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Streszczenie:  Helicobacter pylori jest jednym z najczê�ciej wystêpuj¹cych u ludzi patogenów bakteryj-
nych. Zasiedlenie �luzówki ¿o³¹dka przez H. pylori jest podstawowym czynnikiem etiologicznym roz-
woju choroby wrzodowej dwunastnicy i ¿o³¹dka oraz raka ¿o³¹dka. Szereg bia³ek bakteryjnych, w tym
szczególnie antygen CagA, cytotoksynê VacA i adhezynê BabA, wi¹¿e siê ze zwiêkszon¹ wirulencj¹
szczepów H. pylori. Ró¿nice w aktywno�ci cytotoksyny VacA i antygenu CagA wynikaj¹ z polimorfi-
zmów koduj¹cych je genów. W patogenezie zaka¿enia kluczow¹ rolê mog¹ jednak odgrywaæ specyficzne
oddzia³ywania H. pylori z komórk¹ nab³onkow¹ ¿o³¹dka na poziomie molekularnym.

S³owa kluczowe: Helicobacter pylori; patogen; wirulencja; choroba wrzodowa; rak ¿o³¹dka; cytotoksyna
wakuolizuj¹ca; adhezyny; antygen CagA; interakcje bia³kowe.

Summary:  Helicobacter pylori is one of the most frequently observed pathogenic bacterium that colonizes
the human stomach. Colonization of gastric mucosa is the main etiologic factor of the development of
duodenal and gastric ulcer diseases and gastric adenocarcinoma. The spectrum of bacterial proteins, especial-
ly CagA antigen, cytotoxin VacA and BabA adhesin, are correlated with higher virulence of H. pylori strains.
Differences in activities of cytotoxin VacA and CagA antigen are connected with polymorphisms observed
in the genes which coded these proteins. However, the main role in pathogenesis of H. pylori infection might
play specific interactions between H. pylori and gastric epithelial cell on the molecular level.
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WPROWADZENIE

W 1982 roku Robin Warren i Barry Marshall po raz pierwszy wyizolowali spiraln¹,
Gram-ujemn¹, mikroaerofiln¹ bakteriê ze �luzówki pacjentów z przewlek³ym zapaleniem
b³ony �luzowej ¿o³¹dka [93], nazwan¹ pó�niej Helicobacter pylori. H. pylori jest
jednym z najczê�ciej wystêpuj¹cych u ludzi patogenów bakteryjnych. Czêsto�æ zaka¿enia
w Polsce nale¿y do najwy¿szych w Europie i w zale¿no�ci od wieku siêga nawet 90%
(w grupie osób powy¿ej 60 lat) [48, 49]. U wiêkszo�ci osób zaka¿enie przebiega
bezobjawowo, prowadz¹c do przewlek³ego zapalenia b³ony �luzowej ¿o³¹dka, jednak u
10�20%  zaka¿onych  rozwija  siê  choroba  wrzodowa  dwunastnicy lub ¿o³¹dka, a u
1�3% rak ¿o³¹dka lub ch³oniak ¿o³¹dka o mniejszej z³o�liwo�ci [12, 51, 85].

Szczepy H. pylori charakteryzuje szereg wspólnych czynników determinuj¹cych ich
wirulencjê; umo¿liwiaj¹cych bakteriom zasiedlenie b³ony �luzowej ¿o³¹dka oraz zdolno�æ
do przetrwania w kwa�nym �rodowisku tre�ci ¿o³¹dkowej [54, 85]. Wszystkie szczepy
wytwarzaj¹ ureazê, enzym wydzielany przez bakterie w du¿ych ilo�ciach, który rozk³adaj¹c
obecny w ¿o³¹dku mocznik z uwolnieniem amoniaku, powoduje zobojêtnienie kwa�nego
�rodowiska soku ¿o³¹dkowego w s¹siedztwie bakterii. Charakterystyczna dla wszystkich
szczepów H. pylori jest równie¿ zdolno�æ do poruszania siê. Spiralny kszta³t bakterii, jak
i obecno�æ wici na jednym z biegunów umo¿liwiaj¹ jej przedostanie siê przez warstwê
�luzu na powierzchniê komórek nab³onkowych. Jako wspólne czynniki wirulencji wyró¿niæ
mo¿na równie¿ liczne adhezyny, proteazy i fosfolipazy umo¿liwiaj¹ce degradacjê �luzu
¿o³¹dkowego i b³ony �luzowej oraz katalazê i dysmutazê nadtlenkow¹, które zapobiegaj¹
zniszczeniu bakterii w fagocytarnych wakuolach granulocytów [54, 85].

