (engl. major histocompatibility complex class I,
MHC-1) na povrsini tumorskih stanica ili na dendriti¢cnim stanicama (engl. dendritic cells,DC) koje su
fagocitirale tumorske stanice ili apoptotska tjeleSca nastala iz tumorskih stanica u sklopu MHC-I i MHC-II

(Abbas i sur. 2018). Citoplazmatski tumorski antigeni ispusteni iz umiru¢ih tumorskih stanica prije



interakcije sa antigen-predo¢nim stanicama (engl. antigen-presenting cells, APC) povezuju se s proteinima
toplinskog Soka koji ih stabiliziraju i time stimuliraju aktivaciju anti-tumorske imunosti. Odredeni Saperoni
izluceni iz tumorskih stanica takoder sami mogu pokrenuti imunosnu reakciju kao signali opasnosti koji
aktiviraju APC (Srivastava 2002). Tumorske stanice izluéuju veliki broj Saperona, a najvise se istrazuju
uloge HSP90, HSP70 i HSP27 koji se nazivaju i izvanstani¢ni HSP-ovi (engl. extracellular HSP, eHSP)
(Secli i sur. 2021).

3.1. OBITELIJI HSP VAZNE ZA TUMORIGENEZU

HSP27 je najvise istrazivani ¢lan obitelji malih HSP-ova kodirane HSPB genima. Ima klju¢nu ulogu
u nekoliko signalnih puteva vezanih za tumorigenezu, otpornost na lije€enje i inhibiciju apoptoze zbog Cega
je prekomjereno eksprimiran u tumorskim tkivima i koristi se kao biomarker. Ti su Saperoni gradeni od N-
terminalne domene koja im omoguéuje povezivanje u multimere i aktivnost, domene s kristalinom te C-

terminalne domene za fleksibilnost i funkciju (Wu i sur. 2017)

Obitelj HSP70 Saperona koji imaju klju¢nu ulogu u prezivljavanju stanica i razvoju tumora kodirana
je HSPA genima, aktivnost im ovisi o koSaperonima. Posjeduju dvije funkcionalne domene, C-terminalnu
koja veze peptide i denaturirane proteine i N-terminalnu ATP-aznu domenu koja kontrolira otvaranje i
zatvaranje peptid vezujuce domene (Bukau i sur. 1998). Upravo takva grada omogucuje ¢lanovima ove
obitelji Saperona formiranje komplekasa s peptidima, njihov prijenos do izvr$nih stanica imunosnog sustava

i oponasanje uloge receptora (Calderwood i sur. 2005).

Kao i HSP27 i HSP70, HSP90 imaju vrlo vazne uloge u smatanju, stabilizaciji, aktivaciji, agregaciji
i degradaciji onkoproteina. Saperoni iz obitelji HSP90 kodirani su genima HSPC, formiraju dimere i gradeni
su od 3 domene: N-terminalne ATP vezujuc¢e domene kao i u HSP70, srednje protein vezujuce domene i C-
terminalne dimeriziraju¢e domene (Wu i sur. 2017). Aktivnost ovih Saperona ovisi o molekularnim
koSaperonima i pravilnoj strukturi kompleksa koji stvaraju s njima. Takvi multiSaperonski kompleksi

zaduZeni su za smatanje klju¢nih medijatora signalnih puteva za napredovanje tumora (Pratt i Toft 2003).



4. 1ZVANSTANICNI HSP

Izvanstani¢ni Saperoni i Saperoni vezani za membranu stanica razlikuju se od unutarstani¢nih
Saperona svojom ulogom u pokretanju imunosnog odgovora. Dok unutarstani¢éni HSP-ovi §tite stanicu od
smrti izazvane stresom i neophodni su za napredovanje tumora, eHSP-ovi imaju dvojaku uloge u anti-
tumorskom imunosnom odgovoru. Oni stabiliziraju antigene i poticu njihovo predofavanje antigen-
predo¢nim stanicama te u tom smislu obavljaju funkciju prijenosnika. S druge strane, imaju ulogu
izvanstani¢nih signalnih liganada koji vezanjem za receptore na ciljnim stanicama pokrecu signalne putove
vazne za stani¢nu fiziologiju i patologiju (Batulan i sur. 2016). Slobodni HSP70 otpusSteni iz tumorskih
stanica mogu potaknuti proupalni odgovor makrofaga nakon vezanja na specifi¢ne receptore na njihovim
povrSinama. Vezanjem za receptore na monocitima, makrofagima i DC mogu pokrenuti odgovor urodene

imunosti (Calderwood i sur. 2016). Oni stimuliraju lu¢enje proupalnih citokina i ¢ine tumorske stanice

