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Bartonella sp.— mechanism of bacteria-induced angiogenesis

Abstract: The alpha-proteobacterial genus Bartonella comprises numerous pathogens causing characteristic intraerythrocytic bacteremia
in their reservoir hosts. Since 1993 the genus Bartonella expanded from one species to currently 24 species, more than ten of which
are associated with human diseases. Some members of Bartonella genus are recognized as zoonotic pathogens. Transmission between
mammalian host occurs via blood sucking arthropods or via direct contact. Three species (B. bacilliformis, B. quintana and B. henslae)
are the most important human pathogens that cause a wide spectrum of clinical manifestations such as: cat-scratch disease (CSD),
trench fever, Carrion’s disease, bacillary angiomatis (BA) and peliosis (BP). In humans Bartonellae infect erythrocytes and vascular
endothelial cells (EC). Invasion of EC can lead to vasoproliferative tumour lesions in the skin and inner organs. This review paper
provides an overview of Bartonella — host cell interaction concentrating on vascular tumor proliferation.

1. Introduction. 2. Bartonella — host cell interactions. 3. Pathogenesis ; virulence factors 4. inhibition of apoptosis. 5. NFkB — main

factor of proinflamatory reaction. 6.Paracrine loop of endothelial cell proliferation. 7. Summary
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1. Wstep

Pierwsze doniesienia dotyczace objawow infekcji
bakteriami rodzaju Bartonella pochodza z czasow
I wojny §wiatowej, kiedy to pojawily si¢ okreslenia:
,»goraczka okopowa” (trench fever) czy tez ,,goraczka
wotynska” (Wolhynian fever). Choroba obserwowana
wsrdd zolnierzy charakteryzowata si¢ nawracajaca
5-dniowa goraczka i silnymi boélami, uniemozliwiaja-
cymi udziat w walce. Kolejne epidemie na skalg euro-
pejska pojawily si¢ podczas Il wojny $wiatowej. Ko-
relacja migdzy niskim standardem bytowania ludno$ci,
,»-okopowymi” warunkami Zycia a pojawianiem sig
infekcji wydaje si¢ by¢ zatem bardzo wyrazna. Czyn-
nik etiologiczny goraczki okopowej izolowany z krwi
chorych i przenoszony przez wszy, ze wzgledu na po-
dobienstwo do Rickettsia prowazekii, zostat zaliczony
do tego samego rodzaju jako Rickettsia quintana, na-
stepnie nastapita zmiana nazwy rodzajowej na Rocha-
limaea quintana a ostatecznie na Bartonella quintana
[30]. Po szczegotowych badaniach juz na poziomie
DNA - analizie sekwencji 16S rRNA, testach hybry-
dyzacyjnych oraz poréwnawczych analizach sekwen-
cji nukleotydowych gendéw — do rodzaju Bartonella

zaklasyfikowano 24 gatunki i podgatunki, z czego
przynajmniej polowa jest patogennych dla cztowieka
[62]. Gloéwnie trzy gatunki stymuluja proliferacyjne
zmiany naczyn krwiono$nych: B. quintana, B. henselae
i B. bacilliformis. Rodzaj Bartonella nalezy do o-Pro-
teobacteria, najblizej spokrewniony jest z Brucella
abortus oraz, co ciekawe, Agrobacterium tumefaciens,
bakteria indukujaca powstawanie guzow nowotworo-
wych roslin [65]. Sa to Gram-ujemne, czg¢sto zakrzy-
wione, tlenowe oksydazo- i katalazo-ujemne pateczki
o skomplikowanych wymaganiach pokarmowych (m.in.
wymagaja do wzrostu heminy) [30].

Aktualnie bakterie rodzaju Bartonella klasyfi-
kowane sa jako tzw ,,emerging pathogens”. Infekcje
mikroorganizmami tego rodzaju wywotuja réznorod-
ne objawy chorobowe, od zakazen bezobjawowych
po bardzo cigzkie, czgsto $miertelne choroby. Konse-
kwencje infekcji zalezne sa od gatunku/szczepu pa-
togenu oraz statusu immunologicznego gospodarza.
Do schorzen zwiazanych z zakazeniem zalicza si¢ bak-
teryjna naczyniakowato$¢ (BA — bacillary angiomato-
sis) objawiajaca si¢ zmianami angioproliferacyjnymi
srédbtonka naczyn krwionosnych skory, gtéwnie u 0sob
0 obnizonej odpornosci, ustgpujacymi po zastosowaniu
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antybiotykow: tetracykliny, chloramfenikolu i amino-
glikozydow [15, 30]. Skutkiem infekcji B. quintana
jest dodatkowo schorzenie plamica watrobowa (po-
dobne zmiany watrobowe) (PH — peliosis hepatitis),
przy czym w obu przypadkach wystepuje zwigkszona
proliferacja komorek eukariotycznych [37]. Infekcje
B. quintana, oprécz goraczki okopowej, BA i PH,
moga by¢ takze przyczyna zapalenia wsierdzia [58].
Najgrozniejsze dla ludzi sa skutki infekcji B. bacilli-
formis. Choroba nosi nazw¢ choroby Carriona i wy-
stegpuje endemicznie w Andach (cho¢ znana jest juz
z czasow prekolumbijskich z terenow dzisiejszego
Ekwadoru i Peru). Pierwsze jej objawy to goraczkowa
anemia (,,Oroya fever”), ktéra doprowadza do hemo-
litycznej anemii i nieleczona charakteryzuje si¢ 85%
$miertelnoscia. Chroniczna faza infekcji noszaca nazwe
,verruga peruana” charakteryzuje si¢ zmianami angio-
proliferacyjnymi skory wynikajacymi z proliferacji
kolonizowanych komoérek srodblonka. W ostrej fazie
choroby wywotywanej zakazeniem B. bacilliformis
dochodzi czg¢sto do infekcji oportunistycznymi pato-
genami, co moze sugerowac, ze podobnie jak podczas
infekcji wirusem HIV mamy do czynienia ze zjawis-
kami immunosupresji [61].