Ju¿ pierwsze badania nad wirulencj¹ H. pylori wskazywa³y na olbrzymi¹ ró¿no-
rodno�æ genetyczn¹ tego drobnoustroju. Odkrycie, ¿e niektóre z czynników bakteryjnych
produkowane s¹ tylko przez specyficzne szczepy H. pylori, rodzi³o nadziejê, ¿e w³a�nie
t¹ zmienno�ci¹ bêdzie mo¿na wyt³umaczyæ tak zró¿nicowany przebieg zaka¿enia.
Wieloletnie i prowadzone w wielu o�rodkach badania potwierdzi³y s³uszno�æ takiego
za³o¿enia, jednak¿e wskaza³y równie¿, ¿e dzia³anie czynników bakteryjnych mo¿e byæ
w du¿ym stopniu modyfikowane przez wspó³wystêpuj¹ce czynniki gospodarza i wp³ywy
�rodowiskowe [13, 30, 39]. Obecnie uwa¿a siê, ¿e w patogenezie zaka¿enia H. pylori
kluczow¹ rolê mo¿e odgrywaæ szczególna kombinacja osobniczo zmiennych cech
gospodarza i szczepowo-specyficznych cech bakterii, warunkuj¹ca zaistnienie specyficz-
nych oddzia³ywañ na poziomie molekularnym.

Ró¿nice w wirulencji szczepów H. pylori wynikaj¹ g³ównie z obecno�ci ró¿nych
alleli genów, a w tym obecno�ci wyspy patogenno�ci cag oraz ró¿nych genotypów
vacA czy babA. Produkty dwóch genów, vacA i cagA, jako pierwsze zaczêto korelowaæ
ze zwiêkszon¹ wirulencj¹ szczepów H. pylori.
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CYTOTOKSYNA WAKUOLIZUJ¥CA VacA

Cytotoksyna wakuolizuj¹ca VacA syntetyzowana jest jako 140-kDa prekursor, a
nastêpnie, po proteolitycznym odciêciu 33-aminokwasowego peptydu sekwencji
sygnalnej z N-koñca oraz ~50-kDa C-koñcowej domeny zwi¹zanej z transportem
toksyny przez b³onê zewnêtrzn¹,  jest wydzielana z komórki bakteryjnej jako 88-kDa
dojrza³a toksyna [19, 64]. Cytotoksyna wydzielana z komórki sk³ada siê z dwóch
podjednostek tworz¹cych monomer, 33-kDa N-koñcowej (p33) i 55-kDa C-koñcowej
(p55) (ryc. 1A) [56]. W formie natywnej, VacA wystêpuje w postaci oligomerycznej
struktury o sze�cio- lub siedmio-ramiennej symetrii, utrzymywanej przez oddzia³ywania
podjednostek p33 i p55 z s¹siednich monomerów [56, 89]. Efektywna internalizacja
oraz aktywno�æ wakuolizuj¹ca VacA zale¿y od ponownej monomeryzacji toksyny w
kwa�nym lub zasadowym pH �rodowiska i tworzenia anionowo-selektywnych kana³ów
w b³onach komórkowych [50, 87, 95]. Aktywno�æ wakuolizuj¹c¹ VacA wykazano w
supernatantach hodowli szczepów H. pylori, obserwuj¹c powstawanie wakuoli w wielu
rodzajach komórek eukariotycznych in vitro (ryc. 2) [19, 22].

RYCINA  1. Schemat przedstawiaj¹cy 140-kDa protoksynê VacA (A), regiony zmienno�ci w vacA,
determinuj¹ce ró¿ne genotypy cytotoksyny (B) oraz lokalizacjê fragmentu VacA-b1, oddzia³uj¹cego z
bia³kiem RACK 1. p33 (33-kDa) i p55 (55-kDa) oznaczaj¹ podjednostki dojrza³ej cytotoksyny VacA;
cyfry ograniczaj¹ce fragment VacA-b1 w schemacie (C) odpowiadaj¹ kolejno�ci aminokwasów w VacA ze
szczepu 60190
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Dzia³anie VacA ma istotne znaczenie dla wydajniejszej kolonizacji i pozostawania
H. pylori w zajmowanej niszy ¿o³¹dkowej. Tworz¹c pory w b³onie komórkowej,
zwiêksza jej przepuszczalno�æ dla ma³ych cz¹steczek organicznych (w tym mocznika)
i jonów (jak Fe3+ i Ni2+) niezbêdnych do wzrostu bakterii [22]. Podobne znaczenie dla
dostarczania sk³adników od¿ywczych ma równie¿ zmniejszenie integracji warstwy
nab³onka. Wi¹¿¹c siê z receptorem dla fosfatazy tyrozynowej RPTPβ, VacA prowadzi
do zwiêkszenia fosforylacji bia³ka Git1 (ang. G protein-coupled receptor kinase-
interactor 1) i od³¹czania siê komórek nab³onkowych od b³ony podstawnej [19].

VacA mo¿e bezpo�rednio dzia³aæ niszcz¹co na komórkê. Obok wakuolizacji,
powoduje apoptozê komórek nab³onkowych, prawdopodobnie w wyniku migracji do
mitochondriów, gdzie stymuluje uwalnianie cytochromu c i aktywacjê kaspazy 3 [22].
VacA jest tak¿e toksyn¹ o dzia³aniu silnie moduluj¹cym odpowied� immunologiczn¹:
blokuje dojrzewanie fagosomów w makrofagach, hamuje prezentacjê antygenu przez
limfocyty B, hamuje aktywacjê i proliferacjê limfocytów T i moduluje odpowied�
komórkow¹ typu Th1 [19].