4.1 IZLUCIVANJE HSP-a

HSP-ovi nemaju signal za sekreciju pa se iz stanica izlu¢uju alternativnim mehanizmima (Slika 2.).
Najjednostavniji od njih je otpustanje iz stanice vezikulama, transmembranskim prijenosnicima ili obi¢nom
translokacijom kroz dvosloj (Rabouille 2017). U netoksi¢nim uvjetima izlu¢uju se sekretornim lizosomima
koji fuzioniraju s plazma membranom (Calderwood 2018). Kada koncentracija Saperona u stanici naraste
zbog HSR, HSP-ovi se pakiraju, izluCuju i prenose do ciljnih stanica na povrSini malenih vezikula nazvanih
eksosomi. Eksosomi nastaju iz kasnih endosoma koji hvataju HSP iz citoplazme i oblikuju multivezikularna
tijela prije sekrecije (Albakova i sur. 2021). Saperoni takoder mogu biti otpusteni i iz nekroznih stanica koje
su izgubile membransku cjelovitost. Uz HSP tada u TME izlaze i tumorski antigeni na koje se eHSP vezu i
stvaraju komplekse HSP-peptid (engl. HSP-peptid complex, HSP-PC). Naj¢es¢i Saperoni koji stupaju u
takve interakcije su HSP70, a njihove komplekse stanice imunosnog sustava prepoznaju kao signale
opasnosti (engl. damage-associated molecular patterns, DAMP) koji ih aktiviraju (Multhoff i sur. 2012).
Nastali HSP-PC imaju dva glavna poticajna ucinka na APC, induciraju odgovor urodene imunosti
aktivacijom njihovog sazrijevanja, ali i odgovor adaptivne imunosti transportom peptidnih antigena u APC
do MHC molekula (Noessner i sur. 2002; Srivastava 2002).

Izvanstani¢ni HSP mogu biti vezani za membranu povezivanjem s fosfolipidima iz lipidnog
dvosloja stani¢ne membrane ili biti dio lipidnog splava (Horvath i sur. 2008). HSP70 umece se u membranu

tumorskih stanica svojim C-krajem nakon prepoznavanja fosfatidilserina (engl. phosphatidylserine, PS) na



vanj skoj strani membrane i tako se jednim kraj em izlaze izvanstaniénoj okolini i obavlja funkciju receptora
na citotoksi¢no djelovanje NK stanica sa specificnim receptorima za vezanje HSP70 (Gross i sur. 2003).
Osim HSP70, HMGBL1 (engl. high mobility group box 1 protein) ucestali je signal opasnosti izloZzen na
membrani tumorskih stanica, a njegova se koncentracija na povrSini povecava nakon zracenja i lijeCenja
hipertermijom (Scaffidi i sur. 2002). Neoste¢ene tumorske stanice sadrzavaju PS u unutarnjem sloju
membrane, dok se HSP70 i HMGBI1 nalaze unutar citoplazme sve dok se ne nadu u nepovoljnim uvjetima
koji induciraju stani¢nu smrt. Zato se premjestanje PS i smjestaj HSP molekula na vanjskoj strani tumorskih

stanica smatraju jednim od signala za razaranje tih stanica (Multhoff i sur. 2012).
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Slika 2. Nacini sekrecije HSP70 iz stanica. Preuzeto i prilagodeno iz Linder i von Strandmann 2021.