Objawem infekcji B. henselae jest choroba okresla-
na jako choroba kociego pazura (CSD — cat scratch
disease), samozanikajacy lokalny stan zapalny i po-
wigkszenie weztow chtonnych, BA u 0s6b z obnizona
odpornoscia, BP (bacillary peliosis — zmiany w watro-
bie, $ledzionie), bakteriemia i neuroretinitis (zapalenie
siatkéwki i nerwu wzrokowego). Charakterystyczne dla
powstajacych grudek naczyniowych sa obfite krwa-
wienia juz przy najmniejszych zranieniach. Powstajace
zmiany sa czgsto morfologicznie nieodroznialne od
typowych zmian nowotworowych, takich jak haeman-
gioma (naczyniak krwiono$ny) czy migsak Kaposi’ego.
Charakterystyczne dla zmian chorobowych jest wyste-
powanie skupisk naczyn krwiono$nych, ktérych na-
btonek bardzo szybko proliferuje i pozostaje w $cistym
kontakcie z agregatami bakteryjnymi. Podobne zmiany
histopatologiczne wystgpuja w wypadku PH w watro-
bie — a takze ,,verruga peruana”. Guzy w BA maja
fagodny, naczyniowy charakter, czesto naciekaja ma-
krofagami i PMN (neutrofilami) [15, 30].

Wspdlny dla bakterii rodzaju Bartonella jest he-
motropowy tryb zycia zwiazany z pasozytnictwem
wewnatrzerytrocytowym, silne powinowactwo do ko-
morek endotelialnych (EC) i ,,wykorzystanie” stawo-
nogdw — wszy, pchel, prawdopodobnie takze kleszczy
— jako wektorow [5, 6, 12, 15, 39]. Bakterie rodzaju
Bartonella charakteryzuje silnie zaznaczony tropizm
gatunkowy. Wiele gatunkéw ssakow, zaréwno dzikich
jak 1 udomowionych, jest naturalnym rezerwuarem
bakterii, ale tylko dla dwu gatunkéw (B. quintana
i B. bacilliformis) rezerwuarem jest cztowiek [15].
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Infekcje Bartonella zaobserwowano u wszystkich ba-
danych ssakow, przy czym poszczegélne gatunki
rodzaju Bartonella sa zdolne do kolonizacji ograni-
czonej liczby gatunkéw ssakow [62]. Rezerwuarem
B. henselae sa koty, ktore to wydaja si¢ by¢ waznym
ogniwem w rozwojowym cyklu bakterii, dlatego za-
rowno CSD, jak i BA oraz PH traktuje si¢ jako zoono-
zy. Ostatnie dane epidemiologiczne wskazuja, ze
takze bartonellozy wywotywane przez inne gatunki
tego rodzaju nalezy traktowac jako potencjalne cho-
roby odzwierzgce [11, 23].

W Polsce wypadki bartonelloz sa stosunkowo rzad-
kie. Analiza epidemiologiczna zachorowan na barto-
nellozy w Polsce w latach 1998-2001 wykazata niska
zapadalno$¢ na CSD. Przeciwciata swoiste dla B. hen-
slae zidentyfikowano w 168 probach surowic pobra-
nych od 265 oséb ze wstgpnym rozpoznaniem klinicz-
nym bartonellozy [40].

Znamy sekwencje¢ nukleotydowa genoméw przed-
stawicieli pigciu gatunkéw rodzaju Bartonella, mig-
dzy innymi: dwu specyficznych dla ludzi patogenoéw
B. bacilliformis i B. quintana, gatunku specyficznego
dla kotow i infekujacego ludzi B. henselae oraz gatun-
ku specyficznego dla szczurdw B. tribocorum, czgsto
stosowanego jako modelowy mikroorganizm w bada-
niach interakcji patogenu z komoérkami eukariotycz-
nymi [1]. Wielko$¢ zsekwencjonowanych genomow
waha si¢ od 1.44 Mpz (1283 gendéw) do 2.62 Mpz
(2136 gendéw). Geny obecne we wszystkich genomach
to 959 gendw charakteryzujacych si¢ wysokim pozio-
mem syntenii. Przeprowadzona analiza por6wnawcza
genomoOw wskazuje na stale zachodzace w nich zmia-
ny, zarowno nabywanie nowych genoéw na drodze
horyzontalnego transferu jak i utrat¢ genow [19, 46].

Celem prezentowanej pracy przegladowej jest
przedstawienie mechanizméw oddzialywania bakterii
rodzaju Bartonella z komérkami eukariotycznymi ze
szczegdlnym uwzglednieniem szlakéw prowadzacych
do zmian angioproliferacyjnych.

2. Interakcje Bartonella spp. z komorkami
eukariotycznymi

Komoérki srodbtonka naczyn krwionosnych sg pier-
wotna nisza ekologiczna kolonizowana przez mikro-
organizmy rodzaju Bartonella. Pierwsze badania inter-
akcji bakterii z komdrkami eukariotycznymi wykazaly,
ze hodowla B. henselae czy tez B. quintana z ludz-
kimi komoérkami nabtonkowymi zyl pepowinowych
(HUVEC — human umbilical vein endothelial cells)
prowadzi do zwigkszenia poziomu ich proliferacji
[16]. Wzrost komorek byt szybszy, osiagaty one wigk-
sze rozmiary i zmieniaty ksztalt na wrzecionowaty.
Kolonizacja $rédbtonka naczyn krwiono$nych roz-
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poczyna si¢ od kontaktu agregatu bakteryjnego z po-
wierzchnia komorek eukariotycznych. Adhezje bakterii
do komorek $rodbtonka umozliwiajq biatka OM oraz
polaczone w peczki pili typu IV (bundle-forming pili)
[4, 15, 17]. Pig¢ z dziewigciu biatek OMP, szczegdlnie
Omp43 B. henselae, wiaze receptory na powierzchni
endotelium (gt. ICAM-1). Nastgpnie skupisko bakterii
zostaje otoczone przez koliscie wokol niego wyrasta-
jace z komorki nablonkowej wypustki cytoplazma-
tyczne, co wiaze si¢ z przebudowa cytoszkieletu i gro-
madzeniem F-aktyny pod btona komodrkowa. Kiedy
wypustka otoczy z wszystkich stron agregat bakterii,
dochodzi do zamknigcia nad nim jej brzegoéw (brzegi
wypustki dotykajace do siebie szczytowymi swymi
powierzchniami ulegaja fuzji) i utworzenia inwasomu.
Blona otaczajaca agregat bogata jest w ICAM-1 (czast-
ki adhezyjne oddziatujace normalnie z LFA-1 na limfo-
cytach i umozliwiajace ich przyleganie), ktore lokuja
si¢ licznie w szczytowej czgs$ci wypustki i bezposred-
nio oddziatuja z bakteriami, F — aktyng i inne biatka
bogate w fosfotyrozyng [66]. Wtdokna aktynowe sa
,,okrecone” wokot podstawowej czesci formujacego
si¢ inwasomu i kotwicza go tym samym w plytkach
adhezyjnych. Inwasom w obrazie mikroskopowym
stanowi lita, globularng strukturg o $rednicy od 5 do
15 mikrometrow, lokujaca si¢ w komorce gospodarza
dystalnie w stosunku do jadra komoérkowego. Sam
proces internalizacji (wnikania/pobierania bakterii
przez komorke eukariotyczna) via inwasom trwa ok.
24 godzin [17]. Obecnos$¢ w komorce tak duzego i sil-
nie osadzonego w komdrce inwasomu znacznie ogra-
nicza jej mobilnos$¢. Po okoto pigciu dniach od infek-
cji bakterie uwalniane sa do krwiobiegu, wnikaja do
nowych komorek srodblonka oraz dokonuja inwazji
erytrocytow. Obserwowano takze inny przebieg inter-
nalizacji, takze zalezny od rearanzacji cytoszkieletu
aktynowego, przebiegajacy z udziatem matych GTPaz
(Rho, CDC42 i Rac) i przypominajacy proces induko-
wanej przez wiele innych wewnatrzkomorkowych pato-
genoéw endocytozy. W wypadku B. bacilliformis jest
to jedyny mechanizm internalizacji [15].