1. Genotypy cytotoksyny VacA

Gen vacA wykrywany jest w genomach niemal wszystkich izolowanych szczepów
H. pylori, ale jedynie po³owa z nich wykazuje aktywno�æ cytotoksyczn¹ in vitro [19,
22, 32, 39, 64]. Przypuszczano, ¿e w pozosta³ych szczepach gen vacA nie ulega ekspresji.
Wykazano jednak, ¿e wiêkszo�æ szczepów H. pylori produkuje cytotoksynê, w
supernatantach ich hodowli wykrywano immunopozytywne bia³ka VacA, jednak¿e ró¿ni¹
siê one zasadniczo sw¹ aktywno�ci¹ [64]. Ró¿nice te wynikaj¹ z polimorfizmu genu
vacA i mozaikowato�ci jego organizacji [6, 64]. Niektóre regiony vacA charakteryzuj¹
siê du¿¹ konserwatywno�ci¹ sekwencji nukleotydowej, za� inne �  wysok¹ zmienno�ci¹.
Ró¿nice obserwowane miêdzy szczepami dotycz¹ g³ównie dwóch regionów: 50
nukleotydów z 5�-czê�ci genu, koduj¹cych drug¹ po³owê sekwencji sygnalnej (allel s �
ang. signal sequence) oraz 700-nukleotydowego odcinka czê�ci �rodkowej genu (allel
m � ang. middle region)  (ryc. 1B) [6].

RYCINA  2. Wakuolizacja komórek HeLa w obecno�ci cytotoksyny VacA ze szczepu H. pylori 60190



                                                          7CZYNNIKI WIRULENCJI HELICOBACTER PYLORI

Pocz¹tkowo opisano wystêpowanie trzech typów allelu s (s1a, s1b, s2) i dwóch ty-
pów allelu m (m1 i m2) [6]. Najwy¿szym poziomem cytotoksyczno�ci in vitro
charakteryzuj¹ siê szczepy o genotypie s1/m1 (Tox+), za� szczepy s2/m2 praktycznie
nie maj¹ aktywno�ci wakuolizuj¹cej (Tox-). Stwierdzono, ¿e peptyd sygnalny toksyny o
allelu s2 zakoñczony jest 12-aminokwasowym, silnie hydrofilowym segmentem, którego
nie ma w allelu s1 [6]. Zast¹pienie hydrofobowego koñca s1 hydrofilowym fragmentem
z koñca s2 prowadzi do utraty w³a�ciwo�ci wakuolizacji komórek HeLa, AGS i RK-13
[46]. Poza ró¿nicami w sekwencji, szczepy Tox+ i Tox- ró¿ni¹ siê tak¿e poziomem
transkrypcji genu vacA, która w szczepie s2/m2 by³a ok. 30-krotnie ni¿sza ni¿ w szczepie
s1/m1 [26].

Analiza sekwencji sygnalnej vacA wskazywa³a na znamiennie czêstsze wystêpowanie
allelu s1a u pacjentów z chorob¹ wrzodow¹ ni¿ z zapaleniem �luzówki ¿o³¹dka [6, 30, 32,
39, 71, 75, 84, 91]. Wydawa³o siê, ¿e oznaczanie genotypu vacA w szczepach H. pylori
izolowanych od pacjentów mo¿e mieæ wa¿ne znaczenie praktyczne, pozwalaj¹ce na
okre�lenie ryzyka rozwoju choroby wrzodowej i byæ mo¿e nowotworowej. Okaza³o siê
jednak, ¿e kr¹¿¹ce w ró¿nych regionach geograficznych szczepy H. pylori ró¿ni¹ siê
genetycznie, a tym samym ocena ryzyka rozwoju choroby na podstawie genotypu vacA,
je�li w ogóle ma znaczenie, to jedynie ograniczone do lokalnej populacji.

2. Oddzia³ywania VacA z bia³kami gospodarza

Wykazano, ¿e VacA oddzia³uje z komórkami docelowymi, wi¹¿¹c siê z takimi bia³kami
powierzchniowymi, jak: receptor dla nab³onkowego czynnika wzrostu EGF czy receptor
dla fosfatazy tyrozynowej RPTPβ [79, 94, 95]. W wi¹zaniu VacA do komórki zaanga¿o-
wana jest podjednostka p55; ona równie¿ determinuje specyficzno�æ komórkow¹ cyto-
toksyny [22, 64]. Internalizacja VacA prowadzi do tworzenia w komórkach du¿ych waku-
oli, powstaj¹cych w wyniku masowego pêcznienia sk³adników b³onowych komórki, w
pó�nych stadiach endocytozy [19, 22]. Badania nad wewn¹trzkomórkow¹ ekspresj¹ vacA
sugerowa³y, ¿e tworzenie wakuoli jest konsekwencj¹ oddzia³ywania podjednostki p33
(wraz ze 150-aminokwasowym fragmentem z N-koñca podjednostki p55) z cytozolowymi
bia³kami komórek gospodarza [21, 97].

