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Abstract: Helicobacter pylori is a gramnegative spiral-shaped e-Proteobacterium, which colonizes the gastric mucosa of humans.
Infections caused by H. pylori are associated with different symptoms ranging from mild gastritis to ulcers. CagA is a highly immunogenic,
polymorphic protein and the main H. pylori virulence factor. Infection with cagA-positive H. pyloriis associated with the risk of development
of gastric adenocarcinoma. CagA injected into eukaryotic cells by the type IV transport system apparatus interacts with various host
proteins influencing many signal-transduction pathways in a phosphorylation-dependent and phosphorylation-independent manner.
These interactions result in the perturbations of cell morphology, proliferation, differention and spreading. All these interactions influence
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oncoprotein. The presented review summarizes the recent achievements concerning the details of CagA interaction with host proteins.
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1. Wstep
1.1. Historia odkrycia Helicobacter pylori

Helicobacter pylori to Gram-ujemna, mikroaero-
filna paleczka nalezaca do klasy Epsilonproteobacteria,
z rzedu Campylobacteriales o helikalnym ksztalcie
i dlugosci okolo 3 um. Mikroorganizmy kolonizujg
powierzchnie komorek nablonka zotgdka. Pierszym
naukowcem ktéry opisal ten mikroorganizm byt
Wrtoch Giulio Bizzozero. Zidentyfikowal on bak-
terie o helikalnym ksztalcie obecne w zofadku psa
(1893 rok). W 1899 roku bakterie zostaty ponownie zauwa-
zone przez Walerego Jaworskiego z Uniwersytetu
Jagiellonskiego, ktory jako pierwszy zasugerowal, Ze moga
one powodowac¢ schorzenia gérnego odcinka przewodu
pokarmowego. Poczatkowo bakteria otrzymata nazwe

Campylobacter pylori, ze wzgledu na bardzo duze po-
dobienstwo morfologiczne do przedstawicieli rzedu
Campylobacteriales, ale po zsekwencjonowaniu 16 sSRNA
w 1989 roku okazato sie, ze nie nalezy do tego rzedu
i otrzymata nazwe Helicobac ter pylori [48].

H. pylori zostat doktadnie scharakteryzowany przez
australijskich naukowcéw: B.J. Marshalla i J.R.
Warrena w1982 roku, ktérzy wykazali bezposredni
zwigzek miedzy infekcja H. pylori, a rozwojem stanu
zapalnego blony $luzowej zotadka. Za to odkrycie zo-
stali uhonorowani nagroda Nobla w 2005 roku w dzie-
dzinie medycyny.

Zakazenie H. pylori jest powszechne na catym $wie-
cie. Wedtug danych Swiatowej Organizacji Zdrowia
(WHO - World Health Organization) 80% populacji
ludzkiej w krajach rozwijajacych sie i 20-50% w kra-
jach rozwinietych jest zakazona tg bakterig. Rozbieznos¢
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miedzy krajami rozwijajacymi sie, a rozwinietymi jest
prawdopodobnie spowodowana gorszymi warun-
kami sanitarnymi w krajach rozwijajacych si¢. Wedtug
Polskiego Towarzystwa Gastroenterologii w Polsce
zakazone jest 70% spoleczenstwa [16]. Zakazenie naste-
puje zazwyczaj na drodze pokarmowej: oralno-oralnej
lub fekalno-oralnej. Do infekcji dochodzi najczesciej
u dzieci przed 10 rokiem zycia, zrodlem zakazenia sa
przewaznie cztonkowie najblizszej rodziny. Bakteria jest
czesto obecna w ukladzie pokarmowym do konca zycia
czlowieka, jednak opisano przypadki, w ktorych u dzieci
doszlo o samoistnego wyleczenia [23].

1.2. Infekcje H. pylori - epidemiologia,
objawy chorobowe

Zakazenia H. pylori najczeéciej przebiegaja bez-
objawowo. Tylko u 10-20% zakazonych oséb dochodzi
do rozwiniecia objawéw chorobowych. Objawem kli-
nicznym infekgji jest zapalenie blony §luzowej. Znane
sa trzy fenotypy standéw zapalnych jelit: fenotyp
tagodnego zapalenia blony $luzowej zoladka, fenotyp
wrzodowy i fenotyp raka. Zmianom zapalnym moze
towarzyszy¢ atrofia i metaplazja jelitowa oraz spadek
wydzielania soku Zolgdkowego, co w konsekwencji
moze prowadzi¢ do choroby wrzodowej zoladka i nowo-
tworu tkanki nabfonkowej zoladka. Rozwoj chloniaka
MALT (mucosa associated lymphatic tissue) nowotworu
tkanki limfatycznej zwiazanej z uktadem pokarmowym
moze by¢ zaindukowany dlugotrwala stymulacjg ukladu
immunologicznego przez ten mikroorganizm. Infekcja
H. pylori moze takze skutkowa¢ rozwojem choroby
wrzodowej dwunastnicy. Ciekawe jest to, ze fenotyp
wrzodowy i rak zoladka nawzajem si¢ wykluczaja,
rak zoladka nigdy nie wystepuje u pacjentéw z obja-
wami choroby wrzodowej dwunastnicy. Wystepowanie
wymienionych wyzej objawéw chorobowych w popula-
cji jest silnie skorelowane z obecnoscig H. pylori w orga-
nizmie. 95% przypadkéw choroby wrzodowej dwunast-
nicy i 85% choroby wrzodowej Zoladka jest zwigzane
z zakazeniem. Z drugiej strony tylko 10-12% pacjentow
zainfekowanych H. pylori cierpi na chorobe¢ wrzodowa
zoladka, a u 1-2% dochodzi do rozwoju choroby nowo-
tworowej, reszta przypadkéw infekeji przebiega tagod-
nie badz asymptomatycznie. Swiatowa Organizacja
Zdrowia zaliczyta H. pylori do klasy 1 karcynogendw.
Réznorodnos¢ objawéw chorobowych bedacych skut-
kiem infekcji H. pylori zalezy zaréwno od genotypu
patogenu jak i genotypu organizmu gospodarza, ktére
warunkuja przebieg oddzialywan pomiedzy dwoma
organizmami [41].