Bakterie Bartonella sp. zdolne sa do wewnatrzery-
trocytowego pasozytnictwa, nie prowadzacego do roz-
padu krwinek. Hemoliza jest raczej wyjatkiem wsrod
rodzaju Bartonella, wystepujacym tylko w przypadku
B. bacilliforms [28, 53]. Erytrocyty pelnia raczej pa-
sywna role w procesie adhezji [64], ,,niosg” po prostu
rozpoznawane przez patogen receptory: integryny
i glikoforyny A/B [7]. Wniknigcie do erytrocytu zapo-
czatkowane jest formowaniem charakterystycznych
rowkow w btonie krwinki, z udziatem bakteryjnej de-
forminy. Jest to mata (ok. 1.4 kDa) hydrofobowa czast-
ka, oporna na wysoka temperaturg i proteazy, o duzym
powinowactwie do albuminy. Do osiagnigcia pelnej
aktywnosci wymaga obecno$ci grupy innych biatek
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(o wielkosci ok. 36 kDa), podobnie jak deformina
obecnych w supernatancie hodowlanym, czyli wydzie-
lanych przez bakterie do srodowiska. Sa one albo bez-
posrednio odpowiedzialne za deformacj¢ bton ludz-
kich erytrocytow, przypuszczalnie stanowiac elementy
bialkowego kompleksu deformujacego, albo tez sa nie-
zbgdne do sekrecji innych biatek odgrywajacych rolg
w tym procesie. Po wniknigciu do krwinki dochodzi
do namnazania bakterii otoczonych blona wakuolarna
wewnatrz erytrocytu. Proces ten trwa do kilku (Sred-
nio 5) dni, po czym liczba bakterii w erytrocycie po-
zostaje juz stata (do 15 bakterii na erytrocyt, Sred-
nio 8) do konca zycia erytrocytu, ktérego dtugos$¢ nie
ulega zmianie pod wplywem infekcji. Wewnatrzerytro-
cytowe pasozytnictwo pozwala przetrwac B. triboco-
rum w szczurzych krwinkach nawet do kilku tygodni.
Ta cecha jest przystosowaniem bakterii do charakte-
rystycznej drogi transmisji migdzy organizmami gospo-
darzy, za posrednictwem stawonogdéw odzywiajacych
si¢ ssacza krwia [22, 45, 53].

3. Patogeneza, czynniki wirulencji

W patogenezie Bartonella sp. biora udziat erytro-
cyty, komorki §rodbtonkowe jako gléwne nisze zasie-
dlana przez te bakterie, a takze prawdopodobnie kra-
zace we krwi progenitorowe komorki szpiku kostnego.
Fizjologiczne zmiany w zainfekowanych komoérkach
srodbtonka obejmuja: inwazj¢ zachodzaca dzigki za-
indukowanej przez mikroorganizm rearanzacji cyto-
szkieletu aktynowego i utworzenie inwasomu, akty-
wacje czynnika transkrypcyjnego NFkB, stymulacje
odpowiedzi prozapalnej, zahamowanie procesu apop-
tozy komorek endotelium i bezposrednia indukcjg ich
proliferacji oraz posrednia promocjg angioproliferacji
(tzw parakrynna petla produkcji VEGF — vascular
endothelial growth factor) przez zainfekowane makro-
fagi [14, 27]. Aktywacja NFxB prowadzi do zwigk-
szonej ekspresji genow kodujacych czastki adhezyjne
i cytokiny prozapalne, co skutkuje pojawieniem si¢
ostrej reakcji zapalnej, krytycznej dla rekrutacji mo-
nocytéw/makrofagoéw, ktore potem podtrzymuja pro-
dukcj¢ VEGF [24].