Celem kolejnych badañ sta³o siê zatem poszukiwanie bia³ek ludzkich wchodz¹cych
w bezpo�rednie interakcje bia³ko-bia³ko z cytotoksyn¹ VacA H. pylori. Zidentyfikowano
bia³ko RACK1, receptor dla aktywowanej kinazy bia³kowej C (PKC), jako oddzia³uj¹ce
z VacA w komórkach dro¿d¿y, w systemie dwu-hybrydowym [33]. W badaniach tych
u¿yto fragmentów VacA do przeszukiwania biblioteki cDNA, uzyskanej z RNA
izolowanego ze �luzówki ¿o³¹dka pacjenta z objawow¹ infekcj¹ H. pylori. Fragment
VacA-b1, wchodz¹cy w interakcje z RACK1, obejmuje C-koñcow¹ czê�æ podjednostki
p33 i 6 reszt aminokwasowych z podjednostki p55, a wiêc mie�ci siê w obrêbie
minimalnego fragmentu VacA wykazuj¹cego dzia³anie wakuolizuj¹ce wewn¹trz-
komórkowo (ryc. 1C) [21, 97]. Masa cz¹steczkowa bia³ka RACK1 wynosi 37-kDa i
sk³ada siê ono z 317 aminokwasów, tworz¹cych 7 powtórzeñ zwanych motywami WD
(Trp-Asp) [73]. Wykazano, ¿e z bia³kiem VacA oddzia³uje C-koñcowy fragment RACK1,
obejmuj¹cy powtórzenia WD5-WD7 [33].
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RACK1 wi¹¿e aktywn¹ formê PKCβII i dzia³a jako jej wewn¹trzkomórkowy
receptor [74]. Wi¹zanie to powoduje wzrost fosforylacji substratów PKC in vivo,
prawdopodobnie przez stabilizowanie aktywnej formy kinazy [73]. Oprócz PKC,
RACK1 wi¹¿e szereg innych bia³ek komórkowych, miedzy innymi kinazê tyrozynow¹
Src i podjednostkê β receptorów integrynowych [17, 47, 76]. Pokazano równie¿, ¿e po
zwi¹zaniu, RACK1 i PKCβII przemieszczaj¹ siê razem do tej samej czê�ci komórki
[74] oraz ¿e ró¿ne bia³ka mog¹ byæ jednocze�nie wi¹zane z RACK1 [76]. Wydaje siê
wiêc, ¿e to wielo-domenowe bia³ko pe³ni funkcjê bia³ka wahad³owego (ang. shuttle),
które doprowadza PKC w pobli¿e jej substratów, warunkuj¹c ich wydajniejsz¹
fosforylacjê. Ponadto, RACK1 mo¿e s³u¿yæ jako rodzaj platformy umo¿liwiaj¹cej kontakt
i oddzia³ywania pomiêdzy bia³kami tworz¹cymi kompleksy sygnalne w komórce. Jak
na razie, funkcjonalne znaczenie wi¹zania VacA z RACK1 nie jest znane. Jednak¿e, z
racji pe³nionej przez bia³ko RACK1 funkcji w komórce, mo¿na spekulowaæ, ¿e stanowi
ono centrum dla przekazywania sygna³u uruchamianego w wyniku wewn¹trzkomór-
kowego dzia³ania VacA.

W utrzymaniu spójno�ci i integralno�ci warstwy nab³onka zasadnicz¹ rolê pe³ni¹
oddzia³ywania pomiêdzy receptorami integrynowymi komórki i bia³kami adhezyjnymi
macierzy zewn¹trzkomórkowej (ECM), takimi jak laminina czy fibronektyna (FN) [24,
40]. FN wi¹¿e siê z integrynami g³ównie przez sekwencjê zawieraj¹c¹ motyw RGD
(Arg-Gly-Asp) [63]. Jej klasycznym receptorem jest integryna α

5
β

1
. Aktywacja

receptora integrynowego przez zwi¹zanie z FN prowadzi do uruchomienia szlaków
przekazywania sygna³u w komórce, w których uczestnicz¹ takie kinazy, jak: PKC,
FAK (ang. focal adhesion kinase), Src i paksylina oraz Rho GTPaza [24, 44, 55].
Procesy te prowadz¹ do utworzenia kompleksów przylegania (ang. focal adhesions),
polimeryzacji aktyny i przegrupowania cytoszkieletu aktynowego komórki.

Dzia³anie VacA, wespó³ z innymi czynnikami wirulencji H. pylori, prowadzi do
zniszczenia ci¹g³o�ci i stabilno�ci warstwy komórek nab³onka oraz narusza homeostazê
�luzówki, zwiêkszaj¹c jej przepuszczalno�æ, zmieniaj¹c potencja³ b³onowy, a tak¿e
indukuj¹c apoptozê i od³¹czanie siê komórek nab³onka od b³ony podstawnej [3, 22, 64,
66]. W konsekwencji dochodzi do przerwania bariery ochronnej, jak¹ stanowi nab³onek,
i wyeksponowania bia³ek ECM na bezpo�redni kontakt z bakteriami.

