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ABSTRACT

Microbial virulence is the ability of pathogen to penetrate, replicate,
multiplicate and, as a consequence, damage the cells of the infected organism. In
recent years, rapid progress in bacterial genome sequencing has led to the discovery
and characterization of many new virulence factors. One of the many mechanisms
of bacterial virulence is the activity of bacterial kinases and phosphatases. These
enzymes phosphorylate and dephosphorylate various amino acid residues in
proteins, most commonly serine, tyrosine and threonine. Reversible
phosphorylation and dephosphorylation can control the activity of target proteins,
either directly, by inducing conformational changes in proteins, or indirectly, by
regulating protein-protein interactions. Due to the increasing antibiotic resistance,
new substances that could be used to treat diseases caused by resistant bacterial
strains are sought. One of the possibilities seems to be the inhibition of bacterial
tyrosine phosphatases. Phosphorylation of proteins containing tyrosine residues is
a key post-translational modification that controls the numerous cellular functions
in bacteria. So far, many tyrosine phosphatases have been found to be responsible
for the virulence of various bacterial strains. Many bacterial species use protein
tyrosine phosphatases activity in host-pathogen interaction, by affecting signalling
pathways and subsequent induction of the infection process. Many studies are
devoted to the search for tyrosine phosphatases inhibitors in the context of possible
support of the current antibacterial treatment. This article presents a review of
reports on bacterial virulence factors - protein tyrosine phosphatases as potential
therapeutic targets.

Keywords: antibiotic resistance, virulence factor, protein tyrosine phosphatases,
PTPs inhibitors

Stowa kluczowe: antybiotykoopornos$¢, czynniki wirulencji bakterii, biatkowe
fosfatazy tyrozynowe, inhibitory PTPs
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

NDM — metalo-B-laktamaza New Delhi (ang. New Delhi Metallo-
Beta-Lactamase)

ATP — adenozyno-5’-trifosforan (ang. Adenosine-5'- triphospha-
te)

ESBL — B-laktamazy o rozszerzonym spektrum dziatania (ang. Ex-
tended-Spectrum Beta-Lactamases)

FAK —kinaza adhezyjna (ang. Focal Adhesion Kinase)

ICsp — stezenie inhibitora hamujace w 50% aktywnos$¢ enzymow
(ang. Half Maximal Inhibitory Concentration)

LMW-PTPs — bialkowe fosfatazy tyrozynowe o malej masie czasteczko-
wej (ang. Low Molecular Weight Protein Tyrosine Phos-
phatases)

MBL — karbapenemazy (ang. Metallo-Beta-Lactamases)

MLSg —oporno$¢ krzyzowa na makrolidy - linkozamidy - strepto-
graminy B (ang. Macrolide-Lincosamide-Streptogramin B)

MRSA — gronkowiec ztocisty oporny na metycyling (ang. Methicy-
llin-Resistant Staphylococcus Aureus)

PTKs — biatkowe fosfatazy tyrozynowe (ang. Protein Tyrosine
Phosphatases)

PTPs — bialkowe kinazy tyrozynowe (ang. Protein Tyrosine
Kinases)

rRNA —rybosomalny kwas rybonukleinowy (ang. Ribosomal Ri-
bonucleic Acid)

tRNA — transportujacy kwas rybonukleinowy (ang. Transfer Ribo-
nucleic Acid)

VRE — enterokoki oporne na wankomycyne (ang. Vancomycin-
Resistant Enterococcus)

VRSA — Staphylococcus aureus oporny na wankomycyne (ang.

Vancomycin-Resistant Staphylococcus Aureus)
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WPROWADZENIE

Obecnie patogeny bakteryjne stanowia powazne zagrozenie dla zdrowia ludzi na
catym $wiecie. Zintensyfikowane badania nad patogeneza bakterii w ciagu ostatnich
dziesigcioleci znacznie poszerzyly nasza wiedzg na temat mechanizméw procesow
chorobowych na poziomie molekularnym, mimo to wspdtczesna medycyna nie zawsze
jest zdolna sobie poradzi¢ ze wszystkimi przypadkami. Zwigkszenie szczepow
opornych na antybiotyki oraz pojawiajacych sie i powracajacych czynnikéw zakaznych
stalo si¢ coraz powszechniejsze i stanowi ogromne wyzwanie dla leczenia zakazen
powodowanych przez wysoce oporne szczepy bakteryjne [1].