Eradykacja H. pylori skutkuje znaczacym obnize-
niem ryzyka rozwoju raka zotadka, lecz terapia moze by¢
stosowana tylko w uzasadnionych przypadkach. Polskie
Towarzystwo Gastroenterologiczne podaje dokladne

wskazania do leczenie infekcji. W wytycznych PTG
znalazlo si¢ stwierdzenie, ze u 0s6b bez objawéw kli-
nicznych (i bez czynnikéw ryzyka raka zotadka) nie ma
wskazan do leczenia przeciwbakteryjnego [16].

1.3. Gléwne czynniki wirulencji H. pylori

H. pylori produkuje wiele czynnikéw wirulencji — bia-
tek umozliwiajgcych bakterii przetrwanie w kwasnym
$rodowisku zoladka, adhezje do komdrek gospoda-
rza, modulowanie przemian metabolicznych komérek
gospodarza oraz przezwyci¢zenie obronnych mecha-
nizméw ukladu immunologicznego. Ich dziatanie
umozliwia ustanowienie chronicznej, trwajacej cale
zycie czlowieka infekeji. Istotnym czynnikiem wiru-
lencji H. pylori jest wakuolizujaca cytotoksyna VacA.
Aktywno$¢ tego biatka hamuje proliferacje komorek
epitelium, indukuje zmiany w cytoszkielecie komoérek
oraz indukuje proces apoptozy poprzez stymulacje
uwalniania cytochromu ¢ z mitochondriéw. Dodatkowo
biatko wplywa na poziom odpowiedzi immunologicz-
nej: hamuje proliferacje limfocytéw T, blokuje proces
fagocytozy, blokuje prezentacje antygenow limfocytom
T oraz obniza efektywnos$¢ dzialania limfocytéw Th
co skutkuje niezbyt wysokim poziomem odpowiedzi
immunologicznej organizmu. VacA wplywa takze na
rozluznienie $cistych polaczenia miedzykomodrkowych
komorek nablonkowych zoladka [12]. Innym czynni-
kiem wirulencji jest ureaza, ktéra rozkladajagc mocznik
do amoniaku i dwutlenku wegla powoduje alkalizacje
kwasowego srodowiska zotadka. Rozmieszczone bie-
gunowo rzeski umozliwiaja ruch i przemieszczanie
komorek patogenu do warstwy podsluzowej w zotadku.
Wytwarzane enzymy bedace antyoksydantami takie jak
katalaza, czy dysmutaza ponadtlenkowa neutralizujgce
wolne rodniki pozwalajac mikroorganizmowi przezwy-
cigzy¢ antybakteryjne dziatanie neutrofili [46, 73].

W genomie H. pylori wystepuje obszar DNA nabyty
droga horyzontalnego transferu — wyspa patogenno$ci
cag-PAI dlugosci okoto 40 kbp. Cag-PAI zawiera okolo
40 genéw i podzielona jest na dwa segmenty: I i II.
Pomiedzy dwoma segmentami wystepuje nukleotydowa
sekwencja insercyjna IS605 [7]. Analiza transkryptomu
komorek gospodarza (linia komoérkowa T84) po infekeji
H. pylori udokumentowala zmiane poziomu ekspresji
670 gendéw zainfekowanych komorek nabtonka, z czego
92% bylo uzaleznione od aktywnosci genéw wyspy
cag-PAI [16]. Do najwazniejszych produktéw gendw
wyspy patogennosci zaliczamy: bialka budujgce uktad
sekrecji typu IV TESS (type four secretion system)
odpowiedzialny za przekazywanie czynnikow efektoro-
wych do wnetrza komoérek gospodarza oraz biatko CagA
- produkt genu cagA (cytotoxin associated gene) [47].

Praca przegladowa dotyczy charakterystyki biatka
CagA i opisuje skomplikowany mechanizm jego oddzia-
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tywan na procesy fizjologiczne komorki gospodarza.
Jego aktywno$¢ jest bezposrednio zwiazana z proce-
sem nowotworzenia. Na modelach mysich udokumen-
towano, ze CagA jest onkoproteing [55].

2. CagA - jako czynnik wirulencji
2.1. Charakterystyka CagA

CagA (cytotoxin associated protein A), jest to duze
120-145 kDa silnie immunogenne biatko, kodowane
przez gen cagA znajdujacy sie w obrebie wyspy pato-
gennosci cag PAIL. Gen kodujacy to biatko jest obecny
w genomach okolo 60% szczepoéw H. pylori izolowanych
od pacjentow [73].

