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Streszczenie: Helicobacter pylori jest jednym z najczgsciej wystgpujacych u ludzi patogenow bakteryj-
nych. Zasiedlenie sluzoéwki zotadka przez H. pylori jest podstawowym czynnikiem etiologicznym roz-
woju choroby wrzodowej dwunastnicy i zotadka oraz raka zotadka. Szereg biatek bakteryjnych, w tym
szczegoblnie antygen CagA, cytotoksyne VacA i adhezyng BabA, wiaze si¢ ze zwigkszona wirulencja
szczepow H. pylori. Roznice w aktywnosci cytotoksyny VacA i antygenu CagA wynikaja z polimorfi-
zmow kodujacych je gendw. W patogenezie zakazenia kluczowa rolg moga jednak odgrywac specyficzne
oddziatywania H. pylori z komodrka nablonkowa zotadka na poziomie molekularnym.

Stowa kluczowe: Helicobacter pylori; patogen; wirulencja; choroba wrzodowa; rak zotadka; cytotoksyna
wakuolizujaca; adhezyny; antygen CagA; interakcje biatkowe.

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 spiralna,
Gram-ujemna, mikroaerofilng bakteri¢ ze sluzowki pacjentéw z przewlektym zapaleniem
btony $luzowej zotadka [93], nazwana po6zniej Helicobacter pylori. H. pylori jest
jednym z najczesciej wystepujacych u ludzi patogenow bakteryjnych. Czesto$¢ zakazenia
w Polsce nalezy do najwyzszych w Europie i w zalezno$ci od wieku sigga nawet 90%
(w grupie osob powyzej 60 lat) [48, 49]. U wigkszosci oséb zakazenie przebiega
bezobjawowo, prowadzac do przewleklego zapalenia btony $luzowej zotadka, jednak u
10-20% zakazonych rozwija si¢ choroba wrzodowa dwunastnicy lub zotadka, a u
1-3% rak zotadka lub chtoniak Zotadka o mniejszej ztosliwosci [12, 51, 85].

Szczepy H. pylori charakteryzuje szereg wspolnych czynnikéw determinujacych ich
wirulencjg; umozliwiajacych bakteriom zasiedlenie blony sluzowej zotadka oraz zdolnos¢
do przetrwania w kwasnym srodowisku tresci zotadkowej [54, 85]. Wszystkie szczepy
wytwarzaja ureaze, enzym wydzielany przez bakterie w duzych ilosciach, ktory rozktadajac
obecny w zotadku mocznik z uwolnieniem amoniaku, powoduje zoboj¢tnienie kwasnego
srodowiska soku zoladkowego w sasiedztwie bakterii. Charakterystyczna dla wszystkich
szczepow H. pylori jest rowniez zdolno$¢ do poruszania sig. Spiralny ksztatt bakterii, jak
1 obecno$¢ wici na jednym z biegundw umozliwiaja jej przedostanie si¢ przez warstwe
$luzu na powierzchnig komarek nabtonkowych. Jako wspolne czynniki wirulencji wyrdznié
mozna rowniez liczne adhezyny, proteazy i fosfolipazy umozliwiajace degradacje sluzu
zotadkowego i btony $§luzowej oraz katalazg i dysmutaze nadtlenkowa, ktore zapobiegaja
zniszczeniu bakterii w fagocytarnych wakuolach granulocytow [54, 85].

Juz pierwsze badania nad wirulencja H. pylori wskazywaty na olbrzymia rézno-
rodno$¢ genetyczna tego drobnoustroju. Odkrycie, ze niektore z czynnikow bakteryjnych
produkowane sa tylko przez specyficzne szczepy H. pylori, rodzito nadziejg, ze wtasnie
ta zmienno$cia bedzie mozna wytlumaczy¢ tak zréoznicowany przebieg zakazenia.
Wieloletnie i prowadzone w wielu osrodkach badania potwierdzity stuszno$c¢ takiego
zatozenia, jednakze wskazaty rowniez, ze dzialanie czynnikow bakteryjnych moze by¢
w duzym stopniu modyfikowane przez wspdtwystepujace czynniki gospodarza i wplywy
srodowiskowe [13, 30, 39]. Obecnie uwaza sig, ze w patogenezie zakazenia H. pylori
kluczowa rolg moze odgrywac szczegoélna kombinacja osobniczo zmiennych cech
gospodarza i szczepowo-specyficznych cech bakterii, warunkujaca zaistnienie specyficz-
nych oddziatywan na poziomie molekularnym.