Wykazano, ¿e VacA hamuje adhezjê komórek HeLa do fibronektyny [34].
Cytotoksyna bezpo�rednio wi¹¿e siê z FN in vitro [34], co w konsekwencji in vivo
mo¿e prowadziæ do ograniczenia dostêpno�ci FN dla receptorów integrynowych. Szereg
patogenów bakteryjnych ma zdolno�æ wi¹zania siê z FN i wykorzystania jej interakcji
z integryn¹ α

5
β

1
 do inwazji komórek gospodarza [77, 81]. Chocia¿ generalnie H. pylori

uznawany jest za bakteriê nieinwazyjn¹, wykazano, ¿e z pewn¹ wydajno�ci¹ mo¿e
wchodziæ do komórek nab³onkowych ¿o³¹dka i ¿e proces ten jest zale¿ny od podjednostki
β

1
 integryny oraz aktywno�ci PKC [43, 67]. Zdolno�æ do inwazji komórek nab³onka

¿o³¹dka mo¿e mieæ istotne znaczenie w patogenezie H. pylori, bowiem umo¿liwia ona
bakteriom unikniêcie eliminacji przez uk³ad immunologiczny gospodarza, co z kolei mo¿e
skutkowaæ ustanowieniem infekcji chronicznej. Wydaje siê, ¿e w procesie inwazji H.
pylori uczestniczy VacA, jako ¿e szczepy cytotoksyczne wykazuj¹ wiêksze zdolno�ci
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inwazyjne i lepsz¹ prze¿ywalno�æ wewn¹trz komórki ni¿ szczepy nie maj¹ce tej
aktywno�ci [68, 77].

Polimeryzacja aktyny i reorganizacja cytoszkieletu komórki, zachodz¹ce w wyniku
stymulacji receptorów integrynowych, warunkuj¹ ruch i migracjê komórek [10, 55].
Wykazano, ¿e VacA hamuje tworzenie charakterystycznych wypustek b³ony komór-
kowej i lamelipodii, umo¿liwiaj¹cych komórce poruszanie siê, oraz prowadzi do
zahamowania procesów polimeryzacji aktyny i tworzenia kompleksów przylegania (ryc.
3) [34]. Wyniki te sugeruj¹, ¿e dzia³anie VacA, prowadz¹ce do zahamowania reorganizacji
cytoszkieletu i tworzenia wypustek komórkowych, mo¿e znacz¹co wp³ywaæ na procesy
zwi¹zane z odnow¹ spójno�ci uszkodzonego nab³onka czy zaleczaniem wrzodów, w
których podstawow¹ rolê pe³ni ruch komórki.

Jak dot¹d, nie rozstrzygniêto jednoznacznie wp³ywu H. pylori na organizacjê
cytoszkieletu zaka¿onych komórek. Podobnie jak w komórkach HeLa, VacA hamuje
tworzenie w³ókien aktynowych równie¿ w komórkach Hep-2 i RGM1 [5, 60]. W innych
badaniach, obserwowano co prawda wzrost liczby komórek o okr¹g³ej morfologii i
zaburzenia w organizacji ich cytoszkieletu, w obecno�ci nads¹czy hodowli H. pylori,
jednak¿e efekt ten nie by³ wi¹zany z ekspresj¹ vacA [11]. Natomiast w komórkach
AGS zaka¿anych H. pylori stwierdzano indukcjê polimeryzacji aktyny i tworzenia
lamelipodii, niezale¿nie od cytotoksyczno�ci zaka¿aj¹cych szczepów [61, 86]. Wydaje
siê, ¿e ró¿nice w wynikach tych badañ mog¹ byæ zwi¹zane tak z u¿yt¹ lini¹ komórkow¹,
szczepem H. pylori, jak i protoko³em przeprowadzonych do�wiadczeñ. Wa¿nym
czynnikiem modyfikuj¹cym mo¿e byæ obecno�æ surowicy cielêcej (FBS) w pod³o¿u
[61]. FBS oddzia³uje z kompleksami sygnalnymi na brzegach komórki [42], mo¿e wiêc
znacz¹co wp³ywaæ na wi¹zanie VacA z jej receptorami.