Biatko CagA zostato odkryte w latach dziewiec¢dzie-
sigtych poprzedniego wieku réwnoczesnie przez trzy
zespoly naukowe. Eksperymenty koncentrowaly sie
na identyfikacji genu odpowiedzialnego za produkcje
tego silnie immunogennego biatka o aktywnosci cyto-
toksycznej, oznaczeniu jego sekwencji nukleotydowe;j
oraz analizie polimorfizmdéw w obrebie nukleotydowej
sekwencji kodujacej [10, 13, 73]. Te pionierskie badania
umozliwily dalsza analize funkcji CagA. Silna immu-
nogennos¢ biatka CagA sugerowala, ze moze by¢ ono
uzyteczne do produkgji szczepionek przeciw H. pylori
Wytwarzanie przeciwcial przeciwko CagA przez orga-
nizm gospodarza jest silnie skorelowane z wystepo-
waniem choroby wrzodowej zotadka u pacjentéw, co
sugeruje, ze CagA jest istotnym czynnikiem wirulen-
cji [11]. CagA w komoérkach gospodarza oddzialtuje
z wieloma biatkami, zaangazowanymi w rézne szlaki
sygnalowe regulujace proliferacje, ruchliwo$¢ i polar-
no$¢ komorek, co skutkuje zmiang fenotypu komoérek
eukariotycznych. Biatko moze oddzialywa¢ z innymi
biatkami na dwa rdézne sposoby: sposéb zalezny od
fosforylacji co doprowadza do zmian w cytoszkielecie
oraz adhezji miedzy komoérkami epitelium i deregulacji
ekspresji genéw kodujacych czynniki transkrypcyjne.
Nieufosforylowane CagA wplywa na ostabienia $cis-
tych potaczen miedzy komorkowych, utrate polarnosci
komorek jak réwniez poziom czynnikéw transkrypceyj-
nych [24]. Szczegélowo mechanizmy tych oddzialywan
opisano w dalszych fragmentach pracy.

2.2. Polimorfizm biatka CagA

Motywy EPIYA Glu-Pro-Ile-Tyr-Ala sg zlokalizo-
wane na C-terminalnym koncu biatka CagA i wyste-
puja w roznej liczbie powtdrzen. Po przekazaniu do
komorek eukariotycznych przez aparat sekrecji typu IV
bialko lokalizuje si¢ w blonie komorki eukariotycznej
a tyrozyna motywow EPIYA jest fosforylowana przez
kinazy komoérkowe. Funkcja motywéw EPIYA jest

interakcja z bialkami komorki gospodarza zawierajg-
cymi domeny fosfataz tyrozynowych (SHP-2 protein
tyrosine phosphatase). Segmenty zawierajace motywy
EPIYA réznig si¢ dlugoscia i skladem aminokwaséw
otaczajacych poszczegdlne motywy EPIYA. Wykazano
wystepowanie w bialkach CagA czterech réznych
rodzaje segmentéw z motywami: EPIYA: -A, -B, -C,
-D. W szczepach izolowanych od pacjentéw w Europie,
Ameryce, Australii i Afryce wystepuje odmiana zachod-
nia biatka CagA z segmentami typu EPIYA-A-B, po nich
wystepuje od 0 do 3 powtérzen segmentu EPIYA-C.
W szczepach izolowanych od pacjentdw krajow azjatyc-
kich (Korea, Japonia, Chiny) po segmencie EPIYA-A-B
wystepuje segment EPIYA-D. W rzadkich przypad-
kach wystepuja nietypowe kombinacje rodzajéw seg-
mentéw [22]. Takze liczba motywéw aminokwaso-
wych odpowiedzialnych za proces multimeryazcji CagA
(CM) réwniez moze by¢ rézna w réznych szczepach,
co wplywa na poziom zmian fenotypowych komorek
poprzez deregulacje -kanteniny oraz zmiane oddzia-
tywania CagA z SHP-2. Wsrdd szczepow izolowanych
od pacjentéw z Japonii wykazano wystepowanie poli-
morfizmu genu PTPN11 kodujacego SHP-2 (w obrebie
domeny SH) co réwniez wplywa na site wigzania SHP-2
z CagA, a tym samym warunkuje ryzyko wystapienia
zmian atroficznych i w konsekwencji rozwdj choroby
nowotworowej [52].

2.3. IV typ sekrecji H. pylori

CagA jest przekazywane do komorek epitelialnych
poprzez jednoetapowy system transportu T4SS (czwarty
system transportu), kodowany przez geny wyspy pato-
gennosci cag-PAI. Wprowadza on czasteczki efektorowe,
w wypadku H. pylori biatko CagA i produkty rozpadu
peptydoglikanu, bezposrednio z cytozolu komorki
bakteryjnej do komdrek gospodarza z pominieciem
przestrzeni peryplazmatycznej [41]. Przeprowadzono
badania polegajace na systematycznej mutagenezie
genow wyspy cag-PAI, udokumentowaly, ze aktywnos¢
17 z 27 genéw wyspy patogennosci jest niezbedna
do translokacji CagA do komorek eukariotycznych.
Architektura T4SS jest morfologicznie podobna do
bioracych udzial w procesie koniugacji pili). Typowy
aparat sekrecyjny typu czwartego T4SS jest zbudowany
z 11 biatek VirB i bialka VirD4. Biatka budujgce apa-
rat sekrecyjny mozna podzieli¢ na 3 grupy: (i) biatka
budujace rdzeniowe czesci kanatu (CagT, CagX, CagY
homologiczne biatkom VirB-7, VirB-9 i VirB-10),
(ii) biatka ,,energetyczne” (VirB4-CagE, VirB11) (iii) bial-
ka budujace elementy zewnetrzne aparatu transportu
- pili (VirB2, VirB3, VirB5). Kotwiczenie aparatu
sekrecyjnego w $cianie komdrkowej bakterii zachodzi
dzigki aktywnosci bialka homologicznego do VirBI:
transglikozylazie, ktora warunkuje proces lizy mureiny.
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Wyspa patogennosci cag-PAI zawiera prawie wszyst-
kie geny kodujace biatka homologiczne do biatek VirB
i VirD4 [19]. W transporcie typu IV biora tez udziat
bialka opiekunicze, w przekazywaniu CagA taka funkcje
spelnia CagF laczace si¢ z C-terminalnym fragmentem
jego substratu (zlozony z 20 aminokwaséw odcinek nie-
zbedny do zajécia translokacji) i transportujace CagA
do T4SS [56]. Badania z wykorzystaniem mikroskopu
elektronowego wykazaly, ze w sklad T4SS wychodza pili
wystajace z powierzchni bakterii. Na ich koncu odnaj-
dywana jest mala ilo$¢ biatka CagA, ktére oddziatuje
za pomoca N-terminalnego konca z podjednostka 1
integryny obecnej na powierzchni zainfekowanych
komorek. Interakcja ta doprowadza do przemian
w cytoszkielecie aktynowym komdrek eukariotycznych
i odgrywa kluczowg role w translokacji CagA [36]. Na
koncu pili lokuje si¢ rowniez adhezyjne biatko CagL
oraz Cagy, ktore takze oddzialuja z integrynami obec-
nymi na powierzchni komoérek gospodarza. Lacza si¢
one z integrynami alp1 (receptor dla kolagenu i lami-
niny) oraz integrynami a5p1 (receptor dla fibronek-
tyny) za pomoca motywu arginina-glicyna-asparagina
(RGD). Oba rodzaje oddzialtywan warunkuja adhezje
obu komorek pro- i eukariotycznej, przetransportowa-
nie CagA do komorek oraz aktywacje kinaz FAK (focal
adhesion kinase) i Src [36, 42]. Dodatkowo IV aparat
sekrecyjny aktywuje wydzielanie interleukiny 8 przez
komoérki nabtonkowe. Proces ten nie jest zwigzany
z aktywno$cig biatka CagA lecz z czasteczkami peptydo-
glikanu, ktére sg wprowadzane do komdrek gospodarza
takze za pomoca tego samego transportera.