4.2. ULOGE eHSP U TUMORIGENEZI

Osim njihove uloge u anti-tumorskoj imunosti, eHSP-ovi mogu ubrzati rast tumorskih stanica i
njihovu malignost podrzavajuéi razvoj i odrzavanje karakteristi¢nih obiljezja stanica raka (Calderwood
2018). HSP70 i HSP27 najvazniji su i najaktivniji Saperoni u subverziji programirane stani¢ne smrti ili
apoptoze utjecuci na procese ovisne o lizosomnim enzimima katepsinima, glavnim ¢imbenicima u apoptozi,
i 0 tumor supresorima poput p53. Djeluju inhibiraju¢i na proapoptotske molekule moduliranjem nekoliko
signalnih kaskada. Ovi Saperoni inhibiraju i signalne putove za starenje stanica §to im omogucava
neprekinutu proliferaciju (Calderwood i sur. 2006). Poznata je i aktivnost eHSP u TME u kojem stupaju u
doticaj s razli¢itim receptorima endotelnih stanica i time poti¢u preuredenje izvanstani¢nog matriksa i
promoviraju epitelno-mezenhimalnu izmjenu kojom epitelne stanice dobivaju moguénost migracije i
invazije okolnog tkiva, a time i metastaznog Sirenja raka (Secli i sur. 2021). Preuredenje izvanstani¢nog
matriksa u tumorima podrazumijeva vezanje eHSP, najées¢e HSP90a i HSP70, na prisutne enzime i njihovu
aktivaciju te prekomjernu sintezu kolagena koji sluzi kao okosnica tumorskim stanicama i olak$ava invaziju
okolnog tkiva (Gkretsi i Stylianopoulos 2018). Jedna od karakterstika tumora je i mogucnost stvaranja novih
krvnih zila ili angiogeneza koju stimuliraju HSP27, HSP70 i HSP90 poticuci proliferaciju i pokretljivost
endotelnih stanica (Calderwood i sur. 2006). U TME aktivacijom kinaza pod utjecajem HSP90 i HSP27
dolazi i do aktivacije fibroblasta i makrofaga koji preuzimaju ulogu fibroblasta i makrofaga pridruzenih

tumoru koji luce citokine za napredovanje raka ili djeluju protuupalno (Bohonowych i sur. 2014).



5. ANTI-TUMORSKI MEHANIZMI URODENE IMUNOSTI

Receptori antigen-predo¢nih stanica vezu eHSP ¢ime se aktiviraju signalni putevi za sintezu
citokina i aktivaciju stanica pa Saperoni nose i ime ,,Saperokini® (Das i sur. 2019). HSP-ovi reguliraju
proizvodnju upalnih citokina, TNF-a, IL-6, IL-10 i IL-12, klju¢nih za odgovor urodene imunosti, a omjer u
kojem ti citokini nastaju odreduje prirodu imunosnog odgovora, anti-tumorskog i proupalnog (Tsan i Gao
2004). Aktivacijom APC-a, makrofaga i dendriti¢nih stanica, zapocCinje ekspresija gena za kostimulacijske
molekule B7.1 (CD80), B7.2 (CD86), CD40 i MHC-II. Izrazaj tih molekula na povrSini potreban je za
efektivnu interakciju antigen-predo¢nih stanica s CD8+ limfocitima i njihovu aktivaciju. Stimulacijom
makrofaga Saperoni poti¢u proizvodnju kemokina i dusikovog (II) oksida (NO) aktivacijom inducibilne NO

sintetaze (Panjwani i sur. 2002; Calderwood i sur. 2005).