Fosforylacja biatek zawierajacych reszty tyrozyny jest kluczowa modyfikacja
potranslacyjna, ktora odpowiada za kontrole licznych funkcji komoérkowych
w bakteriach. Wiele gatunkéw bakteryjnych wykorzystuje aktywnos¢ biatkowej
fosfatazy tyrozynowej w interakcji gospodarz-patogen, poprzez wplyw na szlaki
sygnalizacyjne a nastgpnie indukcje procesu zakazenia. Charakterystycznym
zjawiskiem uzywanym przez niektore zjadliwe szczepy bakteryjne jest wydzielanie
czynnikéw zjadliwosci do wnetrza zainfekowanych komorek, ktére umozliwiaja
rozpoczecie procesu infekcji. Te czynniki zjadliwosci obejmuja miedzy innymi
wytwarzane przez bakterie biatkowe fosfatazy tyrozynowe, ktdrych aktywnosc jest
niezbedna dla catkowitej zjadliwosci bakteryjnej [2, 3].

W niniejszym artykule przedstawiono przeglad doniesien na temat bakteryjnych
czynnikéw wirulencji - biatkowych fosfataz tyrozynowych, jako potencjalnych celi
terapeutycznych.

1. PROBLEM ANTYBIOTYKOOPORNOSCI

Bakterie sa przyczyng wielu choréb, od niegroznych zakazen skory do
zagrazajacej zyciu sepsie [4, 5]. W leczeniu stosuje si¢ antybiotyki - szerokg grupe
zwiazkdw o zréznicowanym mechanizmie dzialania. Poprzez nadmierne
stosowanie antybiotykéw w powszechnym leczeniu w ostatnich latach nasila sig¢
problem antybiotykoopornosci [6]. Bakterie w procesie ewolucji wyksztalcajg
mechanizmy blokujace lub omijajace szlaki dziatania powszechnie stosowanych
lekow antybakteryjnych. Pojawily si¢ juz szczepy bakterii opornych na wszystkie
znane antybiotyki — np. K. preumoniae New Delhi metallo-f-lactamase (NDM) [7].
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Tabela 1. Przyktady najczesciej wystepujacych typoéw antybiotykoopornosci (na podstawie [8, 9])
Table 1. Examples of common types of antibiotic resistance (based on [8, 97)
TYP ANTYBIOTYKO- ‘.
OPORNOSCI BAKTERIE OPORNOSC NA: MECHANIZM
MRSA - gronk0w1e_c ztocisty . wszystkic antybiotyki Wytwarzame enzymu
oporny na metycyling (ang. gronkowiec niszczacego antybiotyk
P . . B-laktamowe
Methicyllin-Resistant zlocisty dostepne w Polsce -
Staphylococcus aureus) P p-laktamaz
VRE - enterokoki oporne na o
Wankomycyne, czes¢ . .
wankomycyne (ang. . L Zmiana miejsca
. . enterokoki rowniez na . . .
Vancomycin-Resistant . . wigzania antybiotyku
teikolpaine
Enterococcus)
MLSg - opornos¢ krzyzowa na . Zml."ma micjsca
L . . wigzania antybiotyku
makrolidy-linkozamidy- . makrolidy — . ..
. Gronkowce i . . w wyniku metylacji
streptograminy B (ang. . linkozamidy — .
: . . paciorkowce . adeniny na 23S rRNA
Macrolide-Lincosamide- streptograminy B . .
; podjednostki 50S
Streptogramin B)
rybosomu
Wytwarzanie enzymu
ESBL - B-laktamazy o Penicyliny i niszczacego antybiotyk
rozszerzonym spektrum paleczki cefalosporyny bez -
dziatania (ang. extended- Gram-ujemne inhibitorow oraz fB-laktamaz o
spectrum beta-lactamases) monobaktamy rozszerzonym
spektrum
MBL - karbapenemazy (ang. paleczki wszystkie P—laktamy Wytwarzame enzymu
. oprocz niszczacego antybiotyk
metallo-B-lactamases) Gram-ujemne .
monobaktamow - karbapenemazy