2.4. Fosforylacja CagA

CagA po wprowadzeniu do komoérek gospoda-
rza jest fosforylowane przez dwa rodzaje wspoldzia-
fajacych ze sobag kinaz komdrkowych: kinazy SFKs
(Src-family protein tyrosine kinases) oraz kinazy Abl
(Abelson tyrosine kinase). Fosforylacji ulega tyrozyna
motywu EPIYA, ktory, jak wspomniano wyzej, jest
powtarzany wielokrotnie w C-koncowym fragmen-
cie CagA. Polimorfizm sekwencji aminokwasowych
tych odcinkéw biatka determinuje sile fosforylacji,
poniewaz rozne rodzaje segmentéw EPIYA wykazuja
rézne powinowactwo do kinaz fosforylujacych CagA
[25]. ,Wschodnio-azjatyckie” typy CagA zawierajace
na C-terminalnym koncu sekwencje aminokwasowsa
EPIYA-D charakteryzujg si¢ wyzszym powinowactwem
do kinazy Src, co powoduje indukcje bardziej znacza-
cych zmiany fenotypowych zainfekowanych komorek
w poréwnaniu do tych indukowanych przez CagA ze
szczepdw typu ,zachodniego” Badania dowiodly, ze
100% osdb zbadanych w Korei Potudniowej, u ktérych
wystapita choroba nowotworowa zotadka byla zainfeko-
wana H. pylori produkujacym biatko CagA zawierajace
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motyw EPIYA-A-B-D. Jednakze infekcja ,,szczepem
wschodnim” nie jest réwnoznaczna z zachorowaniem
na nowotwor, poniewaz wystgpienie objawéw choro-
bowych zalezy réwniez od srodowiska zycia, diety oraz
genotypu organizmu pacjenta. Infekcja tymi szczepami
jest jednak powigzana z wysokim prawdopodobien-
stwem zachorowania na chorob¢ wrzodowsg zotadka
(90% pacjentéw zainfekowanych ,wschodnim szcze-
pem”) i dwunastnicy (82% pacjentéw zainfekowanych
swschodnim szczepem”) [37]. W ,,szczepach zachod-
nich” zaobserwowano korelacje pomiedzy poziomem
fosforylacji CagA a liczbg powtdrzen sekwencji amino-
kwasowej EPIYA-C. Szczepy izolowane od pacjentdéw
z rakiem zoladka zawieraja przewaznie kilka takich
powtorzen [28, 45]. Kinazy, ktdre odpowiadaja za fos-
forylacje CagA sa powszechnie znane jako biatka onko-
genne kontrolujace przemiany cytoszkieletu, prolifera-
cje 1 roznicowanie si¢ komorek [41]. Aktywnos$¢ obu
kinaz wobec CagA jest zalezna od czasu infekcji [68].
Fosforylacja CagA odgrywa istotng role w modulacji
szlakéw przekazywania sygnaléw wewnatrzkomoérko-
wych. Ufosforylowane segmenty EPIYA-C sg motywem
dokujacym dla domeny SH w fosfatazy SHP-2, dlatego
ich liczba determinuje sile i czas oddzialywania SHP-2
CagA, co w dalszej konsekwencji moduluje aktyw-
no$¢ fosfatazy [27]. Ufosforylowane CagA oddzialuje
takze z kinazami Csk (C terminal Src kinase) i Crk
(Adapter molecule crk) [24].