Ostatnio wykazano, ¿e RACK1 jest wa¿nym czynnikiem reguluj¹cym organizacjê
kompleksów przylegania oraz adhezjê komórek do ECM, zale¿n¹ od receptorów
integrynowych [23, 36]. Nadprodukcja RACK1 prowadzi do zwiêkszenia ilo�ci ognisk

RYCINA 3. Reorganizacja cytoszkieletu i zmiana morfologii komórek HeLa w obecno�ci VacA ze szczepu
H. pylori 60190. Podwójne barwienie immunologiczne i analiza pod mikroskopem konfokalnym;
identyfikacja kompleksów przylegania paksylin¹ (zielony); barwienie filamentów aktynowych (czerwony)
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przylegania, ilo�ci w³ókien aktynowych, tworzenia wypustek komórkowych, a w
konsekwencji do migracji komórek, czemu towarzyszy zwiêkszona fosforylacja FAK i
paksyliny [36]. RACK1 lokalizuje siê w tworz¹cych siê ogniskach przylegania w
wypustkach komórkowych i reguluje adhezjê i migracjê komórek przez oddzia³ywanie
z kinaz¹ Src [20]. Do oddzia³ywania z VacA wystarczaj¹cy jest fragment RACK1
obejmuj¹cy trzy C-koñcowe motywy WD (WD5-WD7) tego bia³ka [33]. Te same trzy
motywy zaanga¿owane s¹ w wi¹zanie domeny cytoplazmatycznej β podjednostki
receptorów integrynowych [47], a w WD6 mapuj¹ siê miejsca wi¹zania kinazy Src i
PKC [17, 74]. Mo¿na wiêc spekulowaæ, ¿e oddzia³ywanie VacA z RACK1 bêdzie
prowadzi³o do istotnych zaburzeñ w adhezji komórek, tworzeniu ognisk przylegania i
organizacji cytoszkieletu aktynowego.

Oprócz RACK1, w komórkach HeLa zidentyfikowano 54-kDa bia³ko VIP54 jako
potencjalnie oddzia³uj¹ce z VacA w cytoplazmie [23]. Pó�niej okaza³o siê, ¿e VIP54
jest fragmentem 90-kDa bia³ka WISH (ang. WASP interacting SH3 protein),
wi¹¿¹cego siê z N-WASP (ang. Wiskott-Aldrich syndrome protein) przez sw¹ domenê
SH3 [14, 27]. WISH bierze udzia³ w polimeryzacji aktyny oraz tworzeniu filopodii [22].
W komórce lokalizuje siê w pobli¿u po³¹czeñ miêdzykomórkowych w nab³onku, co
mo¿e byæ istotne dla dzia³ania VacA w tym regionie zwa¿ywszy, ¿e tak VacA, jak i
CagA, inny czynnik wirulencji H. pylori, mo¿e prowadziæ do dezintegracji kompleksów
tworz¹cych po³¹czenia miêdzykomórkowe (ang. tight junctions) [3, 22], naruszaj¹c
ci¹g³o�æ warstwy nab³onkowej.

Adhezja komórek do FN indukuje rekrutacjê integryn β1, kinaz FAK, PKC i Src
oraz innych bia³ek zwi¹zanych z aktywacj¹ integryn, do mikrodomen lipidowych w
b³onie komórkowej [44]. Uwa¿a siê, ¿e mikrodomeny te s³u¿¹ jako rodzaj platform
koordynuj¹cych przekazywanie sygna³u od integryn do wnêtrza komórki. Wykazano,
¿e VacA wi¹¿e siê do mikrodomen lipidowych, co umo¿liwia jej internalizacjê do wnêtrza
komórki w procesie endocytozy [72]. Wydaje siê wiêc, ¿e VacA mo¿e wp³ywaæ na
procesy przekazywania sygna³u indukowanego przez aktywacjê receptorów integryno-
wych tak z zewn¹trz, poprzez interakcjê z fibronektyn¹, jak i z wnêtrza komórki,
oddzia³uj¹c z bia³kami cytozolowymi, takimi jak RACK1 czy WISH. Dzia³anie to
prowadzi do zahamowania polimeryzacji aktyny i zmian w organizacji cytoszkieletu
komórkowego. Mo¿na wiêc przypuszczaæ, ¿e VacA bêdzie wp³ywaæ na funkcje komórki
zwi¹zane z jej cytoszkieletem, takie jak: ruch, migracja i proliferacja.

IMMUNODOMINUJ¥CY  ANTYGEN  CagA

Pocz¹tkowo aktywno�æ VacA wi¹zano z wystêpowaniem immunodominuj¹cego
antygenu CagA (st¹d te¿ pochodzi jego nazwa; ang. cytotoxin-associated antygen)
[18]. Obecnie wiadomo jednak, ¿e chocia¿ wystêpowanie obu bia³ek jest wysoce
skorelowane, ekspresja CagA nie jest konieczna dla indukcji wakuolizacji [90]. Gen
cagA lokalizuje siê w obrêbie tzw. wyspy patogenno�ci cag i s³u¿y m.in. jako marker
obecno�ci tego odcinka DNA, wielko�ci 35�40 tys. par zasad, w genomie H. pylori
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[1, 16]. Pe³na wyspa patogenno�ci cag zawiera ok. 30 genów [16]. Oprócz CagA,
kodowane s¹ tu tak¿e inne bia³ka zwi¹zane ze zwiêkszon¹ wirulencj¹ H. pylori. W�ród
nich, bia³ka odpowiedzialne za aktywacjê czynnika transkrypcyjnego NF-κB i pobudzanie
komórek nab³onkowych do zwiêkszonego wydzielania interleukiny-8 (IL-8) oraz bia³ka
wchodz¹ce w sk³ad systemu sekrecji typu IV (SST4), bior¹cego udzia³ w transporcie
CagA do komórek gospodarza [1, 29, 59, 83]. Ostatnio wykazano, ¿e obecno�æ fragmentów
peptydoglukanu H. pylori mo¿e prowadziæ do aktywacji bia³ka Nod1, bêd¹cego
wewn¹trzkomórkowym bia³kiem receptorowym, w sposób zale¿ny od obecno�ci wyspy
patogenno�ci cag. Indukcja bia³ek NOD prowadzi do aktywacji NF-κB i indukcji
wydzielania IL-8. Przypuszcza siê, ¿e SST4 jest odpowiedzialny za transport tak¿e
fragmentów peptydoglukanu do komórek gospodarza [92].