Roéznice w wirulencji szczepdw H. pylori wynikaja gldwnie z obecno$ci réznych
alleli genow, a w tym obecno$ci wyspy patogennosci cag oraz roznych genotypdw
vacA czy babA. Produkty dwoch genow, vacA i cagA, jako pierwsze zaczgto korelowaé
ze zwigkszona wirulencja szczepow H. pylori.
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CYTOTOKSYNA WAKUOLIZUJACA VacA

Cytotoksyna wakuolizujaca VacA syntetyzowana jest jako 140-kDa prekursor, a
nastgpnie, po proteolitycznym odcigciu 33-aminokwasowego peptydu sekwencji
sygnalnej z N-konca oraz ~50-kDa C-koncowej domeny zwigzanej z transportem
toksyny przez btong zewnetrzna, jest wydzielana z komorki bakteryjnej jako 88-kDa
dojrzata toksyna [19, 64]. Cytotoksyna wydzielana z komorki sktada si¢ z dwoch
podjednostek tworzacych monomer, 33-kDa N-koncowej (p33) i 55-kDa C-koncowe;j
(p55) (ryc. 1A) [56]. W formie natywnej, VacA wystepuje w postaci oligomerycznej
struktury o szescio- lub siedmio-ramiennej symetrii, utrzymywanej przez oddziatywania
podjednostek p33 i p55 z sasiednich monomerow [56, 89]. Efektywna internalizacja
oraz aktywnos¢ wakuolizujaca VacA zalezy od ponownej monomeryzacji toksyny w
kwasnym lub zasadowym pH srodowiska i tworzenia anionowo-selektywnych kanalow
w btonach komodrkowych [50, 87, 95]. Aktywnos¢ wakuolizujaca VacA wykazano w
supernatantach hodowli szczepdw H. pylori, obserwujac powstawanie wakuoli w wielu
rodzajach komorek eukariotycznych in vitro (ryc. 2) [19, 22].
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RYCINA 1. Schemat przedstawiajacy 140-kDa protoksyng VacA (A), regiony zmiennos$ci w vac4,
determinujace rdézne genotypy cytotoksyny (B) oraz lokalizacj¢ fragmentu VacA-bl, oddziatujacego z
biatkiem RACK 1. p33 (33-kDa) i p55 (55-kDa) oznaczaja podjednostki dojrzatej cytotoksyny VacA;
cyfry ograniczajace fragment VacA-bl w schemacie (C) odpowiadaja kolejnosci aminokwaséw w VacA ze
szczepu 60190
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RYCINA 2. Wakuolizacja komorek HeLa w obecnosci cytotoksyny VacA ze szczepu H. pylori 60190

Dziatanie VacA ma istotne znaczenie dla wydajniejszej kolonizacji i pozostawania
H. pylori w zajmowanej niszy zoladkowej. Tworzac pory w btonie komorkowe;,
zwigksza jej przepuszczalnos$¢ dla matych czasteczek organicznych (w tym mocznika)
ijonow (jak Fe** i Ni*") niezbgdnych do wzrostu bakterii [22]. Podobne znaczenie dla
dostarczania sktadnikow odzywczych ma rowniez zmniejszenie integracji warstwy
nabtonka. Wiazac sie z receptorem dla fosfatazy tyrozynowej RPTP[3, VacA prowadzi
do zwigkszenia fosforylacji biatka Gitl (ang. G protein-coupled receptor kinase-
interactor 1) i odlaczania si¢ komorek nablonkowych od btony podstawnej [19].

VacA moze bezposrednio dziala¢ niszczaco na komoérke. Obok wakuolizacji,
powoduje apoptoze komoérek nabtonkowych, prawdopodobnie w wyniku migracji do
mitochondriow, gdzie stymuluje uwalnianie cytochromu c i aktywacje kaspazy 3 [22].
VacA jest takze toksyna o dziataniu silnie modulujacym odpowiedz immunologiczna:
blokuje dojrzewanie fagosoméw w makrofagach, hamuje prezentacje antygenu przez
limfocyty B, hamuje aktywacjg i proliferacj¢ limfocytow T i moduluje odpowiedz
komoérkowa typu Thl [19].