Istotnymi czynnikami wirulencji bakterii rodzaju
Bartonella sa uktady sekrecyjne typu IV. Jak dotad
opisano trzy tego typu systemy VirB/VirD4, Vbh (virB
—homologous) i Trw [46]. Odgrywaja rolg w procesach
adaptacji patogenu do $srodowiska. Cickawe, ze w ge-
nomie najstarszego ewolucyjnie gatunku B. bacillifor-
mis brak jest genéw kodujacych te systemy sekrecji,
cho¢ przebieg procesow patogenezy jest podobny, lecz
nie identyczny, jak w wypadku innych gatunkoéw ro-
dzaju Bartonella. Bakterie wszystkie innych gatunkow,
co najmniej ich przedstawiciele o zsekwencjonowanych
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genomach, koduja biatka co najmniej jednego T4SS.
Prawdopodobnie geny kodujace biatka uktadow sekre-
cyjnych nabyte droga poziomego transferu zastapity
funkcjonalnie inne geny wirulencji i ich aktywnos¢
zadecydowatla o sukcesie ewolucyjnym ,,mlodszych”
gatunkow Bartonella. Jak dotad najdoktadniej przeba-
dany zostat system VirB/VirD4 B. henselae posredni-
czacy w dezorganizacji funkcji komoérek $rodbtonka
naczyn kodowany przez geny zlokalizowanego chro-
mosomowo operonu. Uktad ten jest blisko ,,spokrew-
niony” z koniugacyjnym systemem AvhB/TraG plaz-
midu pTiC58 Agrobacterium tumefaciens [14]. Rola
tego systemu badana byla in vitro z wykorzystaniem
linii komorkowych w odniesieniu do B. henslae oraz
na modelu szczurzym na przyktadzie bliskiego ,,.krew-
niaka” B. henselae — B. tribocorum [18, 41]. Produkty
genow operonu tworza w ostonach komorki aparat
sekrecyjny, zdolny do wydzielania efektoréw: od po-
jedynczych monomerycznych biatek po ich ztozone
kompleksy. Po wniknigciu do organizmu gospodarza
bakterie zasiedlaja pierwotna niszg, ktora stanowia
komorki endotelium i z ktorej okresowo (w przedzia-
fach czasowych ok. 5 dni) uwalniane sa do krwiobiegu,
gdzie dochodzi do inwazji erytrocytow i ustanowienia
bakteriemii [53]. Mutanty w genach sktadnikéw T4SS
(type four secretion system) nie sg zdolne do wnikania
do komorek endotelium. Aktywnos$¢ uktadu sekrecyj-
nego T4SS jest rowniez konieczna do wywolywania
inwazji erytrocytow [50].

Region DNA zawierajacy geny virB/virD4 oraz
geny kodujace efektory tego uktadu sekrecyjnego sta-
nowi wyspg patogennosci PAI. Organizacja genetycz-
na gendéw kodujacych biatka budujace aparat sekre-
cyjny oraz ich sekwencje nukleotydowe sa silnie
konserwowane, podczas gdy nukleotydowe sekwencje
kodujace efektory systemu podlegaja wielu zmianom.
Czgstos¢ mutacji w obrebie gendow kodujacych biatka
Bep ((Bartonella-translocated effector proteins) zna-
czaco przewyzsza czgstos¢ zmian w obrgbie gendow
metabolizmu podstawowego [46]. Na Jocus T4SS
u B. tribocorum, sktada sig 10 genow virB (virB2-
virB11) i ponizej nich potozone fic-1 oraz virDA4.
Organizacja operonu i sekwencja aminokwasowa
homologéw 10 biatek VirB2-11 w proteomach B. hen-
selae 1 modelowej B. tribocorum jest bardzo podobna
[18], wigkszo$¢ z tych genow tworzy jedna jednostke
transkrypcyjna oraz wykazuje sprzezenie translacyjne.
Pomiedzy virB6 a virB7 w genomach obu gatunkéw
wystepuje fragment DNA zdolny do tworzenia struk-
tury szpilki do wlosdéw, przypominajacy terminator
transkrypcji co wskazuje, ze moga one by¢ transkry-
bowane oddzielnie. Transkrypcja genu poprzedzaja-
cego virB2 ukierunkowana jest juz przeciwnie do po-
zostatych gendw operonu. U Bartonella sp. w przeci-
wienstwie do homologicznego regionu u 4. tumefaciens
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operon nie zawiera genu virBl [51]. Kluczowymi
czynnikami w patogenezie sa biatka VirB4 oraz VirD4
[14, 18]. Produkty 10 gen6éw virB i biatko VirD4 bu-
duja pilus oraz kompleks poru (biatka VirB: 3, 6, 8, 9,
10), ktory przenika przez obie blony bakterii Gram-
ujemnych oraz membrang komoérek docelowych. Sil-
nie immunogenne biatko VirB5 wchodzi w sktad kon-
cowej czeSci pilusa i funkcjonuje jako adhezyna;
VirB2 jest gtownym biatkiem budujacym pilus-pilina.
Biatko VirD4 (T4CP — type 4 secretion coupling pro-
tein) zlokalizowane w blonie wewngtrznej komorki
bakteryjnej rozpoznaje transportowany substrat. Wy-
kazuje tez, podobnie jak VirB4 i VirB11, aktywnos$¢
ATPazy, co dostarcza energii niezbg¢dnej do translo-
kacji efektora/6w [14]. Ponizej operonu kodujacego
biatka T4SS zlokalizowane sa geny kodujace biatka
efektorowe BepA-G) translokowane do komoérek do-
celowych. Biatka Bep wykazuja modutowa budowe,
a ich sekwencje aminokwasowe charakteryzuja si¢
wysokim poziomem plastycznosci. Sa to proteiny
o konserwowanej czgsci karboksylowej i N-koncu
o zmiennej sekwencji aminokwasowej [54]. Wszyst-
kie siedem bialek Bep zawiera w C-terminalnym frag-
mencie konserwowany region BID (Bep intracellular
delivery domain), ktéry wraz z dodatnim tadunkiem
tej domeny stanowi podwojny sygnat rozpoznawany
przez aparat sekrecyjny T4SS. BepA, B i C sq homo-
logiczne i w czgéci N-terminalnej posiadaja domeng
FIC (filamentation induced by cAMP) o niewyjas-
nionej funkcji [14]. Udokumentowano, ze wlasciwym
substratem T4SS jest domena karboksylowa BepA,
to ona jest translokowana do komorek docelowych
[49]. N-koncowe domeny biatek Bep D, E, F zawie-
raja takze charakterystyczne dla biatek Fukaryota
sekwencje aminokwasowe, ktorych tyrozyna pod-
lega fosforylacji w trakcie translokacji do komorek
docelowych, co pozwala na indukcje zmian w pro-
cesach przekazywania sygnatu komorek gospodarza.
Dla biatka BepD zajscie tej modyfikacji zostato udo-
wodnione [3, 41, 54].