Zmienno�æ CagA wi¹¿e siê z d³ugo�ci¹ koduj¹cego go genu. W zale¿no�ci od szczepu
H. pylori, masa bia³ka CagA waha siê od 128-kDa do 140-kDa. Ró¿nice te wynikaj¹
z obecno�ci ró¿nej liczby powtórzeñ 102 nukleotydów w regionie 3�-koñca genu cagA
[18]. W komórkach  nab³onka CagA ulega fosforylacji przez kinazy tyrozynowe z
rodziny Src [82]. G³ówny motyw fosforylacji, EPIYA (Glu-Pro-Ile-Tyr-Ala), lokalizuje
siê w 3�-czê�ci genu oraz w obrêbie powtórzeñ [82]. St¹d, liczba motywów EPIYA w
genie waha siê od 1do 5 kopii. Ufosforylowane CagA, poprzez motywy fosforylacji
oddzia³uje z fosfataz¹ tyrozynow¹ SHP-2 (ang. Src homology 2 domain containing),
prowadz¹c do jej aktywacji [37, 38]. Dochodzi do uruchomienia przekazywania sygna³u
w szlaku kinazy MAP (ang. mitogen-activated protein kinase), co prowadzi do
nieprawid³owej proliferacji komórek nab³onkowych ¿o³¹dka, przegrupowania cytoszkie-
letu aktynowego komórki i w konsekwencji pojawienia siê charakterystycznych zmian
jej morfologii (fenotyp �humming-bird� � ryc. 4) [9, 52, 78, 82].

Przyjêto uwa¿aæ obecno�æ genu cagA w genomie H. pylori za marker zwiêk-
szonej wirulencji szczepu, czy to przez bezpo�rednie dzia³anie bia³ka CagA, czy te¿
po�rednio jako wyznacznik obecno�ci wys-
py patogenno�ci cag [9, 57]. Wykazano
wysok¹ korelacjê miêdzy obecno�ci¹ zaka-
¿enia szczepem H. pylori cagA+ a chorob¹
wrzodow¹ i rakiem ¿o³¹dka [15, 30, 32, 39,
58, 65, 71, 75, 84]. Zale¿no�ci tej nie obser-
wowano w populacji azjatyckiej, ze wzglê-
du na niezwykle rzadkie w tym regionie
wystêpowanie szczepów cagA- [45, 62].
Ostatnio wykazano, ¿e cagA w szczepach
izolowanych w Azji Wschodniej ró¿ni siê
sekwencj¹ nukleotydów w obrêbie powtó-
rzeñ od izolowanych w krajach Europy
Zachodniej, Ameryki Pó³nocnej i Australii
[96, 99]. Po ufosforylowaniu, CagA o sek-
wencji specyficznej dla szczepów z Azji
Wschodniej silniej wi¹za³o SHP-2. Ponadto,
w�ród CagA ze szczepów z krajów Zacho-

RYCINA 4. Zmieniona morfologia komórek HeLa
w obecno�ci szczepu H. pylori produkuj¹cego
bia³ko CagA (ang. hummingbird phenotype)
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dnich, o sile wi¹zania z SHP-2 i stopniu indukowanych zmian morfologicznych decy-
dowa³a liczba miejsc fosforylacji [8, 18]. Tak wiêc ostatecznie, to polimorfizm w obrêbie
miejsca fosforylacji CagA, decyduj¹cy o poziomie wi¹zania SHP-2, mo¿e okazaæ siê
wa¿nym czynnikiem determinuj¹cym kliniczn¹ manifestacjê zaka¿eñ ró¿nymi szczepami
H. pylori.

ADHEZYNA BabA

Jednym z czynników niezbêdnych do zasiedlania b³ony �luzowej ¿o³¹dka przez H.
pylori jest zdolno�æ do przylegania tej bakterii do komórek nab³onka. Przyleganie to
wymaga z jednej strony obecno�ci adhezyn na powierzchni komórki bakteryjnej, a z
drugiej strony obecno�ci swoistych receptorów, znajduj¹cych siê na powierzchni komórek
gospodarza.