2.5. Multimeryzacja CagA3

W komorkach gospodarza biatko CagA ulega multi-
meryzacji (homodimeryzacja) w procesie niezaleznym
od jego fosforylacji. Bierze w nim udzial silnie kon-
serwowana 16-aminokwasowa sekwencja (CM), ktora
znajduje si¢ w obrebie segmentu EPIYA-C lub w poblizu
segmentéw EPYIA-C i EPIYA-D na C-terminalnym
koncu biatka. Multimeryzacja CagA warunkuje interak-
cje miedzy ufosforylowanym CagA i SHP-2. tak wiec
jego zahamowanie potencjalnie powinno uniemozliwi¢
patofizjologiczng aktywno$¢ CagA [57]. Motyw CM jest
dodatkowo niezbedny do zainicjowania oddziatywania
CagA z kinazami PAR1b/MARK2 (partitioning-defec-
tive-1/microtubule-affinity-regulating-kinases), co skut-
kuje rozluznieniem polfaczen miedzykomorkowych
ale tez dodatkowo wzmacnia aktywnos¢ kompleksu
CagA-SHP-2 co wplywa na zmiane ksztaltu komoérek
tzw. fenotyp kolibra. Dodatkowo multimeryzacji CagA
jest zaangazowana w deregulacje aktywnosci f-kanteniny
[40].W tzw. ,szczepach zachodnich® H. pylori CagA
moze mie¢ kilka powtdrzen sekwencji aminokwasowej
EPIYA-C w obrebie, ktdrego znajduje si¢ sekwencja
CM co powoduje, ze bialko to stosunkowo fatwo ulega
multimeryzacji. Motyw bioracy udzial w multimeryzacji
CagA (CM) réwniez charakteryzuje sie polimorfizmem.
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CagA obecne w wiekszosci tzw. szczepach azjatyckich
silniej wigze sie z PARIb/MARK niz biatko obecne
w ,,szczepach zachodnich”. Z drugiej strony w CagA ze
»szczepow zachodnich” motyw multimerizacji moze by¢
wielokrotnie powtarzany, poniewaz znajduje si¢ w obre-
bie segmentu EPIYA-C, co réwniez zwieksza powino-
wactwo biatka do odpowiednich kinaz [44]. Dodatkowo
multimeryzacji CagA jest zaangazowana w deregulacje
aktywnosci B-kanteniny [40]. Szczegoly tych proceséw
opisano w dalszych fragmentach pracy przegladowe;j.

3. Dzialanie CagA - droga fosforylacyjno-zalezna
3.1. Interakcja z SHP-2

Po fosforylacji tyrozyny motywu EPIYA biatka
CagA przez kinazy SFKs uzyskuje ono zdolnos¢ do
wigzania si¢ z cytoplazmatyczng fosfataza SHP-2 posia-
dajaca dwie tandemowo powtdrzone domeny SH2
(Src Homology 2) [28]. SH2 Iaczy si¢ z CagA poprzez ufo-
forylowany motyw EPIYA [27]. W naturalnych warun-
kach poziom aktywnosci fosfatazy SHP-2 w komor-
kach jest niski. Interakcja domen SH2 z CagA skutkuje
zmiang jego konformacji, podwyzszeniem aktywno-
$ci domeny PTP (protein tyrosine phosphatase) zlo-
kalizowanej w N-terminalnym koncu biatka [27, 31].
Fosfataza SHP-2 bierze udzial w transdukeji sygnatéow
szlakéw regulacji proliferacji i réznicowania sie ko-
morek, wplywa réwniez na receptory cytokin znajdujace
sie na komorkach nablonka oraz na poziom odpowiedzi
ukladu immunologicznego [53]. Interakcja CagA-SHP-2
pelni kluczowa role w zmianach fenotypu komorek
nablonka a rozregulowanie jej aktywnosci potencjal-
nie moze indukowaé powstawanie zmian nowotworo-
wych [60]. Patofizjologiczna aktywnos¢ SHP-2 zwigzana
jest z aktywacja kinaz Erk/MAP (Extracellular signal-
-regulated protein kinases) na drodze zaleznej lub
niezaleznej od biatek Ras (Rat Sarcoma) [53]. Wzmo-
zona aktywno$¢ Erk wplywa na fazy G1, G2, S cyklu
komérkowego co skutkuje rozregulowaniem wzrostu
komorek nablonka. Za pomocy analizy mikroskopo-
wej wykazano, ze kinaza Erk ma wplyw réwniez na
ksztalt (wydluzanie si¢ - fenotyp kolibra) i ruchli-
wo$¢ komorek (wzrost rozproszony - cell scattering)
[29]. Nadmierna aktywno$¢ fosfatazy SHP-2 powo-
duje takze defosforylacje kinazy FAK (Focal Adhesion
Kinase) bedacej takze regulatorem ruchliwosci i ksztattu
komorki. Dodatkowo C-terminalny koniec (FAT') biatka
poprzez oddziatywanie z bialkiem odpowiedzialnym
za adhezje komorek, paksyling, wplywa na procesy
adhezji komdrek nablonka do siebie oraz rearanzacje
cytoszkieletu aktynowego. Spadek poziomu aktywnego
(ufosforylowanego) biatka FAK dodatkowo wzmacnia
zmiany w fenotypie komorek nabtonka [72].

3.2. Interakcje z kinazami obecnymi
w komorce gospodarza

Biatko Crk pelni istotne funkcje w procesach pro-
liferacji, adhezji i migracji komoérek. Wptywa na szlaki
apoptotyczne, regulacyjne, fagocytarne i endocytarne
jak réwniez na regulacje ekspresji genéw [12]. Crk
podobnie jak SHP-2 aktywuje kinazy Erk/MAP znane
aktywatory czynnikéw transkrypcji gendw, miedzy
innymi czynnika transkrypcyjnego ELK1 (E-26 like
protein 1) odpowiedzialnego za ekspresje genéw pro-
mujacych wzrost komorki. Ufosforylowane biatko CagA
oddziatujgc z Crk zaburza proliferacje komorek co moze
skutkowa¢ zmianami nowotworowymi. Rozluznianie
$cistych polaczen miedzykomoérkowych indukowane
przez receptor dla HGF/c-Met (hepatocyte growth
factor) wymaga aktywacji biatka Racl (Ras-related C3
botulinum toxin substrate 1) oraz aktywacji biatka
WAVE (WASP family Verprolin-homologous protein).
Biatko Crk oddzialujac z Racl i WAVE powoduje
rozluznienie potaczen miedzy komdrkami nabtonka
aregulacja poziomu Racl poprzez kompleks CagA/Crk
moze pelni¢ kluczowa role w reorganizacji cytoszkieletu
aktynowego w komorkach nablonka. Infekcje H. pylori
powoduja réwniez uwolnienie P-kanteniny z kom-
pleksow Ajs (adherence junctions) tworzacych Sciste
polaczenia miedzykomoérkowe i przetransportowanie
jej do jadra komdrkowego gdzie aktywuje transkrypcje
gendéw powodujacych postepy zmian nowotworowych.
Uwolnienie -kanteniny z komplekséw Ajs rowniez jest
kontrolowane poprzez kompleks CagA/Crk [67].