1. Genotypy cytotoksyny VacA

Gen vacA wykrywany jest w genomach niemal wszystkich izolowanych szczepow
H. pylori, ale jedynie potowa z nich wykazuje aktywnos$¢ cytotoksyczna in vitro [19,
22,32,39, 64]. Przypuszczano, ze w pozostatych szczepach gen vacA nie ulega ekspresji.
Wykazano jednak, ze wigkszos$¢ szczepdw H. pylori produkuje cytotoksyne, w
supernatantach ich hodowli wykrywano immunopozytywne biatka VacA, jednakze r6znia
si¢ one zasadniczo swa aktywnoscia [64]. Roznice te wynikaja z polimorfizmu genu
vacA i mozaikowato$ci jego organizacji [6, 64]. Niektdre regiony vacA charakteryzuja
si¢ duza konserwatywnoscia sekwencji nukleotydowej, za$ inne — wysoka zmiennoscia.
Réznice obserwowane migdzy szczepami dotycza gtownie dwoch regionow: 50
nukleotydow z 5’-czgsci genu, kodujacych druga potowe sekwencji sygnalnej (allel s —
ang. signal sequence) oraz 700-nukleotydowego odcinka czgsci srodkowej genu (allel
m — ang. middle region) (ryc. 1B) [6].
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Poczatkowo opisano wystepowanie trzech typow allelu s (sla, s1b, s2) i dwoch ty-
pow allelu m (ml i m2) [6]. Najwyzszym poziomem cytotoksycznosci in vitro
charakteryzuja si¢ szczepy o genotypie s1/ml (Tox"), za§ szczepy s2/m2 praktycznie
nie maja aktywnosci wakuolizujacej (Tox"). Stwierdzono, ze peptyd sygnalny toksyny o
allelu s2 zakonczony jest 12-aminokwasowym, silnie hydrofilowym segmentem, ktérego
nie ma w allelu s1 [6]. Zastapienie hydrofobowego konca s1 hydrofilowym fragmentem
z konca s2 prowadzi do utraty wtasciwosci wakuolizacji komorek HelLa, AGS i RK-13
[46]. Poza réznicami w sekwencji, szczepy Tox" i Tox™ ro6znia si¢ takze poziomem
transkrypcji genu vacA, ktdra w szczepie s2/m2 byta ok. 30-krotnie nizsza niz w szczepie
sl/ml [26].

Analiza sekwencji sygnalnej vac4 wskazywata na znamiennie czgstsze wystgpowanie
allelu s1a u pacjentdow z choroba wrzodowa niz z zapaleniem §luzowki zotadka [6, 30, 32,
39,71, 75, 84, 91]. Wydawalo si¢, ze oznaczanie genotypu vacA w szczepach H. pylori
izolowanych od pacjentow moze mie¢ wazne znaczenie praktyczne, pozwalajace na
okreslenie ryzyka rozwoju choroby wrzodowej i by¢ moze nowotworowej. Okazato si¢
jednak, ze krazace w réznych regionach geograficznych szczepy H. pylori r6znia si¢
genetycznie, a tym samym ocena ryzyka rozwoju choroby na podstawie genotypu vac4,
jesli w ogole ma znaczenie, to jedynie ograniczone do lokalnej populacji.

2. Oddzialywania VacA z biatkami gospodarza

Wykazano, ze VacA oddziatuje zkomdrkami docelowymi, wiazac si¢ z takimi biatkami
powierzchniowymi, jak: receptor dla nablonkowego czynnika wzrostu EGF czy receptor
dla fosfatazy tyrozynowej RPTPB[79, 94, 95]. W wiazaniu VacA do komorki zaangazo-
wana jest podjednostka p55; ona réwniez determinuje specyficzno$¢ komoérkowa cyto-
toksyny [22, 64]. Internalizacja VacA prowadzi do tworzenia w komorkach duzych waku-
oli, powstajacych w wyniku masowego pecznienia sktadnikéw blonowych komorki, w
pbéznych stadiach endocytozy [19, 22]. Badania nad wewnatrzkomdrkowa ekspresja vacA
sugerowaly, ze tworzenie wakuoli jest konsekwencja oddziatywania podjednostki p33
(wraz ze 150-aminokwasowym fragmentem z N-konca podjednostki p55) z cytozolowymi
biatkami komoérek gospodarza [21, 97].