Funkcja biatek Bep nie jest doktadnie poznana.
Najdoktadniej scharakteryzowano biatko BepA, ktore
odpowiedzialne jest za blokowanie procesu apoptozy
(to zjawisko opisano nizej). Ciekawy jest fakt, ze taka
sama funkcj¢ wykazuje jego 15 kDa domena BID.
Scheindegger i wsp. stosujac pomiar procesow
bakteryjnej angiogenezy in vitro udokumentowali, Ze
podczas infekcji komérek HUVEC dzikim szczepem
B. henslae dochodzi do tworzenia charakterystycz-
nych wypustek a proces ten jest zahamowany gdy
w teScie stosowane sa mutanty z bepA-D. Dostar-
czenie in trans (na plazmidzie) do komodrek mutan-
tow gendw bep pozwolito ustali¢ rolg ich produk-
tow. Mutacja komplementowana byla przez gen bepA
ale nie bepG [48]. Wyniki te zgodne sa z danymi
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Rys. 1. Model dziatania bialek efektorowych B. henselae na komorki endotelium.

BepA — lokalizacja btonowa: wzrost koncentracji cAMP dzigki wptywowi na poziom heterotrimerycznych biatek G: GPCR (G-protein coupled

receptors), cyklaz adenylanowych: AC (cAMP producing adenylate cyclases), fosfodiesteraz degradujacych cAMP: PDE (cAMP-degrading

phosphodiesterases). Niektore efektory zawieraja motywy fosforylacji tyrozynowej, charakterystyczne dla Eukaryota (SH2: Src homology 2);

fosforylacja przez Src umozliwia ingerencj¢ w komorkowe szlaki sygnalizacyjne. Hamowanie apoptozy i rekrutacja biatych krwinek skutkuje stanem

zapalnym, sprzyjajacym angioproliferacji. Przemiany cytoszkieletu niezbgdne sa dla pobrania agregatu bakteryjnego na drodze inwasomu, posrednio

maja zatem rowniez wptyw na dtugotrwala kolonizacjg, promujaca proliferacj¢ endotelium. Mitogennos¢ B. henselae jest niezalezna od VirB/VirD4
T4SS (dziatanie przeciwstawne) [wg 41].

przedstawionymi przez Rhomberg i wsp., ktorzy
wykazali, ze biatka BepA i1 BepG dzialaja antagoni-
stycznie. BepG blokuje aktywnos$¢ uktadu sekrecyj-
nego VirB/VirD4 i proces endocytozy a jednoczesnie
promuje pobranie inwasomu bakteryjnego [43].
Wiele bakterii rodzaju Bartonella koduje takze dru-
gi system tego typu, mianowicie Trw T4SS. Biatka
B. tribocorum budujace ten system wykazuja okoto
80% identycznosci sekwencji aminokwasowych w sto-
sunku do biatek maszynerii koniugacyjnej plazmidu
opornosciowego R388, a kodujace go geny stanowia
wyspe patogennosci [56]. Na stosunkowo niedawne
uzyskanie tego fragmentu DNA przez B. tribocorum
droga horyzontalnego transferu genéw wskazuje do-
datkowo obecno$¢ w dystalnej pozycji locus genu ko-
dujacego niefunkcjonalng fagowa integrazg. Organi-
zacja genetyczna i regulacja loci trw przez represjg
(KorA/KorB), sa konserwowane wsrdd przedstawicieli
poszczego6lnych gatunkéw. Biatka KorA/KorB kodo-
wane sa w obrebie locus trw i w sposob negatywny kon-
troluja ekspresje genéw kodujacych wszystkie sktad-
niki T4SS. W homologicznym systemie plazmidu
pKM101 (takze R388) heterodimer biatek KorA/KorB
wiaze si¢ do specyficznej powtdrzonej nukleotydowe;j
sekwencji odwroconej (inverted repeats) — tzw. kor-box
— 1 tym samym blokuje transkrypcje z promotora,
na ktory ta nukleotydowa sekwencja zachodzi [36].
Sekwencja kor-box jest obecna we wszystkich promo-
torach locus trw [56]. Mutanty w locus trw, szczego6l-
nie w genie trwE (odpowiednik virB10) zdolne sa
tylko do kolonizacji niszy pierwotnej (EC), nie wnikaja

za$ do erytrocytow [15, 52]. Podobnie mutanty B. bir-
tlesii w obrgbie tego locus nie sa w stanie wywolaé
bakteriemii u myszy [31]. Do ekspresji genow locus
trw dochodzi na etapie opuszczenia pierwotnej niszy,
in vitro bowiem powinowactwo bakterii do erytro-
cytow jest niewielkie. Pomimo, ze locus trw koduje
wszystkie biatka konieczne do uformowania poru oraz
pilusa, w tym uktadzie nie jest kodowane biatko — ho-
molog VirD4, niezbgdne do translokacji bialek efek-
torowych do komorek docelowych. Za posrednictwem
Trw dokonuje si¢ kontakt bakteria — erytrocyt, ko-
nieczny do zaj$cia inwazji erytrocytow, a aktywnosc¢
systemu Trw nie jest potrzebna do infekcji EC. Alter-
natywna hipoteza zakltada, ze brak biatka homologicz-
nego do VirD4 moze by¢ komplementowany przez
VirD4 drugiego systemu sekrecyjnego. Podjednostki
pilusa tego systemu T4SS decyduja o tropizmie ko-
moérkowym bakterii m.in. odpowiadaja za wiazanie do
antygenéw grup krwi na powierzchni erytrocytow.
Wysoki poziom zmienno$ci struktury aparatu sekrecyj-
nego Trw moze by¢ odpowiedzialny za tropizm gatun-
kowy poszczeg6élnych gatunkdéw rodzaju Bartonella.
Tandemowe duplikacje w obrgbie tego locus pozwa-
laja na koekspresje wielu wariantéw komponentow
pilusowych: TrwL (piliny) oraz TrwlJ (komponentu
mniejszego). Inne zduplikowane geny trwl 1 trwH
koduja homologi VirB6 wymagane do elongacji pilusa
i jego zakotwiczenia w membranie zewngtrznej (ho-
molog VirB7) [14, 56]. Obecno$¢ wielu kopii tych
genow daje mozliwo$¢ tworzenia réznych ,,wersji” pi-
luséw, co moze decydowac o rozpoznawaniu roznych
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receptorow na powierzchni erytrocytow gospodarza
i tym samym decydowac o specyficznosci w zakresie
gospodarza [14].