Aktywno$¢ CagA podczas infekcji H. pylori prowadzi
tez do apoptozy komérek nabtonka zotadka i choroby
wrzodowej zotadka, co ,,z punktu widzenia” H. pylori jest
niekorzystne, poniewaz pozadana jest dlugotrwata kolo-
nizacja tej niszy ekologicznej. Aby op6znié te procesy
patogen wypracowal system regulujacy ilo$¢ ufosforylo-
wanego CagA. Kinaza Csk dziala na zasadzie ujemnego
sprzezenia zwrotnego. Inaktywuje ona kinazy Src fosfo-
rylujace biatko CagA uniemozliwiajac przytaczanie sie
SHP-2 do ufosforylowanych motywéw EPIYA co opdz-
nia zmiany fenotypowe komorek i ich apoptoze. Csk
jest aktywowana poprzez malg czes¢ CagA wprowadzo-
nego do komorki, co wskazuje, ze kinaza Csk konkuruje
z fosfatazag SHP-2 o laczenie si¢ z CagA. Biatka CagA
zawierajace duzg liczba powtdrzen odmian segmentow
EPIYA-A-B powoduja inhibicje wigzania si¢ kompleksu
CagA-SHP-2 tym samym zmniejszajac zmiany fenoty-
powe zainfekowanych komdrek nabtonka zotadka [37].

Zaobserwowano tez drugi proces regulujacy poziom
ufosforylowanego CagA w komorce. Kinaza Src powo-
duje fosforylacje CagA, z kolei ufosforylowane CagA
reguluje fosforylacje i defosforylacje kinazy Src. Oba
procesy to klasyczny przypadek sprze¢zenia zwrotne-
go ujemnego. Ufosforylowane bialko CagA powoduje
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zmiang¢ konformacji kinazy Src co uniemozliwia dalsza
fosforylacje CagA [63].

Kortaktyna to biatko oddzialujace z aktyna odgry-
wajace role w, polimeryzacji i przebudowie szkieletu
aktynowego. Defosforylacja kortaktyny powoduje
istotne zmiany w szkielecie aktynowym komorki co
doprowadza do rozluznienia $cistych polaczen miedzy-
komérkowych i rozproszenia si¢ komérek [58]. Kinaza
Src o prawidlowej konformacji odpowiedzialna jest za
fosforylacje kortaktyny lecz zmiana konformacje Src
przez ufosforylowane CagA skutkuje defosforylacja
kortaktyny. H. pylori jest jedynym znanym patogenem
indukujacym proces defosforylacje kortaktyny [63].

4. Dzialanie CagA - droga fosforylacyjno-niezalezna

4.1. Zaburzenia $cistych powiazan
miedzykomorkowych oraz ich polarnosci

Badania z wykorzystaniem komérek MDCK (Madin-
-Darby canine kidney) wykazaly, ze po infekcji H. pylori
komorki te traca polarnoé¢ oraz zaburzone sg polaczenia
miedzy nimi [47]. Kinazy PAR1b/MARK?2, warunkuja
powstawanie Scistych polaczen miedzykomodrkowych
oraz wplywaja na polarnos¢ komérek, co umozliwia
powstawanie zwartego, jednowarstwowego nabtonka,
ktérego komorki sa spolaryzowane [43]. Pofaczenie
tych dwoch faktéw sugerowato istnienia interakeji CagA
z kinazami serynowo-treoninowymi PARI1b podczas
infekeji H. pylori [78]. Udokumentowano, ze rzeczy-
wiécie CagA w formie homodimeru laczy si¢ z kinaza
PARI1D za pomocg motywu CM [44]. Na powierzchni
szczytowej komorki znajduje sie kompleks aPKC (aty-
pical protein kinase C) pelnigcy kluczowa role w pola-
ryzacji, podczas gdy kinaza PAR1b bedaca regulato-
rem aktywnosci kompleksu aPKC, zlokalizowana jest
w czedci lateralnej komorek. PAR1b zapobiega aktyw-
noséci kompleksu aPKC w lateralnej czes$ci komorki,
z kolei kompleks aPKC posredniczy w fosforylacji
PARIb powodujac aktywacje tego biatka, co w efekcie
uniemozliwia przemieszczanie si¢ PAR1b z czgsci late-
ralnej komérki zachowujac jej polarnosé¢ [33]. Sciste
polaczenia miedzykomoérkowe tworzg sie na granicy
wystepowania kompleksu aPCK (czg$¢ szczytowa)
i kinazy PAR1D (cze$¢ lateralna). Bialko CagA powo-
duje zaburzenia w funkcjonowaniu tego mechanizmu
poprzez interakcje z PARID i przetransportowanie go
spod bocznej blony komoérkowej do czesci szczytowej,
powodujac zaburzenia powigzan miedzykomoérkowych
oraz polarnoéci komorek, zahamowanie biogenezy
mikrotubul oraz zmiany w réznicowaniu si¢ komoérek
[78]. Przypuszcza si¢ réwniez, ze interakcja CagA
z kinaza PAR1b powoduje deregulacje aktywnosci
B-kanteniny [40], cho¢ nie jest to jedyny mechanizm

URSZULA KUKLINSKA, ANNA MARIA LASICA, ELZBIETA KATARZYNA JAGUSZTYN-KRYNICKA

rozregulowujacy szlak sygnalizacyjny Wnt/p kantenina
indukowany przez CagA (patrz nizej). CagA na drodze
niezaleznej od fosforylacji oddzialuje réwniez z bial-
kiem Grb2 (growth factor receptor-bound protein 2).
Biatko to powoduje aktywacje szlaku kinaz Ras/MAP,
ktérych dziatanie warunkuje zmiany w proliferacji
komérek oraz ich ruchliwosci, gtéwnie poprzez akty-
wacje czynnika transkrypcyjnego NFAT (nuclear factor
of activated T-cells) [49].