Celem kolejnych badan stato si¢ zatem poszukiwanie biatek ludzkich wchodzacych
w bezposrednie interakcje biatko-biatko z cytotoksyna VacA H. pylori. Zidentyfikowano
biatko RACK1, receptor dla aktywowanej kinazy biatkowej C (PKC), jako oddziatujace
z VacA w komorkach drozdzy, w systemie dwu-hybrydowym [33]. W badaniach tych
uzyto fragmentéw VacA do przeszukiwania biblioteki cDNA, uzyskanej z RNA
izolowanego ze sluzowki zotadka pacjenta z objawowa infekcja H. pylori. Fragment
VacA-bl, wchodzacy w interakcje z RACK 1, obejmuje C-koncowa czg$¢ podjednostki
p33 i 6 reszt aminokwasowych z podjednostki p55, a wigc miesci si¢ w obrgbie
minimalnego fragmentu VacA wykazujacego dzialanie wakuolizujace wewnatrz-
komoérkowo (ryc. 1C) [21, 97]. Masa czasteczkowa biatka RACK1 wynosi 37-kDa 1
sktada si¢ ono z 317 aminokwasdéw, tworzacych 7 powtérzen zwanych motywami WD
(Trp-Asp) [73]. Wykazano, ze z bialkiem VacA oddzialuje C-koncowy fragment RACK,
obejmujacy powtdrzenia WD5-WD7 [33].
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RACKI1 wiaze aktywna form¢ PKCpII i dziata jako jej wewnatrzkomorkowy
receptor [74]. Wiazanie to powoduje wzrost fosforylacji substratow PKC in vivo,
prawdopodobnie przez stabilizowanie aktywnej formy kinazy [73]. Oprécz PKC,
RACKI1 wiaze szereg innych biatek komorkowych, miedzy innymi kinazeg tyrozynowa
Src i podjednostke B receptoréw integrynowych [17, 47, 76]. Pokazano rowniez, ze po
zwiazaniu, RACK1 i PKCBII przemieszczaja si¢ razem do tej samej czgsci komorki
[74] oraz ze rozne biatka moga by¢ jednoczes$nie wigzane z RACK1 [76]. Wydaje si¢
wige, ze to wielo-domenowe biatko petni funkcje biatka wahadlowego (ang. shuttle),
ktore doprowadza PKC w poblize jej substratow, warunkujac ich wydajniejsza
fosforylacje. Ponadto, RACK1 moze shuzy¢ jako rodzaj platformy umozliwiajacej kontakt
i oddziatywania pomigdzy biatkami tworzacymi kompleksy sygnalne w komorce. Jak
narazie, funkcjonalne znaczenie wiazania VacA z RACK1 nie jest znane. Jednakze, z
racji petionej przez biatko RACK1 funkeji w komorce, mozna spekulowac, ze stanowi
ono centrum dla przekazywania sygnatu uruchamianego w wyniku wewnatrzkomor-
kowego dziatania VacA.

W utrzymaniu spdjnosci i integralnosci warstwy nabtonka zasadnicza rolg pehnia
oddziatywania pomigdzy receptorami integrynowymi komorki i biatkami adhezyjnymi
macierzy zewnatrzkomorkowej (ECM), takimi jak laminina czy fibronektyna (FN) [24,
40]. FN wiaze si¢ z integrynami gtownie przez sekwencjg¢ zawierajaca motyw RGD
(Arg-Gly-Asp) [63]. Jej klasycznym receptorem jest integryna o f3,. Aktywacja
receptora integrynowego przez zwiazanie z FN prowadzi do uruchomienia szlakow
przekazywania sygnatu w komorce, w ktorych uczestnicza takie kinazy, jak: PKC,
FAK (ang. focal adhesion kinase), Src i paksylina oraz Rho GTPaza [24, 44, 55].
Procesy te prowadza do utworzenia kompleksow przylegania (ang. focal adhesions),
polimeryzacji aktyny i przegrupowania cytoszkieletu aktynowego komorki.

Dziatanie VacA, wespot z innymi czynnikami wirulencji H. pylori, prowadzi do
zniszczenia ciaglosci i stabilno$ci warstwy komorek nabtonka oraz narusza homeostaze
sluzowki, zwigkszajac jej przepuszczalnosé, zmieniajac potencjat btonowy, a takze
indukujac apoptoz¢ i odlaczanie si¢ komorek nabtonka od btony podstawnej [3, 22, 64,
66]. W konsekwencji dochodzi do przerwania bariery ochronnej, jaka stanowi nabtonek,
i wyeksponowania biatlek ECM na bezposredni kontakt z bakteriami.