Prvi mehanizam anti-tumorske urodene imunosti koji pokre¢u $aperoni odnosno kompleksi HSP-P
je diferencijacija i aktivacija APC vezanjem na specifi¢ne receptore na njihovoj povrsini. Postoji nekoliko
vrsta povrsinskih struktura na koje se HSP-PC mogu vezati. Prvi od njih sadrzi nespecifi¢ne receptore na
APC sli¢ne Toll-u (engl. toll-like receptors, TLR), a to je kompleks CD14/TLR 2/4 povezan sa signalnim
putem za sintezu proupalnih citokina. Kompleksi HSP-P takoder se mogu vezati na receptor CD91 koji
omogucuje njihov unos u stanicu i predo¢avanje antigena MHC-I molekulama. Najvazniji receptor je
lektinski receptor tipa C LOX-1 prisutan na dendriti¢nim stanicama zbog njegove uloge u kriznom
predo¢avanju antigena (Delneste i sur. 2002; Srivastava 2002). Velika koncentracija slobodnih eHSP70 u
krvi takoder moze zapoceti urodeni imunosni odgovor vezanjem za TLR na APC koji u tom slucaju imaju
ulogu DAMP-a. Vezanje signala opasnosti na receptore makrofaga zapocinje signalni put za sintezu citokina
¢imbenik tumorske nekroze (engl. tumor necrosis factor, TNF-a) koji zbog svoje funkcije poremecaja
cirkulacije uzrokuje odumiranje tumorskog tkiva. Posljednji nain aktivacije stanica je prepoznavanje
HSP70 izloZenih na membrani samih tumorskih stanica do ¢ega dolazi u stresnim uvjetima poput onih koje
izazivaju tretmani ioniziraju¢im zracenjem ili kemoterapije. U tom sluc¢aju povrSinski kompleksi HSP-
peptid mogu biti prepoznati od strane APC istim receptorima koji ih prepoznaju kada se nalaze slobodni u
krvi (Multhoff i sur. 2012). Unos antigena i HSP-PC pojacan je nakon tretmana ioniziraju¢im zracenjem i
toplinskog Soka jer oSte¢ene tumorske stanice ispustaju proteine koje APC u njihovoj blizini prepoznaju
(Calderwood 2018). Nakon uspjesnog vezanja HSP-PC ili slobodnog eHSP na receptore aktiviraju se
signalni putevi koji vode do transkripcijskog ¢imbenika NF-xf (engl. nuclear factor xf) koji zapo€inje
ekspresiju gena za TNF-a, IL-1p i IL-6 kao i za kostimulacijske molekule B7 (Asea i sur. 2000). Kompleks
se unosi u citosol APC i preraduje u dva razlicita puta. Ako se tumorski antigen iz HSP-PC procesira putem

za preradu izvanstani¢nih bjelancevine onda ¢e biti predocen u sklopu MHC-11 molekula, ali ako se nakon



endocitoze prenosi u proteazom i preraduje putem za unutarstanicne bjelancevine bit ¢e predo¢en MHC-I
molekulama. HSP70 pomaze u prijenosu peptida do MHC-I molekula koje prepoznaju citotoksi¢ni limfociti

T ¢ime se aktivira adaptivna imunost (Milani i sur. 2002).

Makrofagi su kljuéne stanice urodene imunosti i dio mononuklearno-fagocitnog sustava. Smatraju
se prvom linijom obrane jer medu prvima prepoznaju i uklanjaju patogene te zapo€inju upalu. Procesom
fagocitoze unose i probavljaju mrtve i o§tecene stanice te patogene. Zbog sposobnosti predo¢avanja antigena
drugim imunosnim stanicama spadaju u APC (Abbas i sur. 2018). U TME koji okruzuje maligne tumore
broj makrofaga puno je ve¢i nego u normalnim okolnim tkivima. Ti su makrofagi izasli iz tumorskog
krvotoka kao monociti i diferencirali u tumoru pridruzene makrofage (engl. tumor-associated macrophages,
TAM) koji izluCuju razne citokine, predocavaju antigene T-stanicama i pomazu u njihovoj aktivaciji (Bingle
i sur. 2002). Imaju sposobnost sprje¢avanja, ali i poticanja rasta i Sirenja tumora $to ovisi o nacinu aktivacije
ili polarizaciji. M1 makrofagi s proupalnim fenotipom sudjeluju u unistenju tumora. Aktiviraju ih eHSP i
interferon y (IFN-y) koji izluuju pomoénicke stanice T ¢ime se povecava njihova sposobnost ubijanja
progutanih (ingestiranih) apoptotskih tjeleSaca mehanizmom ispustanja NO uz citokine IFN-y i ¢imbenik
nekroze tumora. Sudjeluju u indukciji stani¢ne imunosti aktivacijom CD8+ T stanica i luce proupalne
citokine. Za razliku od nih makrofagi M2, aktivirani alternativnim aktivirajuéim podrazajima se smatraju

imunosupresivnim i ne sudjeluju u anti-tumorskoj imunosti (Mantovani i sur. 2002).