Dodatkowo CagA doprowadza do rozluznienia $cis-
tych potaczen miedzykomérkowych nabtonka na drodze
niezaleznej od kinaz PAR1b/MARK?2, oddzialujac z bial-
kami tworzacymi $ciste polaczenia miedzykomorkowe:
ZO1 (zonula occludens) i JAM (junctional adhesion
molecule) znajdujacymi sie pod powierzchnig blony
komérkowej gospodarza [47].

CagA oddzialuje réwniez z fosfolipazg C-gamma
(PLCy), ktora jest kluczowym czynnikiem powodujg-
cym aktywacje kinaz Erk powodujacych zmiany w poli-
meryzacji aktyny skutkujace rozpraszanie sie Scisle
powiagzanych ze sobg komorek. Inhibicja fosfolipazy
C-gamma moze zapobiega¢ rozpraszaniu si¢ komorek,
co potencjalnie moze zosta¢ wykorzystane w strategii
zapobiegania rozwojowi nowotworu [20].

Kontrowersyjne sa dane dotyczace oddzialywania
CagA z receptorem C-met dla HGF (hepatocyte growth
factor) stymulujgcym mitoze, ruchliwo$¢ komorek oraz
ich morfogeneze. Poczatkowe badania wskazywaly, ze
CagA powoduje aktywacje tego receptora, poprzez
posrednia indukcje jego fosforylacji [8]. Jednakze bada-
nia z 2009 roku, prowadzone na komdrkach z unieczyn-
nionym genem C-met nie potwierdzily tych obserwa-
cji. Autorzy sugeruja, ze infekcja H. pylori wplywa na
sygnalizacje zwigzang z c-met indukujacg ruchliwo$é
komorek ale w sposdb niezalezny od biatka CagA [65].

4.2. Destabilizacja kompleksu
E-kadheryna/p-kantenina

Deregulacja poziomu -kantenina moze takze odby-
wac sie na drodze niezaleznej od kinaz PAR1b. Multimer
CagA bezposrednio oddzialuje E-kadheryng powo-
dujac obnizenie stabilno$ci kompleksu E-kadheryna/
B-kantenina w blonie komoérkowej [66]. Proces ten
skutkuje translokacja p-kanteniny z blony komoérkowej
do cytoplazmy oraz jadra komorkowego i aktywacja
transkrypcji niektdrych gendéw, kodujacych czynniki
transkrypcyjne odpowiedzialne za ekspresje genéw
warunkujgcych réznicowanie si¢ komorek [40]. W kon-
sekwengcji ten rodzaj oddzialywan moze doprowadza¢
do rozwoju metaplazji oraz zmian przednowotwo-
rowych. Zmiany w aktywnosci i lokalizacji B-kante-
niny moga by¢ takze indukowane poprzez interakcje
CagA-Crk, o czym wspomniano w podrozdziale 3.2, co
dowodzi, zZe zmiany te mogg by¢ powodowane zaréwno
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poprzez mechanizmy fosforylacyjno-zalezne jak row-
niez fosforylacyjno-niezalezne [67, 40, 50]. Aktywnos¢
B-kanteniny jest istotnym czynnikiem w procesie nowo-
tworzenia. Dowiodly tego badania przeprowadzone
na modelu mysim, u ktérych unieczynniono gen kodu-
jacy B-kantenine, co skutkowalo wzrostem czestosci
wystepowania zmian nowotworowych watroby, trzustki
oraz odbytu. Dodatkowo translokacja p-kanteniny do
jadra komodrkowego doprowadza do podwyzszenia
poziomu czynnika transkrypcyjnego Lef/TCF (T-cell
factor) stymulujacego proliferacje komoérek, co wpltywa
na proces onkogenezy [22].

4.3. Deregulacja czynnikow transkrypcyjnych

Aktywacja wielu szlakéw sygnalizacyjnych przez
CagA zaréwno na drodze zaleznej jak i niezaleznej od
fosforylacji prowadzi do indukgji ekspresji genéw kodu-
jacych kilku czynnikéw transkrypcyjnych takich jak:
ELK, NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhan-
cer of activated B cells), NFAT, czy TCE Ekspresja genu
kodujacego czynnik ELKI jest aktywowana poprzez
interakcje CagA z fosfatazg SHP-2 oraz z bialkiem Grb2.
Zatem zmiany w poziomie ELK1 sg skutkiem dziala-
nia CagA zaréwno na drodze zaleznej jak i niezalez-
nej od fosforylacji [30]. NF-kB jest aktywowany glow-
nie poprzez szlaki kinaz Ras/MAP i dodatkowo przez
mechanizm niezalezny od CagA, poprzez wprowadzenie
przez IV system sekrecji fragmentéw rozpadu peptydo-
glikanu oddzialujacych na receptory NOD1 (nucleotide-
-binding oligomerization domain-containing protein 1).
NF-«xB indukuje ekspresje genéw odpowiedzialnych
za wytwarzanie interleukiny 8 (cytokiny prozapalnej),
metaloproteaz oraz gendw anty-apoptotycznych [46, 74].
Infekcja H. pylori poprzez interakcje CagA z fosfoli-
paza gamma, powodujacg gromadzenie si¢ w komorce
jonow wapniowych doprowadza takze do podwyzszenia
poziomu kalcyneuryny - fosfatazy serynowo-teronino-
wej, wplywajacej na poziom czynnika transkrypcyjnego
NFAT, aktywujacego limfocyty T. NFAT doprowadza do
zahamowania proliferacji komoérek, co jest procesem
antagonistycznym do procesu aktywacji proliferacji
poprzez kinazy Ras/MAP [8, 77]. Cytotoksyna VacA
réwniez powoduje aktywacje tego czynnika transkryp-
cyjnego, sekrecja VacA jest zsynchronizowana z wpro-
wadzeniem CagA do komodrek nablonka co dowodzi,
ze obie cytotoksyny wzajemnie ze sobg oddziatuja [3].