Wykazano, ze VacA hamuje adhezj¢ komodrek Hela do fibronektyny [34].
Cytotoksyna bezposrednio wiaze si¢ z FN in vitro [34], co w konsekwencji in vivo
moze prowadzi¢ do ograniczenia dostgpnosci FN dla receptoréw integrynowych. Szereg
patogenow bakteryjnych ma zdolno$¢ wiazania si¢ z FN i wykorzystania jej interakcji
zintegryna o 3, do inwazji komorek gospodarza [77, 81]. Chociaz generalnie H. pylori
uznawany jest za bakteri¢ nieinwazyjna, wykazano, ze z pewna wydajnos$ciag moze
wchodzi¢ do komorek nabtonkowych Zotadka i ze proces ten jest zalezny od podjednostki
B, integryny oraz aktywnosci PKC [43, 67]. ZdoIno§¢ do inwazji komorek nabtonka
zotadka moze mie¢ istotne znaczenie w patogenezie H. pylori, bowiem umozliwia ona
bakteriom uniknigcie eliminacji przez uktad immunologiczny gospodarza, co z kolei moze
skutkowa¢ ustanowieniem infekcji chronicznej. Wydaje sig, ze w procesie inwazji H.
pyloriuczestniczy VacA, jako ze szczepy cytotoksyczne wykazuja wigksze zdolnosci
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inwazyjne i lepsza przezywalno§¢ wewnatrz komorki niz szczepy nie majace tej
aktywnosci [68, 77].

Polimeryzacja aktyny i reorganizacja cytoszkieletu komorki, zachodzace w wyniku
stymulacji receptoréw integrynowych, warunkuja ruch i migracj¢ komorek [10, 55].
Wykazano, ze VacA hamuje tworzenie charakterystycznych wypustek btony komor-
kowej i lamelipodii, umozliwiajacych komoérce poruszanie si¢, oraz prowadzi do
zahamowania procesdéw polimeryzacji aktyny i tworzenia kompleksow przylegania (ryc.
3) [34]. Wyniki te sugeruja, ze dziatanie VacA, prowadzace do zahamowania reorganizacji
cytoszkieletu i tworzenia wypustek komorkowych, moze znaczaco wptywac na procesy
zwiazane z odnowa spojnosci uszkodzonego nabtonka czy zaleczaniem wrzodow, w
ktorych podstawowa role petni ruch komorki.

Jak dotad, nie rozstrzygnigto jednoznacznie wpltywu H. pylori na organizacje
cytoszkieletu zakazonych komorek. Podobnie jak w komoérkach HeLa, VacA hamuje
tworzenie wiokien aktynowych rowniez w komoérkach Hep-2 1 RGM1 [5, 60]. W innych
badaniach, obserwowano co prawda wzrost liczby komorek o okragtej morfologii i
zaburzenia w organizacji ich cytoszkieletu, w obecnos$ci nadsaczy hodowli H. pylori,
jednakze efekt ten nie byl wiazany z ekspresja vacA [11]. Natomiast w komoérkach
AGS zakazanych H. pylori stwierdzano indukcje¢ polimeryzacji aktyny i tworzenia
lamelipodii, niezaleznie od cytotoksycznosci zakazajacych szczepow [61, 86]. Wydaje
sig, ze roznice w wynikach tych badan moga by¢ zwiazane tak z uzyta linia komorkowa,
szczepem H. pylori, jak i protokotem przeprowadzonych do$wiadczen. Waznym
czynnikiem modyfikujacym moze by¢ obecno$¢ surowicy cielecej (FBS) w podtozu
[61]. FBS oddziatuje z kompleksami sygnalnymi na brzegach komorki [42], moze wige
znaczaco wplywac na wiazanie VacA z jej receptorami.

Ostatnio wykazano, ze RACKI1 jest waznym czynnikiem regulujacym organizacj¢
kompleksow przylegania oraz adhezj¢ komorek do ECM, zalezna od receptoréw
integrynowych [23, 36]. Nadprodukcja RACK 1 prowadzi do zwigkszenia ilosci ognisk

RYCINA 3. Reorganizacja cytoszkieletu i zmiana morfologii komorek HeLLa w obecnosci VacA ze szczepu
H. pylori 60190. Podwoéjne barwienie immunologiczne i analiza pod mikroskopem konfokalnym;
identyfikacja kompleksow przylegania paksylina (zielony); barwienie filamentow aktynowych (czerwony)
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przylegania, ilosci widkien aktynowych, tworzenia wypustek komorkowych, a w
konsekwencji do migracji komoérek, czemu towarzyszy zwigkszona fosforylacja FAK i
paksyliny [36]. RACKI1 lokalizuje si¢ w tworzacych si¢ ogniskach przylegania w
wypustkach komérkowych i reguluje adhezjg i migracje komorek przez oddziatywanie
z kinaza Src [20]. Do oddziatywania z VacA wystarczajacy jest fragment RACKI1
obejmujacy trzy C-koncowe motywy WD (WD5-WD7) tego biatka [33]. Te same trzy
motywy zaangazowane sa W wiazanie domeny cytoplazmatycznej 3 podjednostki
receptorow integrynowych [47], a w WD6 mapuja si¢ miejsca wiazania kinazy Src i
PKC [17, 74]. Mozna wigc spekulowaé, ze oddzialywanie VacA z RACK1 bedzie
prowadzilo do istotnych zaburzen w adhezji komorek, tworzeniu ognisk przylegania i
organizacji cytoszkieletu aktynowego.

