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W czasie wzrostu temperatury tak w komórkach
pochodz¹cych od organizmów wy¿szych, jak równie¿
w komórkach bakteryjnych obserwowane s¹ zmiany
na poziomie ich metabolizmu. Efektem tego jest poja-
wienie siê specyficznych bia³ek okre�lanych jako tzw.
bia³ka szoku termicznego (heat shock proteins � HSP)
(1), syntetyzowanych jako odpowied� na bodziec stre-
sowy. Bia³ka szoku termicznego tworz¹ filogenetycz-
nie star¹ rodzinê protein o masach od 15 do 110 kDa.
Produkowane s¹ one zarówno przez komórki proka-
riotyczne, jak i eukariotyczne w odpowiedzi na czyn-
niki, takie jak: zmiana temperatury, brak substancji
od¿ywczych oraz stres tlenowy (3, 10, 12). W zale¿-
no�ci od genów koduj¹cych poszczególne grupy bia-
³ek wyró¿niamy bia³ka GroEL- oraz DnaK-zale¿ne.
Pe³ni¹ one zró¿nicowane funkcje w komórkach, wp³y-
waj¹c � miêdzy innymi � na ich zwiêkszon¹ oporno�æ
na czynniki zewnêtrzne poprzez stabilizacjê struktur
cytoplazmatycznych. Obecno�æ Hsp u bakterii mo¿e
potêgowaæ patogenne funkcje drobnoustrojów choro-
botwórczych podczas zaka¿enia. W tej grupie bia³ek

szczególn¹ rolê przypisuje siê proteinom Hsp60 o ma-
sie 50-65 kDa oraz Hsp70 (70-84 kDa), które s¹ g³ów-
nym celem zarówno humoralnej, jak i komórkowej
odpowiedzi immunologicznej (14, 15). U Mosier i wsp.
(9) wykazano m.in., ¿e obecno�æ immunogennego Hsp
o masie 54 kDa u M. haemolytica indukuje wysokie
miana przeciwcia³, chroni¹cych cielêta przed zaka¿e-
niem. Ponadto stwierdzono obecno�æ reakcji krzy¿o-
wych tego bia³ka z Hsp60 E. coli, Hsp62 Brucella
abortus oraz z Hsp65 pochodz¹cego z Mycobacterium
tuberculosis (9, 14). Uwa¿a siê, ¿e Hsp 70 jest odpo-
wiedzialne za zmiany w konformacji bia³ek komórki,
co w efekcie prowadzi do uzyskania odmiennych w³a�-
ciwo�ci fizycznych. Przekszta³cona w ten sposób ko-
mórka bakteryjna jest bardziej oporna na dzia³anie
wy¿szych temperatur (13).

Celem badañ by³a analiza elektroforetyczna bia³ek
szoku termicznego poszczególnych frakcji komórek
szczepu M. haemolytica serotyp 1 poddanych dzia-
³aniu podwy¿szonej temperatury w warunkach in
vitro.
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Summary

The purpose of the study was to estimate the influence of temperature increase on Hsp70 induction in
M. haemolytica serovar 1 strains. Three wildtype M. haemolytica strains, obtained from calves respiratory
tracts and incubated at a temp of 41.5°C for 2 hours were used as the research material. Analyses of particular
fractions were carried out by SDS�PAGE electrophoresis and identification of obtained proteins by
immunoblotting (Western blotting) using polyclonal rabbit anti Hsp70 antibodies. The first step was to
separate the capillaries in gradient pH 5/7 and 3/10 which was carried out in two-dimensional electrophoresis.
The second step was carried out in SDS�PAGE electrophoresis using 4% stocking and 12% resolving gels. An
analysis of SDS�PAGE electrophoresis revealed additional protein fractions, displaying positive reactions
with anti-Hsp70 antibodies. The presence of these proteins was observed both in membrane and cytoplasmatic
bacterial cell fractions. The molecular weight of the obtained proteins ranged between 77.5-79 kDa. The
additional protein fractions were present in membrane fractions between molecules, weighed 22-26 kDa,
as well as displaying a positive reaction with anti-Hsp70 antibodies. The electrophoregrams obtained in 2D
electrophoresis revealed the presence of additional spots in membrane, cyto- and periplasmatic fractions. The
obtained results suggest the potential for M. haemolytica strains to produce Hsp70 during stress induced by
temperature increase.
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Materia³ i metody
Materia³ do badañ stanowi³y trzy terenowe szczepy