W zwigzku z narastajaca antybiotykoopornoscia poszukiwane sg substancje
o nowych punktach uchwytu, ktére moglyby zosta¢ wykorzystane w leczeniu
choréb powodowanych przez oporne szczepy bakterii. Jedng z mozliwosci wydaje
si¢ by¢ hamowanie bakteryjnych fosfataz tyrozynowych, bedacych czynnikami
wirulencji bakterii.
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2. CZYNNIKI WIRULENCJI BAKTERII

Wirulencja drobnoustrojéow jest zdolnoscia do wniknigcia patogenu, jego
replikacji, namnazania, a w konsekwencji uszkodzenia tkanek zainfekowanego
organizmu [10]. Determinantami wirulencji patogenu sa dowolne jego cechy
genetyczne, biochemiczne lub strukturalne, ktére umozliwiaja mu wywolanie
choroby u gospodarza. W ostatnich latach szybki postgp w sekwencjonowaniu
genomowym bakterii doprowadzit do odkrycia i scharakteryzowania wielu nowych
czynnikéw wirulencji. Niektore ze zidentyfikowanych czynnikéw wirulencji
pomagaja bakterii adaptowaé si¢ fizjologicznie i metabolicznie w nieprzyjaznym
Srodowisku, jeszcze inne sa wydzielane i przeprowadzaja szereg modulacji
biologicznych i immunologicznych [11].

Odpowiedzialne za zjadliwos¢ szczepu sa czasteczki o charakterze
wydzielniczym, zlokalizowane w blonie komodrkowej badZz w cytozolu. Czynniki
wydzielnicze sa waznymi skladnikami, ktore umozliwiaja bakteriom
zneutralizowaé efekt wrodzonej i nabytej odpowiedzi immunologicznej gospodarza.
Czynniki wirulencji zwigzane z btong wspomagaja adhezj¢ bakterii oraz wnikanie
w glab zainfekowanej komérki. Czynniki cytozolowe natomiast utatwiaja bakterii
szybka adaptacj¢ w organizmie gospodarza - zmiany metaboliczne, fizjologiczne
i morfologiczne [12]. Zjadliwos¢ drobnoustrojow determinowana jest przez
wydzielane bialka, takie jak toksyny biatkowe i enzymy, a takze struktury zwiagzane
z powierzchnig komorki, w tym polisacharydy, lipopolisacharydy i bialka btony
zewnetrznej, ktore bezposrednio przyczyniaja si¢ do proceséw chorobowych. Wiele
genow kodujacych cechy wirulencji jest rowniez posrednio zaangazowanych
w patogenezg [1].

Jednym z wielu mechanizméw wirulencji bakterii jest aktywno$¢ kinaz
i fosfataz bakteryjnych. Podobnie jak w komorkach eukariotycznych, w bakteriach
stwierdzono bardzo zréznicowane rodziny enzymatyczne o tego rodzaju
aktywnosci. Enzymy te fosforyluja i defosforyluja rézne reszty aminokwasowe
w biatkach, najczesciej seryng (Ser), treoning (Thr), tyrozyne (Tyr), histydyne (His)
i argining (Arg). Fosforylacja tych specyficznych aminokwasow w bialkach jest
niezbednym sktadnikiem wielu szlakéw przekazywania sygnatow. W takich
Sciezkach, oprocz kinaz biatkowych i fosfataz, istotng role odgrywaja rdwniez
fosfoproteiny, ktore wychwytujg inne biatka regulatorowe. Odwracalna fosforylacja
i defosforylacia moze kontrolowa¢ aktywno$¢ bialek docelowych, albo
bezposrednio, przez indukowanie zmian konformacyjnych w biatkach, albo
posrednio, przez regulacje oddziatywan biatko-biatko [13].
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3. BIALKOWE FOSFATAZY TYROZYNOWE
(PTPs, ANG. PROTEIN TYROSINE PHOSPHATASES)