Antygen grupy krwi Lewisb, obecny na powierzchni komórek nab³onkowych ¿o³¹dka,
jest jednym z receptorów komórkowych dla adhezyn H. pylori [41]. Zidentyfikowano
dwa geny H. pylori: babA i babB, na podstawie podobieñstwa produktów tych genów
do bia³ka wi¹¿¹cego antygen Lewisb [41]. Kodowane przez nie bia³ka s¹ niemal
identyczne w swych N- i C-koñcowych fragmentach, jednak¿e jedynie produkt genu
babA jest niezbêdny do wi¹zania Lewisb [69]. Szczep H. pylori CCUG 17875 zawiera
dwie kopie genu babA: babA1 i babA2 [41]. Funkcjonalnie aktywne bia³ko BabA, o
masie cz¹steczkowej 78 kDa, kodowane jest przez gen babA2. Allel babA1 ró¿ni siê
od babA2 delecj¹ 10 nukleotydów w obrêbie sekwencji sygnalnej, która prowadzi do
utraty kodonu inicjacji translacji [41]. Natomiast szczepy H. pylori 26695 i J99, których
sekwencje nukleotydowe pe³nych genomów zosta³y poznane, zawieraj¹ po jednej kopii
babA [2, 88].

Wraz z BabB, BabA nale¿y do rodziny bia³ek powierzchniowych OMP (ang. outer
membrane proteins), charakteryzuj¹cych siê wysok¹ homologi¹ N- i C-koñcowych
regionów oraz zmienno�ci¹ w regionie centralnym [69]. Uwa¿a siê, ¿e w³a�nie ten
region decyduje o specyficzno�ci w wi¹zaniu odpowiednich ligandów. Przy u¿yciu
przeciwcia³ anty-BabA ScFv (ang. single-chain fragment variable) stwierdzono, ¿e
immunoreaktywne bia³ko BabA produkowane jest przez blisko po³owê szczepów H.
pylori [35]. Szczepy te jednak, znacznie ró¿ni¹ siê miêdzy sob¹ poziomem wi¹zania do
antygenu Lewisb in vitro. Jedna z hipotez t³umacz¹cych te ró¿nice zak³ada zmienno�æ
sekwencji aminokwasowej BabA w regionie uczestnicz¹cym w wi¹zaniu Lewisb.
Zgodnie z oczekiwaniami, wykazano obecno�æ wielu polimorfizmów, g³ównie w regionie
koduj¹cym centraln¹ czê�æ bia³ka [35]. Jak dot¹d jednak, nie uda³o siê okre�liæ regionów
bia³ka odpowiedzialnych za aktywno�æ adhezyjn¹ BabA.

Obecno�æ babA2 jest silnie zwi¹zana z obecno�ci¹ cagA i allelu s1m1 genu vacA
w szczepie [28, 35, 98]. Wykazano, ¿e geny te dzia³aj¹ synergistycznie [98], a zaka¿enie
tzw. �potrójnie-pozytywnym� szczepem H. pylori (babA2/cagA+/vacA s1) istotnie
koreluje z wyst¹pieniem choroby wrzodowej dwunastnicy oraz raka ¿o³¹dka [28].
Przypuszcza siê, ¿e dok³adniejsze przyleganie bakterii do komórek nab³onka umo¿liwia
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ich kolonizacjê z wiêksz¹ gêsto�ci¹, a tym samym w wiêkszym stopniu nara¿a komórki
na bezpo�rednie dzia³anie czynników wirulencji H. pylori [70, 80].

PODSUMOWANIE

Podsumowuj¹c dotychczasowy stan badañ nad wirulencj¹ H. pylori niew¹tpliwie
mo¿na stwierdziæ, ¿e ryzyko rozwoju powa¿niejszych schorzeñ górnego odcinka
przewodu pokarmowego, towarzysz¹cych zaka¿eniu H. pylori, ro�nie wraz z liczb¹
czynników wirulencji akumulowanych w zaka¿aj¹cym szczepie. Brak uniwersalnego
genotypu bakterii, który by³by zwi¹zany z dan¹ manifestacj¹ kliniczn¹ infekcji, mo¿na
czê�ciowo t³umaczyæ obecno�ci¹ mieszanych zaka¿eñ, czyli jednoczesnej kolonizacji
kilkoma szczepami H. pylori. W populacjach o wysokiej czêsto�ci zaka¿enia zjawisko
to mo¿e dotyczyæ nawet 70% zaka¿onych [25, 31, 32, 53]. Ponadto, H. pylori nieustan-
nie zmienia swój genom w procesie adaptacji do warunków gospodarza [4, 7]. Szczegól-
nie du¿e znaczenie przypisuje siê obecnie indywidualnej zdolno�ci gospodarza do odpo-
wiedzi na infekcjê. Tak wiêc, dla zrozumienia mechanizmów le¿¹cych u podstaw
zró¿nicowanej klinicznej manifestacji zaka¿enia, pocz¹wszy od zapalenia �luzówki,
poprzez chorobê wrzodow¹ do raka ¿o³¹dka, konieczne sta³o siê prowadzenie badañ
nad zale¿no�ciami miêdzy H. pylori i komórk¹ nab³onkow¹, na poziomie molekularnym.
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