M. haemolytica serotyp 1 izolowane od ciel¹t z dróg odde-
chowych. Bulionow¹, 4,5-godz. hodowlê bakterii poddano
dzia³aniu temp. 41,5°C przez 2 godz. (1). Kontrolê stano-
wi³a hodowla bulionowa szczepu M. haemolytica inkubo-
wana w temp. 37°C. Zawiesiny komórek frakcjonowano
wg Goulhen i wsp. (2) w modyfikacji Paju i wsp. (11), uzys-
kuj¹c frakcjê oko³o-, cytoplazmatyczn¹ oraz b³onow¹.

Analizê elektroforetyczn¹ poszczególnych frakcji prze-
prowadzono w gradiencie 5-15% ¿elu poliakrylamidowe-
go (SDS�PAGE) wg Laemmli (6). Jako ¿el wprowadza-
j¹cy zastosowano 4% poliakrylamid w buforze Tris-HCl
o pH 6,8.

Identyfikacjê uzyskanych bia³ek przeprowadzono z wy-
korzystaniem immunoblotingu (Western blotting) z króli-
czymi, poliklonalnymi przeciwcia³ami anty Hsp70 (16).
W elektroforezie dwukierunkowej, w pierwszym etapie wy-
konano rozdzia³ w kapilarach w gradiencie 5/7 i 3/10 (8).
Rozdzia³ drugiego kierunku prowadzono w SDS-PAGE
w 4% wprowadzaj¹cym i 12% rozdzielaj¹cym ¿elu poli-
akrylamidowym. ¯ele wybarwiano srebrem.

Analizê obrazów elektroforetycznych oraz reakcji uzys-
kanych w immunoblotingu przeprowadzono przy u¿yciu
densytometru w zakresie fal �wiat³a widzialnego z oprog-
ramowaniem Quantity One 2000 (BioRad).

Wyniki i omówienie
W obrazach SDS-PAGE uzyskano dodatkowe frak-

cje bia³kowe, które wykazywa³y pozytywne reakcje
z przeciwcia³ami anty Hsp70 (ryc. 1, 2). Obecno�æ tych
bia³ek stwierdzono we frakcji b³onowej i cytoplazma-
tycznej. Masa uzyskanych bia³ek kszta³towa³a siê na
poziomie od 77,5 do 79,7 kDa. We frakcji b³onowej
zaobserwowano dodatkowe pr¹¿ki o masie 26,3 i 22,5
kDa, które równie¿ reagowa³y z przeciwcia³ami anty
Hsp70. Mo¿e to �wiadczyæ o obecno�ci reakcji krzy-
¿owych zachodz¹cych w obrêbie tych bia³ek, wynika-
j¹cych np. z ich wspólnego pochodzenia b¹d� degra-
dacji bia³ka 77,5 kDa na frakcje o mniejszej masie, co
sugeruj¹ Jayaraman i wsp. (4). Wed³ug Rasond i wsp.
(13), bia³ko Hsp 70 cechuje wielodomenowa struktu-
ra, której poszczególne fragmenty zawarte s¹ w obrê-
bie masy 70 kDa, 45-40 kDa oraz 10-15 kDa i mog¹
byæ zlokalizowane w ró¿nych frakcjach komórki.