Poza wymienionymi wyzej systemami sekrecji
T4SS w genomach Bartonella sp. zidentyfikowano
jeszcze kilka czynnikoéw, ktore moga bra¢ udziat
w patogenezie. Sa to migdzy innymi Hbp/Pap 31 (HbpA
u B. quintana 1 jego homolog: Pap31 u B. henselae)
z grupy biatek wigzacych heming (hemin binding pro-
tein) [8]. HbpA wykazuje cechy typowe dla biatek
zewngtrznej blony bakteryjnej OMP, przypisuje si¢ mu
takze funkcje posredniczenia w adhezji do fibronekty-
ny oraz do heparyny obecnej na powierzchni komoérek
endotelium. Innym istotnym czynnikiem patogenezy
jest indukcyjny autotransporter Bartonella — IBA
(inducible Bartonella autotransporter), wlasciwie cata
rodzina pokrewnych biatek, kodowanych przez geny
iba, ktorych ekspresja jest specyficznie regulowana
podczas infekcji EC lub w trakcie ich opuszczania.
Odgrywaja one takze rolg w procesie inwazji erytro-
cytow [57]. BadA, najwigksze znane biatko bakteryj-
ne — 340 kDa — jest silnie immunogenna adhezyjna,
autotransporterem o modutowe;j strukturze i domenach
homologicznych do YadA Yersinia enterocolitica
(rodzina TAA — trimeric autotransporter adhesins),
posredniczaca w wiazaniu do glikoprotein ECM
(kolagen I/III/IV, laminina i fibronektyna), komodrek
nablonka i $rodbtonka, blokujaca proces fagocytozy
oraz odpowiedzialna za autoaglutynacj¢ bakterii. Eks-
presja BadA jest dodatkowo niezbgdna do aktywacji
HIF-1 (hypoxia-inducible factor-1: czynnika induko-
wanego niedotlenieniem) i sekrecji VEGF (czynnika
wzrostu nablonka naczyn krwiono$nych) [25, 44, 59].
Homologiczne biatka blony zewngtrznej zidentyfiko-
wane w proteomach szczepéw B. quintana nazwano
VomPA-D (variably expressed outer-mambrane pro-
tein A-D). Biora one takze udziat w procesach auto-
agregacji komorek oraz adhezji do kolagenu. Nie sa
jednak wytwarzane przez wszystkie szczepy a me-
chanizmy warunkujace zmiennos$¢ ich ekspres;ji nie sa
do konca wyjasnione. Szczepy nie wytwarzajace Vomp
nie indukuja sekrecji VEGF [55, 69].

Locus ial (invasion associated /ocus) konserwowa-
ny w genomach Bartonella sp. [35] sktada si¢ z 2 ge-
néw: ialA oraz ialB. Pierwszy z nich koduje hydrolaze
polifosforanéw nukleozydéw (rodzina MutT), enzym
ulatwiajacy usuwanie z komorki bakterii toksycznych
pochodnych nukleotydéw oraz regulujacy poziom
nukleotydéw sygnalizacyjnych [9]. Gen ia/B koduje
biatko wielkosci 18-kDa zlokalizowane w blonie we-
wngtrznej o 60% identycznos$ci do sekwencji amino-
kwasowej Ail (adhesion and invasion locus) Yersinia
enterocolitica. Biatka lal Bartonella sp. sa prawdopo-
dobnie zaangazowane w proces inwazji erytrocytow,
cho¢ mechanizm tego zjawiska nie jest w szczegotach
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poznany [34]. Udokumentowano, iz wprowadzenie do
nieinwazyjnych komorek E. coli gendw ialA oraz ialB
nadaje tym bakteriom in vitro fenotyp inwazyjny
wzgledem czerwonych krwinek oraz Zze unieczynnie-
nie genu ialB B. bacilliformis skutkuje obnizeniem
poziomu wnikania do erytrocytéw o 50% [15]. Powy-
zej locus ial zlokalizowane sa: gen ctpA (kodujacy
karboksyterminalng proteaze, czgsciowo homologicz-
na do proteazy S. Typhimurium warunkujacej prze-
trwanie patogenu wewnatrz makrofagow) i gen filAd
(kodujacy filamentowy peptyd A, pod wzgledem
sekwencji aminokwasowej podobny np. do biatka M1
S. pyogenes, zaangazowanego rowniez w procesy ad-
hezji i inwazyjnos$ci [22, 33].

4. Inhibicja apoptozy

Istotnym elementem indukcji angiogenezy przez
bakterie z rodzaju Bartonella jest hamowanie apop-
tozy komorek endotelialnych zaréwno na wczesnych,
jak i pozniejszych etapach infekcji [27]. Glowna role
odgrywa w tym procesie substrat T4SS — biatko BepA
zlokalizowane w blonie cytoplazmatycznej komorki
gospodarza. Jego aktywno$¢ skutkuje podwyzszeniem
poziomu komdrkowego cAMP oraz zwigkszona eks-
presja genow zaleznych od tego czynnika. BepA, jak
pokazuja badania Schmida iwsp. [49], chroni EC
przed apoptoza indukowang przez limfocyty T cyto-
toksyczne, ktore sa mechanizmem obronnym w trak-
cie chronicznych infekcji srodbtonka przez patogeny
wewnatrzkomorkowe. Biatko BepA pozytywnie regu-
luje ekspresje genow wchodzacych w sktad regulonow
CREM/CREB (odpowiednio: cAMP response element
modulator, cAMP response element binding), zalez-
nych od NFxB i cAMP, na co wskazuja porownawcze
analizy transkryptomu komorek linii HUVEC zain-
fekowanych B. henselae szczepem dzikim oraz mu-
tantem awirulentnym (AvirB4) [47]. Wczesne etapy
apoptozy mikroorganizmy rodzaju Bartonella hamuja
przez wptyw na poziom kaspazy: 3 oraz 8, pdzniejsze
— dzigki wptywowi na endonukleazy biorace udziat we
fragmentacji DNA. Aktywno$¢ antyapoptotyczna
ograniczona jest do komodrek pochodzenia nabtonko-
wego 1 prawdopodobnie silnie zalezy od aktywacji
GTPazy Rac, ktora przyczynia si¢ do wzmozonej pro-
liferacji i blokowania apoptozy [27].