Osim makrofaga, bitni sudionici u urodenom protutumorskom odgovoru su i prirodnoubilacke
stanice Cija je glavna uloga razaranje zarazenih i tumorskih stanica te dodatno stvaranje IFN-y za aktivaciju
makrofaga (Abbas i sur. 2018). NK stanice na povrsini imaju inhibitorne i aktivacijske receptore koji mogu
prepoznati MHC-I molekule s antigenima izraZzene na ciljnim stanicama. Integracija signala koji dolaze s
aktivacijskih i inhibitornih receptora regulira njihovu funkciju i omogucava im razlikovanje normalnih od
zarazenih i stresom promijenjenih stanica. Aktivacijski receptori stupaju u interakciju s ligandima na
stanicama koje treba ukloniti, a inhibitorni prepoznaju molekule izrazene na stanicama koje treba sacuvati
(Ljunggren i sur. 1990). Interakcija inhibitornih receptora i MHC-I molekula prisutnih na svim normalnim
stanicama ko¢i signalni put aktivacije stanica NK i njihove ubilac¢ke aktivnosti, ali ih ¢ini podloznijima za
napad citotoksi¢nih stanica T. Pojedine tumorske stanice zato smanjuju izrazaj MHC-I kao mehanizam
obrane od stanica CTL, ali time postaju osjetljive na napad stanica NK. Odsutnost MHC-1 molekula na
povrsini stanice povezano je s invazivnim i metastaznim fenotipom malignih tumora (Bubenik 2003). Nakon
aktivacije, NK stanice izrazavaju aktivacijski KIR/KAR receptor CD94 i receptor NKG2D koji se vezu na
HSP70 prisutne na membrani tumorskih stanica i ¢ine ih osjetljivima na citoliticku aktivnost stanica NK.
Nakon doticaja NK-stanice ispustaju granule s proteinima koji induciraju apoptozu. Od oslobodenih enzima

najvazniji u anti-tumorskoj imunosti je granzim B koji se veZe na tumorske stanice s HSP70-PC na povrSini
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i u njih ulazi direktno ili kroz pore koje formiraju perforini te zapoc€inje apoptozu (Kégi i sur. 1994; Gross i
sur. 2003a). Stanice NK i CTL imaju jo$ jedan mehanizam razaranja stanica koji ukljucuje receptore smrti
nalik receptorima za TNF. Stanice u stresnim uvjetima pocinju izrazavati Fas receptore na koje se vezu Fas-
ligandi (FasL) ¢ime se aktivira kaskada kaspaza koja uzokuje smrt stanice apoptozom. Tumorske stanice su
zbog velike koncentracije zastitnih Saperona HSP70 i HSP27 neosjetljive na ovaj put unistenja, dok na
apoptozu uzrokovanu granzimom B ovi Saperoni nemaju negativan utjecaj. HSP-ovi u citoplazmi inhibiraju
djelovanje citokroma ¢ koji vodi do aktivacije kaspaza i time sprje¢avaju nakupljanje pocijepanih proteina
i smrt stanice (Bruey i sur. 2000).

Izlozeni PS karakteristicno je obiljezje stanica u apoptozi kakve makrofazi uklanjaju fagocitozom
bez indukcije upale (Multhoff i sur. 2012). U slu¢aju da ih zbog imunosupresivne okoline ne uspiju ukloniti
otpustanje antigena i DAMP molekula iz stanica koje su tijekom procesa programirane stanicne smrti
izgubile cjelovitost membrane. Ispustene molekule DC unose ili koriste kao kostimulatore za vlastitu

aktivaciju i time indukciju specifi¢ne anti-tumorske imunost (Scaffidi i sur. 2002).
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6. ANTI-TUMORSKI MEHANIZMI ADAPTIVNE IMUNOSTI