Fosforylacja tyrozyny jest kluczowym mechanizmem w licznych funkcjach
komérkowych w komérkach eukariotycznych, jednakze w bakteriach ta
modyfikacja biatka byla w duzej mierze ignorowana do potowy lat 90-tych. Kinazy
biatkowe wykorzystuja ATP jako donor fosforanu i fosforyluja biatka wytacznie na
serynie, treoninie lub tyrozynie. Fosforylacja jest enzymatycznie odwracalng
modyfikacja, w ktérej grupy fosforanowe sa usuwane przez fosfatazy biatkowe.
Pierwszy rozstrzygajacy dowod fosforylacji reszt tyrozyny w biatkach bakteryjnych
nastgpil zaledwie dwadziescia lat temu. Od tego czasu w roznych bakteriach
zidentyfikowano wiele kinaz i fosfataz tyrozynowych wykazujacych nieoczekiwane
cechy [14].
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Rysunek 1. Schemat skoordynowanej fosforylacji bialek zawierajacych reszty tyrozynowe za pomoca
kinazy tyrozynowej (PTK) i defosforylacji bialek zawierajacych reszty tyrozynowe za pomoca
fostatazy tyrozynowej (PTP)

Figure 1. Scheme of coordinated phosphorylation of proteins containing tyrosine residues with tyrosine
kinase (PTK) and dephosphorylation of tyrosine-containing proteins with tyrosine phosphatase
(PTP)

Biatkowe fosfatazy tyrozynowe wystgpujace w bakteriach naleza do dwdch
gléwnych rodzin enzyméw [15]. Pierwsza rodzina obejmuje klasyczne fosfatazy
tyrozynowe wykazujace podobienstwo do eukariotycznych, oraz podwdjnie
specyficzne fosfatazy, ktére oprécz fosfotyrozyny moga defosforylowaé biatka
zawierajace reszty seryny i/lub treoniny. Druga rodzina dotyczy matych enzyméw
kwasowych, okreslanych jako biatkowe fosfatazy tyrozynowe o niskiej masie
czasteczkowej, ktore wystepuja zarowno w organizmach eukariotycznych, jak
i prokariotycznych [16].
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3.1. MECHANIZM INAKTYWACJI FOSFATAZ PRZEZ UTLENIANIE

Inaktywacja PTPs poprzez utlenienie katalitycznej reszty cysteiny do kwasu
sulfenowego oraz aktywacja PTPs poprzez redukcje tej formy do anionu
tiolanowego, jest charakterystycznym mechanizmem regulacji biatkowych fosfataz
tyrozynowych.

AKTYWNA INAKTYWOWANA INAKTYWOWANA INAKTYWOWANA

m— ["r]j-[:}rr‘.‘-s-t)H _—m— rll]‘I‘-{:}rﬁ--{;-{}j]—]

KHwas sulfenowy Hwas sulfinowy Kwas sulfonowy

Rysunek 2. Inaktywacja fosfatazy tyrozynowej moze nastapi¢ poprzez utlenienie katalitycznej reszty
cysteiny do kwasu sulfenowego, kwasu sulfinowego lub kwasu sulfonowego (na podstawie

[171)
Figure 2. Tyrosine phosphatase inactivation can be accomplished by oxidation of the catalytic cysteine
residue to sulfenic acid, sulfinic acid or sulphonic acid (based on [17])

Katalityczna reszta cysteiny w centrum katalitycznym PTPs wystepuje
W postaci anionu tiolanowego, za$ wrazliwos$¢ na utlenienie uwarunkowana jest jej
niskim pKa (~5,4). Utlenienie katalitycznej cysteiny hamuje zdolno$¢ enzymu do
defosforylacji substratu, obejmujace przeniesienie grupy fosforanowej z substratu
do katalitycznej cysteiny. W zaleznosci od stopnia utlenienia, reszta cysteiny
w centrum aktywnym moze przeksztalci¢ si¢ w posta¢ kwasu sulfenowego (SOH),
sulfinowego (SO,H) lub sulfonowego (SO;H) [18] (rysunek 2). Nieaktywna
utleniona forma katalitycznej reszty cysteiny (kwas sulfenowy) moze powrdci¢ do
aktywnej formy zredukowanej przeksztalcajac kwas sulfenowy do produktu
przejSciowego - sulfenylamidu. Bliska lokalizacja histydyny i reszty cysteiny
w biatku powoduje polaryzacje wigzania amidowego, umozliwiajace atak
nukleofilowy atomu azotu w reszcie seryny na atom siarki utlenionej formy reszty
cysteiny. Prowadzi to do kondensacji i utworzenia kowalencyjnego wigzania
pomiedzy atomami siarki i azotu. Sulfenylamid mozna nastepnie zredukowaé do
postaci aktywnej anionu tiolanowego [19] (rysunek 3).