Elektroforegramy uzyskane w elektroforezie dwu-
kierunkowej wykazywa³y obecno�æ dodatkowych pla-
mek (spot) we frakcji b³onowej, cytoplazmatycznej
oraz oko³oplazmatycznej komórki, które nie by³y obec-
ne we frakcjach uzyskanych z komórek nie poddanych
dzia³aniu szoku termicznego (ryc. 3, 4). Nale¿y zazna-
czyæ, ¿e bia³ka z frakcji oko³oplazmatycznej, w od-
ró¿nieniu od bia³ek zlokalizowanych we frakcji b³o-
nowej i cytoplazmatycznej, nie wykazywa³y reakcji
z przeciwcia³ami anty Hsp70. Sugeruje siê, ¿e bia³ka
Hsp kodowane przez geny GroEL najczê�ciej wystê-
puj¹ we frakcji cytoplazmatycznej oraz b³onowej ko-
mórki bakteryjnej. Natomiast bia³ka pochodzenia
DnaK, reaguj¹ce z przeciwcia³ami anty Hsp70, powin-
ny byæ zlokalizowane g³ównie we frakcji cytoplazma-
tycznej komórki (2). Inn¹ sugestiê na temat umiejsco-
wienia Hsp70 charakteryzowanego u Vibrio cholerae
oraz Streptococcus mutans podali Jyot i wsp. (5) oraz
Jayaraman i wsp. (4), którzy za g³ówn¹ lokalizacjê tego
bia³ka uznali frakcje: cytoplazmatyczn¹ i b³onow¹
komórki. Lokalizacja poszczególnych Hsp mo¿e byæ
uzale¿niona od wielu czynników, m.in. od rodzaju bak-
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Ryc. 1. Profile bia³kowe M. haemolytica w elektroforezie SDS-
PAGE
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Ryc. 2. Obraz immunoblotingu M. haemolytica serotyp 1
z poliklonalnymi króliczymi przeciwcia³ami anty Hsp70
Obja�nienia: K � (kontrola) komórki nie poddane dzia³aniu pod-
wy¿szonej temperatury; S � komórki poddane dzia³aniu podwy¿-
szonej temperatury
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terii, stopnia nasilenia reakcji
stresowej, masy cz¹steczkowej
wytwarzanego bia³ka oraz wie-
lu innych czynników we-
wnêtrznych i zewnêtrznych.

W badaniach w³asnych,
przeprowadzonych na komór-
kach Mannheimia haemolyti-
ca 1 analiza bia³ek Hsp w opar-
ciu o przeciwcia³a anty Hsp 70
wykaza³a, ¿e bia³ko DnaK
stwierdzono we frakcjach b³o-
nowej oraz cytoplazmatycznej
komórek. Najwiêksz¹ ekspres-
jê tego bia³ka stwierdzono we
frakcji b³onowej, co mo¿e su-
gerowaæ, ¿e geny koduj¹ce to
bia³ko s¹ zlokalizowane w³a�-
nie w tej frakcji (17).

Reasumuj¹c mo¿na podkre�-
liæ, ¿e w warunkach stresu wy-
wo³anego podwy¿szon¹ tempe-
ratur¹ szczepy M. haemolytica
serotyp 1 wykazuj¹ zdolno�æ
do produkcji bia³ek szoku ter-
micznego Hsp70. Bia³ka te zlo-
kalizowane s¹ w obrêbie po-
szczególnych frakcji komórki,
a ich umiejscowienie uzale¿-
nione jest, miêdzy innymi, od
genów (GroEL, DnaK), które
odpowiedzialne s¹ za ich kodo-
wanie (4, 17).

Obecno�æ tych bia³ek jest jednym z czynników, które
mog¹ istotnie wp³ywaæ na zwiêkszon¹ produkcjê leu-
kotoksyny przez komórki bakteryjne, co mo¿e odgry-
waæ znacz¹c¹ rolê w patogenezie syndromu oddecho-
wego byd³a z udzia³em szczepów M. haemolytica.
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Ryc. 4. Profile bia³ek Hsp frakcji b³onowej M. haemolytica serotyp 1 w elektroforezie
dwukierunkowej (2D)
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Ryc. 3. Profile bia³ek Hsp frakcji cytoplazmatycznej M. haemolytica serotyp 1 w elektro-
forezie dwukierunkowej (2D)
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