Indukcija adaptivne anti-tumorske imunosti podrazumijeva aktivaciju citotoksi¢nih protutumorskih
na povrSini imaju MHC-I molekule koje predocavaju peptide prisutne u citoplazmi stanice. Peptidi koje
predocavaju tumorske stanice su tumorski antigeni koje stanice imunosnog sustava prepoznaju kao strane i
aktiviraju specifi¢ni anti-tumorski odgovor protiv njih. Citotoksi¢ne T-stanice ili limfociti T (engl. cytotoxic
T limfocite, CTL) glavni su nacin obrane u adaptivnoj imunosti protiv tumora. Aktiviraju ih antigen-
predoc¢ne stanice, makrofagi ili dendriti¢ne koje su preradile tumorske antigene i migrirale u limfne ¢vorove
s naivnim CD8+ T limfocitima. APC predoc¢avaju preradene tumorske antigene u sklopu MHC-I molekula
T-stani¢nim receptorima na povrSini CD8+ limfocita uz kostimulacijske molekule potrebne za njihovu
aktivaciju i pocetak klonalne ekspanzije. Naivne CD8+ specifi¢ne za antigen prije izvrSavanja svoje uloge
moraju proliferirati i diferencirati kako bi njihov broj bio dovoljno velik za uniStenje izvora antigena.
Tumorske stanice ne izrazavaju kostimulacijske molekule potrebne za poticanje T-stani¢nog odgovora ni
MHC-II molekule za podrazivanje pomoc¢nic¢kih CD4+ stanica T za diferencijaciju CD8+ stanica T pa se
protutumorski odgovor stanica T zapocinje kriznim predoc¢avanjem (Multhoff i sur. 2012; Abbas i sur.
2018).

6.1 KRIZNO PREDOCAVANJE

Krizno predo¢avanje dendriti¢nim stanicama (Slika 3.) proces je koji podrazumijeva predocavanje
antigena podrijetlom iz druge stanice i aktivaciju stanica T specificnih za antigen. Poveznica je izmedu
urodene i adaptivne imunosti §to doprinosi optimalnom anti-tumorskom odgovoru. DC prozdiru tumorske
stanice ili njihove antigene, preraduju ih u peptide proteazomima u citosolu i izrazavaju na povrsini u sklopu
MHC-I umjesto MHC-II §to je tipi¢an nacin izrazavanja endocitiranih molekula. Moguénost prelaska
molekula iz endosomskih vezikula u citosol (spajanjem fagosoma sa endoplazmatskim retikulom) je

svojstvo koje posjeduju samo dendriti¢ne stanice (Abbas i sur. 2018).

Izvanstani¢ni HSP-ovi u kompleksu s tumorskim antigenima veZu se na specificne receptore na DC
i time ih aktiviraju te podupiru krizno predoc¢avanje. Na prvi od dva najbitnija HSP receptora, SRECI
(receptor iz obitelji receptora ¢istac¢a), mogu se vezati Saperoni iz skoro svih obitelji HSP, dok se na drugi,
LOX-1, vezu samo HSP60 i HSP70 (Murshid i sur. 2011). Antigeni u kompleksu s HSP zasti¢eni su od
razaranja i uéinkovitije se unose u dendriti¢ne stanice, a predocavanje kompleksa HSP-peptid Siri raspon

ciljnih antigena na koje imunosni sustav moze odgovoriti odnosno njihovu imunogenost (Das i sur. 2019).
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HSP-PC mogu se unijeti i endocitozom u dendriti¢ne stanice $to takoder rezultira njihovom aktivacijom.
Izrazene MHC-I molekule s tumorskim antigenima na povrsini DC prepoznaju T stani¢ni receptori naivnih
CD8+ stanica u limfnim organima koje nakon proliferacije i diferencijacije migriraju do ciljnih stanica
(Abbas i sur. 2018).

tumorske stanice antigen-predocna stanica CD8+ citotoksicna T-stanica

_ <
o= "G \ -.'J'/-_l ?TA — /_

{ \ MHC-I TCR 47a
&N 7 |

Slika 3. Krizno predocavanje tumorskih antigena. Preuzeto i prilagodeno iz Robert-Tissot i sur. 2016.

6.2 IZVRSITELJI ADAPTIVNE IMUNOSTI

Nastali klonovi su protutumorske stanice CTL sa receptorima specifi¢cnim za antigene koje nakon
doticaja s MHC-I molekulama na povrSini tumorskih stanica koje predocavaju taj specifi¢ni antigen te
stanice prepoznaju i razaraju (Slika 4.). Ubijanje tumorskih stanica pomo¢u CD8+ T-stanica posredovano
je signalima smrti kao §to su perforin, granzim B, FasL, TNF i NO. Diferencirane CTL izlu¢uju IFN-y za
klasi¢nu aktivaciju makrofaga, a povezivanjem CD40 liganda s CD40 molekulama na makrofagima aktivira
se NF-kB koji potice ekspresiju gena za fagolizosomske enzime poput fagocitne oksidaze i dusik oksid
sintaze kojima makrofagi unistavaju unesene stanice ili stanice u okolnom tkivu (Multhoff i sur. 2012;
Abbas i sur. 2018).