Utlenienie reszty cysteiny do kwasu sulfinowego oraz sulfonowego jest
najczesciej procesem nieodwracalnym. Z tego powodu powstajacy sulfenylamid
indukuje zmiany konformacyjne w centrum katalitycznym enzymu, chronigc reszte
cysteiny przed nieodwracalng inaktywacjg, a takze ulatwiajac aktywacje enzymu
przez dziatanie biologicznych czynnikow redukujgcych takich jak tioredoksyna czy
glutation [20].
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Rysunek 3. Mechanizm utleniania i redukcji katalitycznej reszty cysteiny oraz powstanie produktu
przejsciowego sulfenylamidu (na podstawie [17])

Figure 3. Mechanism of oxidation and catalytic reduction of the cysteine residue and formation of the
intermediate product - sulfenylamide (based on [17])

4. BIALKOWE FOSFATAZY TYROZYNOWE JAKO CZYNNIKI
WIRULENCJI BAKTERII

Przystosowanie bakterii w roéznych warunkach s$rodowiskowych jest
fundamentalnym zagadnieniem fizjologii bakterii. Przetrwanie mikroorganizmow
w $rodowisku zalezy od ich zdolnos$ci do szybkiego reagowania i dostosowywania
si¢ do stale zmieniajacych warunkéw. Adaptacja komorek bakteryjnych jest
zapewniona przez ich zdolnos¢ wykrywania i przekazywania sygnatow
zewnetrznych oraz wewnetrznych. Kinazy biatkowe i ich pokrewne fosfatazy, ktdre
uczestnicza w transdukcji sygnatu przez katalizowanie odwracalnej fosforylacji
biatek, odgrywaja istotna role w odbieraniu bodzcéw zewnetrznych. Fosforylacja
jest prawdopodobnie najbardziej rozpowszechniong i najlepiej scharakteryzowang
modyfikacja potranslacyjna, a jej funkcje biologiczne sa dobrze udokumentowane
[21].

Dotychczas odkryto wiele fosfataz tyrozynowych, ktoére odpowiedzialne sg za
zjadliwo$¢ roznych szczepow bakteryjnych. Przyklady przedstawiono w tabeli
ponizej (tabela 2), natomiast bardziej szczegdtowy opis niektérych
najniebezpieczniejszych bakterii, ktére charakteryzuje antybiotykoopornos¢ lub tez
leczenie powodowanego przez nie zakazania jest wysoce problematyczne, zostaty
opisane w kolejnych podrozdziatach.
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Tabela 2. Wybrane fosfatazy roznych klas (PTPs) wraz z odpowiadajacymi im kinazami (PTKs) oraz ich funkcja
w wirulencji szczepu bakteryjnego (na podstawie [14, 16])
Table 2. Selected phosphatases of various classes (PTPs) with corresponding kinases (PTKs) and their function
with bacteria virulence (based on [14, 16])
BAKTERIA PTKs | PTPs FUNKCJA
FOSFATAZY KLASYCZNE
Salmonella typhi - StpA Niszczenie cytoszkieletu komorki gospodarza
Salmonella typhimurium - SptP Niszczenie cytoszkieletu komorki gospodarza
Yersinia . S i
pseudotuberculosis - YopH Udzial w procesie infekcji komorki gospodarza
FOSFATAZY PODWOJNIE SPECYFICZNE
Anabaena sp. strain - PTP -
Nostoc commune - IphP -

FOSFATAZY O NISKIEJ MASIE CZASTECZKOWEJ (LMW-PTPs)

Wae Wb Produkcja otoczki pqllsacharydowej i kwasu
kolaninowego
Escherichia coli
Etk Etp Reakcja bialek szoku termicznego
Acinetobacter sp. Ptk Ptp Produkcja emulsanu