Oprocz RACK1, w komorkach HeLa zidentyfikowano 54-kDa biatko VIP54 jako
potencjalnie oddziatujace z VacA w cytoplazmie [23]. PdZniej okazato sig, ze VIP54
jest fragmentem 90-kDa biatka WISH (ang. WASP interacting SH3 protein),
wiazacego si¢ z N-WASP (ang. Wiskott-Aldrich syndrome protein) przez swa domeng
SH3 [14, 27]. WISH bierze udziat w polimeryzacji aktyny oraz tworzeniu filopodii [22].
W komorce lokalizuje si¢ w poblizu polaczen migdzykomoérkowych w nabtonku, co
moze by¢ istotne dla dzialania VacA w tym regionie zwazywszy, ze tak VacA, jak i
CagA, inny czynnik wirulencji H. pylori, moze prowadzi¢ do dezintegracji kompleksow
tworzacych potaczenia miedzykomorkowe (ang. tight junctions) [3, 22], naruszajac
ciaglos¢ warstwy nablonkowe;.

Adhezja komorek do FN indukuje rekrutacje integryn 1, kinaz FAK, PKC i Src
oraz innych biatek zwigzanych z aktywacja integryn, do mikrodomen lipidowych w
btonie komorkowej [44]. Uwaza sig, ze mikrodomeny te stuzg jako rodzaj platform
koordynujacych przekazywanie sygnatu od integryn do wngtrza komorki. Wykazano,
ze VacA wiaze si¢ do mikrodomen lipidowych, co umozliwia jej internalizacje do wnetrza
komorki w procesie endocytozy [72]. Wydaje si¢ wigc, ze VacA moze wplywac na
procesy przekazywania sygnatu indukowanego przez aktywacje receptordéw integryno-
wych tak z zewnatrz, poprzez interakcj¢ z fibronektyna, jak i z wnetrza komorki,
oddziatujac z biatkami cytozolowymi, takimi jak RACKI1 czy WISH. Dziatanie to
prowadzi do zahamowania polimeryzacji aktyny i zmian w organizacji cytoszkieletu
komorkowego. Mozna wigc przypuszczac, ze VacA bedzie wptywac na funkcje komorki
zwiazane 7 jej cytoszkieletem, takie jak: ruch, migracja i proliferacja.

IMMUNODOMINUJACY ANTYGEN CagA

Poczatkowo aktywno$¢ VacA wigzano z wystgpowaniem immunodominujacego
antygenu CagA (stad tez pochodzi jego nazwa; ang. cytotoxin-associated antygen)
[18]. Obecnie wiadomo jednak, Zze chociaz wystgpowanie obu bialek jest wysoce
skorelowane, ekspresja CagA nie jest konieczna dla indukcji wakuolizacji [90]. Gen
cagA lokalizuje si¢ w obrebie tzw. wyspy patogennosci cag i shuzy m.in. jako marker
obecnosci tego odcinka DNA, wielko$ci 35—40 tys. par zasad, w genomie H. pylori
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[1, 16]. Pelna wyspa patogennosci cag zawiera ok. 30 genow [16]. Oprocz CagA,
kodowane sa tu takze inne biatka zwiazane ze zwigkszona wirulencja H. pylori. Wsrdéd
nich, biatka odpowiedzialne za aktywacje czynnika transkrypcyjnego NF-KB i pobudzanie
komorek nabtonkowych do zwigkszonego wydzielania interleukiny-8 (IL-8) oraz biatka
wchodzace w sklad systemu sekrecji typu IV (SST4), bioracego udziat w transporcie
CagA do komorek gospodarza [ 1, 29, 59, 83]. Ostatnio wykazano, ze obecno$¢ fragmentow
peptydoglukanu H. pylori moze prowadzi¢ do aktywacji biatka Nodl, bedacego
wewnatrzkomorkowym biatkiem receptorowym, w sposob zalezny od obecnosci wyspy
patogennosci cag. Indukcja biatek NOD prowadzi do aktywacji NF-kB i indukcji
wydzielania IL-8. Przypuszcza sig, ze SST4 jest odpowiedzialny za transport takze
fragmentow peptydoglukanu do komorek gospodarza [92].