5. NFxB — gléwny regulator reakcji zapalnej

Komorki $réodblonkowe odgrywaja istotna role
w stymulacji stanu zapalnego. Kontroluja one prze-
puszczalno§¢ naczyn krwiono$nych, pozwalajac na
przejscie leukocytow do miejsca infekceji 1 produkcjg
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cytokin prozapalnych IL-1, IL-6, IL-8 oraz czastek ad-
hezyjnych. Udzial w odpowiedzi wrodzonej umozli-
wiaja im receptory TLR, ktoére przekazuja sygnat pro-
wadzacy do aktywacji czynnika transkrypcyjnego
NFxB i w efekcie ekspresji cytokin i chemokin, rekru-
tujacych makrofagi odpowiedzialne bezposrednio za
stymulacj¢ procesu angiogenezy [16]. Zmiany angio-
proliferacyjne powstajace w trakcie infekcji B. hen
selae infiltrowane sa przez PMN oraz makrofagi. Te
komorki dzigki stymulacji, wydzielaja VEGF 1 inne
mitogeny dla komodrek nabtonkowych, w tym tez
cytokiny prozapalne: TNFe, IL-1f, IL-6. Tak wigc
przyktadowo w komorkach HMEC-1 zainfekowanych
B. henselae transkrypcja genu kodujacego chemoking
nalezaca do rodziny chemokin C-C: MCP-1 osiaga
znacznie wyzszy poziom od tego w komorkach nieza-
infekowanych [32]. Mechanizm warunkujacy to zja-
wisko jest niezalezny od aktywacji TLR4 — wiadomo
bowiem, ze LPS Bartonella sp. nie aktywuje tych
receptorow. Toksyczno§¢ LPS B. henslae jest zdecy-
dowanie nizsza w poroéwnaniu z warto$cia wykazywa-
na przez LPS przecigtnego przedstawiciela Enterobac-
teriaceae, co oszacowano poprzez pomiar produkcji
IL-8 po aktywacji TLR4 przez bakteryjny lipopolisa-
charyd. Brak stymulacji TLR4 przez LPS B. henselae
wynika z jego nietypowej budowy (niska zawarto$é¢
weglowodanow, nietypowa struktura rdzenia lipidu A,
pentaacetylacja lipidu A). Podobna budowa LPS wyste-
puje w przypadku patogendow wewnatrzkomorkowych
powodujacych chroniczne infekcje, jak np. Chlamydia
spp., czy Legionella spp. [15, 68]. Do aktywacji NFxB
dochodzi natomiast w konsekwencji interakcji EC
z biatkami powierzchniowymi OMP (gt. OMP1) Barto-
nella sp. [20] oraz VirB — T4SS [50]. MCP-1 taczy si¢
z receptorem CCR2B zlokalizowanym na powierzchni
monocytéw i makrofagéw, co warunkuje ich chemo-
taksje. Dzigki interakcji PMN najpierw z E-selektyna,
potem z endotelialnymi ligandami np. ICAM-1 oraz
dziataniu chemoatraktanta (11-8) sa one réwniez rekru-
towane do miejsca infekcji. Geny kodujace wszystkie
te czynniki ulegaja wzmozonej ekspresji w komorkach
nabtonkowych po aktywacji NFkB, co sumarycznie
skutkuje najpierw ostra, potem za$ chroniczna odpo-
wiedzia zapalna w zainfekowanym $§rodbtonku [16].

6. Parakrynna petla proliferacji komorek
Srodblonka naczyn

Angiogeneza jest sekwencja $cisle powiazanych ze
soba i regulowanych zmian, od proliferacji i migracji
komorek nablonkowych, po ich reorganizacj¢ w nowe
naczynia krwionosne. Zywe B. henselae i B. quintana,
a takze ich lizaty komorkowe indukujg zarowno proli-
feracje, jak i migracj¢ komorek nabtonkowych [15, 21].
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Fizjologiczna angiogeneza u os6b dorostych zachodzi
bardzo rzadko, za$ wystgpujaca patologicznie jest
markerem m.in. powstawania guza i procesu metastazy.
Centralna rolg odgrywa w tym procesie mitogen cha-
rakterystyczny dla komoérek nablonkowych: VEGEF,
ktéry odpowiedzialny jest takze za podobne zjawisko
w przypadku migsaka Kaposi’ego. Aktywno$¢ tego
czynnika zapewnienia odpowiedni przeptyw krwi
w guzach [67]. Czynnik ten po pierwsze wplywa na
proliferacj¢ komorek endotelium — we wspotpracy
z angiopoietynami [27], efrynami, ale i specyficznym
pozakomorkowym biatkiem bakteryjnym [21, 29]. Po
drugie umozliwia migracj¢ komoérek nabtonkowych
oraz zmiang morfologii monowarstwy endotelium, co
dzieje si¢ na skutek fosforylacji lekkiego tancucha
miozyny za posrednictwem GTPaz RhoA. Co ciekawe,
komorki nabtonkowe zainfekowane Bartonella sp.
maja bardzo ograniczona zdolnos$¢ ruchu, prawdopo-
dobnie ze wzgledu na formowanie w nich gestych
aktynowych wtokien w wyniku rearanzacji cytoszkie-
letu [63]. Tak wigc komorki, ktore uczestnicza w budo-
wie nowych naczyn krwiono$nych nie sa komorkami
zainfekowanymi, odpowiadaja tylko na VEGF produ-
kowany przez makrofagi [15]. Pojawienie si¢ VEGF
jest regulowane przez wiele czynnikow: reaktywne
formy tlenu, hipoglikemi¢ oraz hipoksje wystepujaca
w wielu guzach. Reakcja komorek na takie warunki
skutkuje bowiem aktywacja odpowiednich czynnikow
transkrypcyjnych, ktére to z kolei podwyzszaja po-
ziom ekspresji genu kodujacego VEGF. Tak na przy-
ktad hipoksja indukuje transkrypcje genu kodujacego
HIF1 (hypoxia inducible factor 1), ktoéry nastgpnie
uaktywnia transkrypcj¢ genu kodujacego VEGF. Opi-
sano tez mechanizm aktywacji VEGF bez udziatu tego
czynnika [15, 38]. Bartonella sp. indukujg angioproli-
feracje na dwa niezalezne sposoby: bezposrednio
przez inhibicj¢ apoptozy i indukcje proliferacji ko-
morek nabtonkowych oraz posrednio, poprzez stymu-
lacje parakrynnej petli angioproliferacji [15]. Zarowno
VEGF, jak i IL-1p — stymulujaca dziatanie VEGF — sa
uwalniane z makrofagéw w odpowiedzi na infekcje
B. heselae [24, 42]. Neutrofile takze sa zdolne do pro-
dukcji VEGEF, jednak ten przypadek jest stabiej po-
znany (EC, w poréwnaniu do aktywowanych komorek
uktadu odpornosciowego, sa stabymi producentami
VEGEF - brak autokrynnej stymulacji) [24, 29].