Erwinia amylovora AmsA | Amsl Produkcja amyloworanu

Klebsiella pneumoniae Yco6 | Yor5 Produkcja otoczki polisacharydowe;j

Pseudomonas aeruginosa - TpbA Tworzenie biofilmu, wigzanie transferryny
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Pseudomonas solanacearum | EpsB EpsP Produkcja egzopolisacharydu I
Staphylococcus aureus CapB2 | PtpA, PtpB Produkcja otoczki polisacharydowe;j
Bacillus subtilis PtkA | YtkJ, YWIE Produkcja kwasu tejchuronowego
Mycobacterium tuberculosis - PtpA, PtpB | Udziat w procesie infekcji komorki gospodarza
Streptomyces coelicolor - PtpA Produkcja wtornych metabolitow
FOSFATAZY KWASOWE
Coxiella burnetii - 91K Hamowanie oksydazy NADPH neutrofilii
FOSFATAZY INNEGO TYPU
Staphylococcus aureus CapB2 CapCl Produkcja otoczki polisacharydowej
Streptococcus thermophilus EpsD EpsB Biosynteza egzopolisacharydu
Streptococcus agalactiae CpsD CpsB Wydhuzanie tancucha polisacharydowego
Streptococcus pneumoniae CpsD CpsB Produkcja otoczki polisacharydowej
PTkA PtpZ Produkcja kwasu tejchuronowego
Bacillus subtilis
YwgD YwqE Biosynteza egzopolisacharydu

4.1. PtpA i PtpB Z STAPHYLOCOCCUS AUREUS
ORAZ MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

Staphylococcus aureus (gronkowiec ztocisty) to Gram-dodatnia bakteria, ktora
moze powszechnie wystepowaé na skérze i §luzéwkach jamy nosa u czlowieka
zwykle nie wywotujac zadnych objawow [22]. S. aureus moze jednak powodowaé
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szeroki wachlarz dolegliwosci, od zakazen skory i tkanek miekkich, przez zapalenie
ptuc, zapalenie kosci i szpiku, do sepsy [23]. Istnieje rdwniez coraz wieksza grupa
szczepow gronkowca ztocistego, ktora wytworzyla opornos¢ na dostepne, silne
antybiotyki — MRSA oporne na p-laktamy, makrolidy i1 fluorochinolony [24], oraz
VRSA — oporne na wankomycyne [25].

Mpycobacterium tuberculosis (pratek gruzlicy), czyli czynnik etiologiczny
gruzlicy, to kwasochtonna bakteria, oporna na wiele czynnikow srodowiskowych
takich jak: wysuszenie, wysoka i niska temperatura, wysokie i niskie pH. Gruzlicg
mozemy podzieli¢ na posta¢ plucng i pozaptucna. Najczestsza — ptucna objawia sie
gléwnie diugotrwatym kaszlem. Pozaplucna posta¢ dotyka glownie osoby
z obnizong odpornoscia i dotyczy optucnej, weztow chlonnych, kosci czy ukladu
moczowego [26]. Leczenie opiera si¢ na lacznie 6-miesigcznej terapii taczacej
4 leki z réznych grup (izoniazyd, ryfampicyna, pyrazynamid i etambutol). Réwniez
w przypadku pratka gruzlicy wystepuja przypadki trudnych do leczenia szczepow
opornych na ryfampicyne, wymagajace wydluzonej oraz zintensyfikowanej terapii
[27, 28].

Bakterie Staphylococcus aureus oraz Mycobacterium tuberculosis wytwarzaja
dwie niskoczasteczkowe fosfatazy tyrozynowe PtpA i PtpB. Badania
krystalograficzne wykazaly podobienstwo sekwencji PtpA i PtpB z rodzing PTPs
o niskiej masie czasteczkowej (LMW-PTPs, ang. Low Molecular Weight Protein
Tyrosine Phosphatases), jednakze rézni je topologia. Przede wszystkim motyw
P-loop w miejscu aktywnym znajduje si¢ w domenie N-koncowej biatka,
w przeciwienstwie do tyrozynowych fosfataz klasycznych oraz o podwdjnej
swoistosci, w ktorych petla ta znajduje si¢ w srodku sekwencji. Réznica ta sugeruje,
ze LMW-PTPs ewoluowaly oddzielnie od PTPs klasycznych i o podwdjnej
swoistosci [29, 30].

4.2. SptP Z SALMONELLA TYPHIMURIUM

Salmonella typhimurium nalezy do Gram-ujemnych paleczek z rodziny
Salmonella. Jest jednym z czynnikéw etiologicznych salmonellozy [31]. Choroba
objawia si¢ réznie nasilonym niezytem zotadkowo-jelitowym. Zazwyczaj ustepuje
samoistnie, nie wymaga leczenia przyczynowego, jedynie objawowego.
Antybiotykoterapi¢ oparta na fluorochinolonach lub makrolidach stosuje si¢ tylko
w ciezkim przebiegu lub zakazeniu pozajelitowym [32].