CD4+ pomoc¢nicke stanice T osiguravaju citokine za diferencijaciju naivnih CD8+ u izvrsne i
memorijske kao i IFN-y koji povecavaju izrazaj MHC-1 na tumorskim stanicama. Aktivirane DC aktiviraju
i specifi¢ne vrste stanica T s ograni¢enom raznoliko$¢u antigenskih receptora, stanice T-yd i NKT stanice,
koje pomazu u lizi tumorskih stanica. Nadalje, aktivirane dendriti¢ne stanice proizvode upalne citokine,

kemokine i molekule NO koje uz aktivirane CD8+ limfocite T sudjeluju u uniStenju tumora (Das i sur.
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2019). Iz liziranih tumorskih stanica u TME otpustaju se tumorski antigeni §to izaziva nastanak memorijskih
CTL koji djeluju protiv ponovne pojave i metastaze tumora. Jedan od ispustenih antigena je i HSP70, a
njegova prisutnost u krvi uzrokuje stvaranje specifi¢nih anti-HSP70 protutijela koje stvaraju aktivirane B-

stanice (Pockley i sur. 1998).
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Slika 4. Uloge HSP u poticanju odgovora anti-tumorske imunosti. Preuzeto i prilagodeno iz Boliukh i sur.
2022.
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7. LDECENJE TUMORA

Imunoterapija tumora koristi razne metode lijeCenja koje ukljucuju terapiju antitijelima,
inhibitorima, citokinima i metodu prijenosa stanica adaptivne imunosti (Das i sur. 2019). Lijecenje
inhibitorima HSP pokazalo se kao metoda s obecavaju¢im ishodima. Inhibicija aktivnosti Saperona u
stanicama tumora ¢ije odrzavanje ovisi o njima dovelo je do gubitka velikog broja onkogenih proteina i
umanjenog rasta stanica pa i njihove smrti. Visoka doza zracenja ili kemoterapije ostecuje tumorske stanice
i vodi do nekroze uzrokujuci povecanje koncentracije izvanstanicnog HSP70 i pojacanu aktivaciju anti-
tumorskog odgovora nositelja tumora (Calderwood 2018). Hipertermija je metoda protutumorskog lije¢enja
koja ukljucuje primjenu poviSene temperature na podrucju tumora. Temperatura vi$a od fizioloske uzrokuje
promjene u metabolizmu stanica, razaranje proteina i inhibiciju mehanizama popravaka o$teCenja DNA i
time uzrokuje smrt stanica. HSP se eksprimiraju u takvim uvjetima i $tite stanicu pa ih je potrebno inhibirati

prije tretmana (Oei i sur. 2015; Vriend i sur. 2017).

8. ZAKLJUCAK

Proteini toplinskog Soka imaju vaznu ulogu u tumorigenezi, ali i aktivaciji odgovora urodene i
adaptivne anti-tumorske imunosti. Izvanstaniéni HSP otpusteni na razne na¢ine iz tumorskih stanica i vezani
na membrane mogu se vezati samostalno ili u kompleksu s tumorskim antigenima na specifi¢ne receptore
na povrsini makrofaga ili dendriticnih stanica. Aktivacijom stanica urodene imunosti koje ih unose
endocitozom poti¢u indukciju proupalnog odgovora i unistenje tumorskih stanica od strane makrofaga, ali i
zapocCinju protutumorski odgovor adaptivne imunosti. Dendriticne stanice krizno predocavaju unesene
antigene u sklopu MHC-I molekula i tako aktiviraju citotoksi¢ne stanice T sposobne ubiti specifi¢ne
tumorske stanice mehanizmom koji dijele sa stanicama NK odnosno ispustanjem granula s enzimima.
HSP70 vezan za membranu ciljnih stanica olakSava ulaz ispustenog granzima B i indukciju apoptotske smrti
te stanice. Razvijaju se nacini lijeenja tumora koji ukljucuju inhibiciju HSP-ova nuznih za prezivljavanje

tumorskih stanica kao i poja¢anu aktivaciju protutumorskog odgovora imunosnog sustava.
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