Zmienno$¢ CagA wiaze sig z dtugoscia kodujacego go genu. W zaleznosci od szczepu
H. pylori, masa biatka CagA waha si¢ od 128-kDa do 140-kDa. Rdéznice te wynikaja
z obecnosci roznej liczby powtorzen 102 nukleotydow w regionie 3’-konca genu cagA
[18]. W komodrkach nabtonka CagA ulega fosforylacji przez kinazy tyrozynowe z
rodziny Src [82]. Gtowny motyw fosforylacji, EPIYA (Glu-Pro-lle-Tyr-Ala), lokalizuje
si¢ w 3’-czeg$ci genu oraz w obrebie powtorzen [82]. Stad, liczba motywoéw EPIYA w
genie waha si¢ od 1do 5 kopii. Ufosforylowane CagA, poprzez motywy fosforylacji
oddziatuje z fosfataza tyrozynowa SHP-2 (ang. Src homology 2 domain containing),
prowadzac do jej aktywacji [37, 38]. Dochodzi do uruchomienia przekazywania sygnatu
w szlaku kinazy MAP (ang. mitogen-activated protein kinase), co prowadzi do
nieprawidlowej proliferacji komorek nabtonkowych zotadka, przegrupowania cytoszkie-
letu aktynowego komorki i w konsekwencji pojawienia si¢ charakterystycznych zmian
jej morfologii (fenotyp ‘humming-bird’ —ryc. 4) [9, 52, 78, 82].

Przyjeto uwaza¢ obecno$¢ genu cagd w genomie H. pylori za marker zwigk-
szonej wirulencji szczepu, czy to przez bezposrednie dziatanie biatka CagA, czy tez
posrednio jako wyznacznik obecnosci wys-
py patogennosci cag [9, 57]. Wykazano
wysoka korelacje miedzy obecnoscia zaka-
zenia szczepem H. pylori cagA™a choroba
wrzodowa i rakiem zotadka[15, 30, 32, 39,
58,65,71,75, 84]. Zaleznosci tej nie obser-
wowano w populacji azjatyckiej, ze wzgle-
du na niezwykle rzadkie w tym regionie
wystgpowanie szczepow cagA- [45, 62].
Ostatnio wykazano, ze cag4 w szczepach
izolowanych w Azji Wschodniej rozni sig
sekwencja nukleotydéw w obrgbie powto-
rzen od izolowanych w krajach Europy
Zachodniej, Ameryki Péinocnej i Australii
[96, 99]. Po ufosforylowaniu, CagA o sek- Fenotyp "hummingbird"
wencji specyficznej dla szczepow z Azji  RYCINA 4. Zmieniona morfologia komorek HeLa
Wschodniej silniej wiazato SHP-2. Ponadto, ~w obecnosci szczepu H. pylori produkujacego
wirod CagA ze szezepdw z krajow Zacho- biatko CagA (ang. hummingbird phenotype)
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dnich, o sile wigzania z SHP-2 i stopniu indukowanych zmian morfologicznych decy-
dowata liczba miejsc fosforylacji [8, 18]. Tak wigc ostatecznie, to polimorfizm w obrebie
miejsca fosforylacji CagA, decydujacy o poziomie wigzania SHP-2, moze okazac si¢
waznym czynnikiem determinujacym kliniczng manifestacj¢ zakazen roznymi szczepami
H. pylori.

ADHEZYNA BabA

Jednym z czynnikow niezbednych do zasiedlania btony §luzowej zotadka przez H.
pylori jest zdolnos¢ do przylegania tej bakterii do komodrek nabtonka. Przyleganie to
wymaga z jednej strony obecnosci adhezyn na powierzchni komérki bakteryjnej, a z
drugiej strony obecnosci swoistych receptoréw, znajdujacych si¢ na powierzchni komorek
gospodarza.