Poza VEGF w promowaniu angioproliferacji uczest-
niczy takze niezidentyfikowany czynnik bakteryjny.
Wykazano, iz ten angiogeniczny czynnik B. bacilifor-
mis jest wrazliwy na wysoka temperatur¢, ma mas¢
czasteczkowa wigksza niz 14 kDa oraz wytraca go
45% siarczan amonu, stad wnioskuje si¢ o jego biat-
kowym charakterze. O czynnikach angiogennych
B. quintana i B. henselae wiadomo mniej, jednak wyka-
zano ich inaktywacj¢ po dziataniu trypsyna. Postuluje
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Rys. 2. Model angioproliferacji wywotanej infekcja Bartonella sp. [wg 13]. Objasnienia w tekscie

si¢ rolg biatka GroEL, ktore odnajdywane jest we frak-
cji membran bakteryjnych, aczkolwiek moze by¢ ak-
tywnie wydzielane poza komorke poprzez T4SS. Jego
rola nie zostata catkowicie wyjasniona; nie wiadomo,
czy dziala ono bezposrednio, czy tez stanowi biatko
opiekuncze dla wlasciwego biatka stymulujacego pro-
liferacjg¢ [15]. Tkanki z naczyniakowych zmian BA
wykazuja tez wysoki poziom markeréw angiogenicz-
nego S$rodbtonka — receptorow VEGF: VEGFRI1
i VEGFR2. Regula jest, ze nadekspresji VEGF towa-
rzyszy nadekspresja jego receptorow w komorkach
endotelium oraz ostatecznie ztosliwa transformacja
tych komoérek w kierunku angiosarcomy [2]. Zmiany
angiogenne powodowane infekcja Bartonella sp. sa
raczej tagodne (podobnie jak tagodne sa guzy typu
haemangioma), co moze sugerowaé, ze mechanizm
zalezny od VEGF nie jest w tym wypadku jedynym
odpowiedzialnym za obserwowany fenotyp. W endote-
lium dotknigtym ,,verruga peruana” zaobserwowano tez
wysoki poziom ekspresji genu kodujacego angiopoie-
tyng 2. Biatko to moze dziata¢ jako chemoatraktant
dla krazacych progenitorowych komorek nabtonko-
wych [10]. Wykazano takze jego wptyw na promocje

wzrostu nowotworowych guzéw [60]. Aktywacja re-
ceptora angiopoietyny 2 stymuluje pobudzenie szlaku
sygnalizacyjnego kinazy fosfoinozytolu-3/akt, co jest
zwiazane z hamowaniem apoptozy a takze angioproli-
feracja [26]. Komorki tkanek dotknigtych zmianami
typu ,,verruga peruana” wykazuja takze wysoki poziom
aktywnej MAP-kinazy (P-MAPK). Wydaje si¢ wigc,
ze na indukcj¢ procesu angioproliferacji sktadaja sig
efekty wspotdziatania autokrynnej produkcji angio-
poietyny 2 i parakrynnej — VEGF [10].

B. henselae wykazuje zdolno$¢ do znacznie szyb-
szego wzrostu w dzielacych si¢ komodrkach endo-
telium. Bakterie indukujace zmiany histopatologiczne
typu BA lub BP tworza sobie wigc dogodna niszg,
zapewniajaca im optymalne warunki do zycia [24].

7. Podsumowanie

Bakterie z rodzaju Bartonella jeszcze do niedawna
uwazane byly za mikroorganizmy zupehie niegrozne.
Dzi§ wiadomo, iz powoduja one wiele zmian chorobo-
wych, na tyle powaznych, ze zaliczono Bartonella sp.
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do grupy tzw ,,emerging pathogens”. Charakterystycz-
ny dla licznych gatunkéw tego rodzaju ,tryb zycia”,
pasozytnictwo wewnatrzerytrocytowe, przenoszenie za
posrednictwem wektorow — krwiopijnych stawonogow,
a takze specyficzno$¢ do dwoch typow komorek: ery-
trocytow 1 $rodblonka. I wlasnie wplyw bakterii na
endotelium ma kluczowe znaczenie w patogenezie in-
fekcji. Bartonella sp. maja bowiem zdolno$¢ promowa-
nia proliferacji, hamowania apoptozy w §rodbtonku za-
réwno bezposrednio — za sprawa czynnikow wirulencji,
z ktérych najwigksza rolg odgrywaja T4SS VirB/VirD4
1 translokowane przezen biatka efektorowe — jak i po-
srednio, z wykorzystaniem eukariotycznej maszynerii
regulacyjnej. W konsekwencji tych oddziatywan budo-
wane sa nowe naczynia krwionosne, powstaja charak-
terystyczne guzy endotelialne, co czgsto histopatolo-
gicznie moze by¢ nieodroznialne od typowych zmian
neoplastycznych tej tkanki. Aktywacja NFkB, stan za-
palny, wzmozona produkcja VEGF i dzialanie angio-
poietyn — wszystko to towarzyszy zaréwno infekcji
Bartonella sp., jak i formowaniu naczyniakow. Guzy
stymulowane po infekcji Bartonella spp. sa raczej
lagodne, jednakze ich powstawanie moze stanowié
dowod na to, iz korelacje infekcji i stanu zapalnego
z kancerogeneza (moze niebezposrednie) naprawde
istnieja. Coraz szersza staje si¢ zatem grupa bakterii
wiazanych epidemiologicznie Iub na poziomie mole-
kularnym z nowotworzeniem: od uznanego za kance-
rogen H. pylori, przez np. S. enterica sv. Typhi, ktorej
nosicielstwo w pecherzyku zétciowym zwigksza ryzyko
raka tego narzadu (czego dowodza dane epidemiolo-
giczne), przez mikroorganizmy produkujace specyficz-
ne toksyny, majace wplyw na przebieg eukariotycznego
cyklu komérkowego, regulacje szlakow sygnalizacyj-
nych, zycia i $mierci naszych komorek, po Bartonella
sp. 1 wywolywana przez nie angioproliferacjg.
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