5. CagA jest onkoproteing — doswiadczenia
z wykorzystaniem transgenicznych myszy

Wyzej przedstawiono skomplikowane przemiany
szlakow metabolicznych indukowane przez bialko CagA
H. pylori dostarczane do komdrek gospodarza przez
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IV system sekrecji. Wiele z nich, co wykazano w ekspe-
rymentach prowadzonych z wykorzystaniem réznych
linii komdrkowych moze odgrywaé¢ kluczowa role
w procesach nowotworzenia. Doswiadczenia na modelu
zwierzecym (mongolskich myszoskoczkach) zakazo-
nych H. pylori) wykazaty korelacje pomiedzy inter-
akcja komoérek nabtonkowych z CagA, a rozwojem
nowotworu przewodu pokarmowego, co potwierdza hipo-
teze 0 onkogennym dziataniu tego biatka [59, 64]. Dalsze
eksperymenty przeprowadzono z wykorzystaniem trans-
genicznych myszy wytwarzajacych dwa rodzaje CagA:
typ dziki oraz biatko zmutowane - nieulegajace proce-
sowi fosforylacji. U myszy produkujgcych dzika forme
CagA powstawaly zmiany fenotypu tkanek nablonko-
wych przewodu pokarmowego prowadzace do rozwoju
hiperplazji oraz nowotworu zofadka i jelita cienkiego
oraz nowotwory ukfadu odpornosciowego. U myszy,
ktore produkowaly CagA nieulegajace fosforylacji nie
zaobserwowano takich zmian. Badania te bezsprzecznie
potwierdzity, Ze CagA jest onkoproteing oraz dowiodly
jak wazng role w zmianach fenotypowych komorek
odgrywa proces fosforylacji [55].

Na bezposredni wplyw biatka CagA na procesy
nowotworzenia wskazuje takze wyniki eksperymentow
in vitro (co-immunoprecypitacja oraz eksperymenty
typu ,pull-down”) w ktérych wykazano bezposrednie
oddzialywanie CagA z bialkiem RUNX3, obecnym
w wielu tkankach supresorem nowotwordw, czesto nie-
aktywnym w komorkach raka zotadka. Oddziatywanie
pomiedzy domeng WW CagA a motywem PY RUNX3
indukuje ubikwitynacje biatka supresorowego i kieruje
go na droge degradacji [70].

Poznawanie podstaw rozwoju choroby nowotwo-
rowej zaindukowanej aktywno$cia CagA moze by¢
podstawg do zrozumienia generalnych mechanizméw
warunkujacych procesy nowotworzenia zwigzane z in-
fekcjami lub reakcjami zapalnymi organizmu [21, 75].
Doswiadczenia badajace stabilnos¢ CagA w komoérkach
nablonkowych zotadka dowiodty, ze CagA jest biatkiem
»krétko zyjacym’, a jego degradacja jest procesem nie-
zaleznym od proteosomu 26S. Oprdcz tego udokumen-
towano, ze zablokowanie oddziatywania CagA z kinazg
PAR1D skutkuje kierowaniem CagA na droge degra-
dacji. Fakt ten moze by¢ wykorzystany w opracowaniu
nowych metod profilaktycznych - zapobieganiu powsta-
waniu nowotworu, polegajacym na hamowaniu oddzia-
tywania biatka CagA z kinazg PAR1b [34].

6. Podsumowanie

Rozwoj nowotworu jest to proces wieloetapowy
wymagajacy zmian w ekspresji onkogenéw oraz genéw
supresoréw nowotworowych komoérek gospodarza.
Wprowadzone CagA oddziatuje z bialkami gospodarza
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na drodze zaleznej i niezaleznej od fosforylacji powo-
dujac zmiany w ruchliwosci, proliferacji komdrek oraz
ostabiajac pofaczenia miedzy nimi, tym samym powo-
dujac zmiany w architekturze nablonka zotadka. Dobrze
udokumentowano, ze aktywnos$¢ CagA powoduje roz-
woj metaplazji, dysplazji, a w efekcie nowotworu tkanki
nablonkowej Zoladka. Gléwnag role w tym procesie
odgrywa interakcja CagA z SHP-2 — wewnatrzkomor-
kowym onkogenem, cho¢ zdumienie budzg mozliwosci
interakcji z wieloma biatkami komérek nablonkowych
prowadzace w konsekwencji do kilku proceséw — usta-
nowienia chronicznego stanu infekcji i powolnych
zmian w ruchliwosci, proliferacji i polarnoéci komérek
nablonka. Rozwdj procesu nowotworzenia bez watpie-
nia zwigzany jest z polimorfizmem dwu podstawowych
czynnikéw wirulencji biatek VacA i CagA. Analizujac
polimorfizm tych genéw patogenu bedziemy mogli cho¢
w przyblizeniu okresli¢ poziom ryzyka rozwoju choroby
nowotworowej u konkretnego pacjenta.

Eradykacja H. pylori obniza prawdopodobienstwa
wystgpienia nowotworu zoladka, aczkolwiek moze ona
prowadzi¢ do powstawania choroby refluksowej prze-
tykowej zotadka, ktdra rowniez stwarza ryzyko powsta-
wania nowotworu (w tym przypadku nowotworu prze-
tyku). Poznawanie podloza molekularnego dziatania
CagA moze doprowadzi¢ do opracowania rewolucyj-
nych metod zapobiegania rozwojowi choroby nowotwo-
rowej nawet bez konieczno$ci usuwania infekcji.
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