Antygen grupy krwi Lewis®, obecny na powierzchni komoérek nabtonkowych zotadka,
jest jednym z receptorow komorkowych dla adhezyn H. pylori [41]. Zidentyfikowano
dwa geny H. pylori: babA i babB, na podstawie podobienstwa produktow tych genow
do biatka wigzacego antygen Lewis® [41]. Kodowane przez nie biatka sa niemal
identyczne w swych N- i C-koncowych fragmentach, jednakze jedynie produkt genu
babA jest niezbedny do wiazania Lewis® [69]. Szczep H. pylori CCUG 17875 zawiera
dwie kopie genu babA: babAl i babA2 [41]. Funkcjonalnie aktywne biatko BabA, o
masie czasteczkowej 78 kDa, kodowane jest przez gen babA2. Allel babAl ro6zni sig
od babA?2 delecja 10 nukleotydow w obrebie sekwencji sygnalnej, ktora prowadzi do
utraty kodonu inicjacji translacji [41]. Natomiast szczepy H. pylori 26695 1J99, ktorych
sekwencje nukleotydowe pelnych genomoéw zostaly poznane, zawieraja po jednej kopii
babA [2, 88].

Wraz z BabB, BabA nalezy do rodziny biatek powierzchniowych OMP (ang. outer
membrane proteins), charakteryzujacych si¢ wysoka homologia N- i C-koncowych
regiondow oraz zmiennos$cia w regionie centralnym [69]. Uwaza sig, ze wlasnie ten
region decyduje o specyficznosci w wigzaniu odpowiednich ligandéw. Przy uzyciu
przeciwciat anty-BabA ScFv (ang. single-chain fragment variable) stwierdzono, ze
immunoreaktywne biatko BabA produkowane jest przez blisko potowe szczepow H.
pylori[35]. Szczepy te jednak, znacznie roznig si¢ migdzy soba poziomem wiazania do
antygenu Lewis® in vitro. Jedna z hipotez ttumaczacych te roznice zaktada zmiennos¢
sekwencji aminokwasowej BabA w regionie uczestniczacym w wiazaniu Lewis®.
Zgodnie z oczekiwaniami, wykazano obecno$¢ wielu polimorfizmow, gtdéwnie w regionie
kodujacym centralng czg$¢ biatka [35]. Jak dotad jednak, nie udato si¢ okresli¢ regionow
biatka odpowiedzialnych za aktywnos¢ adhezyjna BabA.

Obecnos¢ babA?2 jest silnie zwigzana z obecnoscia cagA i allelu sIm1 genu vacA
w szczepie [28, 35, 98]. Wykazano, ze geny te dziataja synergistycznie [98], a zakazenie
tzw. ,,potrojnie-pozytywnym” szczepem H. pylori (babA2/cagA*/vacA sl) istotnie
koreluje z wystapieniem choroby wrzodowej dwunastnicy oraz raka zotadka [28].
Przypuszcza sig, ze doktadniejsze przyleganie bakterii do komorek nabtonka umozliwia
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ich kolonizacj¢ z wicksza gestoscia, a tym samym w wigkszym stopniu naraza komorki
na bezposrednie dziatanie czynnikéw wirulencji H. pylori [70, 80].

PODSUMOWANIE

Podsumowujac dotychczasowy stan badan nad wirulencja H. pylori niewatpliwie
mozna stwierdzi¢, ze ryzyko rozwoju powazniejszych schorzen gornego odcinka
przewodu pokarmowego, towarzyszacych zakazeniu H. pylori, ro$nie wraz z liczba
czynnikoéw wirulencji akumulowanych w zakazajacym szczepie. Brak uniwersalnego
genotypu bakterii, ktory bytby zwiazany z dang manifestacja kliniczna infekcji, mozna
czesciowo thumaczy¢ obecnos$cia mieszanych zakazen, czyli jednoczesnej kolonizacji
kilkoma szczepami H. pylori. W populacjach o wysokiej czestosci zakazenia zjawisko
to moze dotyczy¢ nawet 70% zakazonych [25, 31, 32, 53]. Ponadto, H. pylori nieustan-
nie zmienia swoj genom w procesie adaptacji do warunkow gospodarza [4, 7]. Szczegol-
nie duze znaczenie przypisuje si¢ obecnie indywidualnej zdolnosci gospodarza do odpo-
wiedzi na infekcje. Tak wigc, dla zrozumienia mechanizmow lezacych u podstaw
zroznicowanej klinicznej manifestacji zakazenia, poczawszy od zapalenia §luzéwki,
poprzez chorobe wrzodowa do raka zotadka, konieczne stalo si¢ prowadzenie badan
nad zalezno$ciami migdzy H. pyloriikomorka nablonkowa, na poziomie molekularnym.
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