Salmonella typhimurium poprzez oddzialywanie z komérkami gospodarza
prowadzi do stymulacji szlakéw sygnalizacyjnych, prowadzac do wywotania
réznych odpowiedzi komoérkowych, w tym rearanzacji cytoszkieletu, wytwarzania
cytokin oraz, w niektérych typach komdrek, zaprogramowanej $mierci komarki lub
apoptozy. Ta interakcja jest w duzej mierze zalezna od funkcji bialek,
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zlokalizowanych w pozycji 63 chromosomu Salmonelli. Ten typ systemu
wydzielania bialek zidentyfikowano w wielu bakteriach Gram-ujemnych
patogennych dla zwierzat i roslin, ktére maja wspolna zdolno$¢ do angazowania
komorek gospodarza w ztozone interakcje. Ogoélnie przyjmuje sig, ze gldwna
funkcja tego mechanizmu jest translokacja do komodrki gospodarza biatek
bakteryjnych, ktére moga nastepnie stymulowa¢ lub zaktoca¢ szlaki przekazywania
sygnatéw przez komodrke gospodarza [21, 33].

Fosfataza SptP zostata zidentyfikowana jako biatko efektorowe w Salmonella
typhimurium. SptP ma modulowa organizacje strukturalng, ktéora moze
odzwierciedla¢ obecnos¢ réznych domen efektorowych. SptP jest rozmieszczona
w domenach modutowych. N-koniec wykazuje podobienstwo sekwencji z dwiema
innymi toksynami bakteryjnymi wydzielanymi przez funkcjonalnie homologiczne
uktady wydzielnicze typu IIl, Yersinia YopE i Pseudomonas ExoS. Domena
C-koncowa wykazuje natomiast podobienstwo do fosfatazy YopH. Prawdopodobna
rola SptP w zakazeniu Salmonellg jest zmiana fizjologii komdrek, reorganizacja
cytoszkieletu, wnikniecie oraz przezycie w tkankach gospodarza [34-36].

4.3. YopH Z YERSINIA SP.

Rodzaj Yersinia zawiera trzy gatunki bakterii patogennych dla ludzi. Yersinia
pestis  jest  czynnikiem  etiologicznym  dzumy. Zakazenie  Yersinia
pseudotuberculosis najczesciej objawia si¢ zapaleniem weziow chlonnych
krezkowych. Yersinia enterocolitica, ktora jest odpowiedzialna za szereg zaburzen
zotadkowo-jelitowych i zapalenia weztow chtonnych [37].

Yersinia sp. wykorzystuje uktad wydzielniczy typu III do translokacji
efektorow wirulencji w glab komorki gospodarza. Podczas infekcji Yersinia
przemieszcza efektory wirulencji Yop do komorki gospodarza, co prowadzi do
zahamowania wrodzonej odpowiedzi immunologicznej [38-40].

Jednym z efektorow biatek blony zewngtrznej Yersinii sp. jest wysoce aktywna
biatkowa fosfataza tyrozynowa YopH, ktora jest niezbednym czynnikiem wirulencji
bakterii. YopH powoduje deregulacje funkcji komérkowych gospodarza oraz
blokuje fagocytozg. Ponadto YopH poprzez defosforylacje kinazy adhezyjnej
(FAK, ang. Focal Adhesion Kinase) zapobiega adhezji komoérek gospodarza
i hamuje produkcje reaktywnych form tlenu przez makrofagi. Centrum katalityczne
YopH zawiera sekwencje aminokwasowg wykazujacg podobienstwo do
eukariotycznej biatkowej fosfatazy tyrozynowej. W miejscu aktywnym znajduje sie
reszta cysteiny, ktora jest niezbedna dla katalizy i aktywno$ci enzymatycznej [40].
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4.4. TpbA Z PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Pseudomonas aeruginosa jest bakteria, ktéra wykazuje duza réznorodnosé
metaboliczng. Wystepuje w wielu siedliskach biotycznych i abiotycznych, w tym
w wodzie, glebie i réznych organizmach. U cztowieka odpowiedzialna jest za
oportunistyczne infekcje. Jest przyczyna czgsto groznych zakazen u o0sob
z obnizong z réznych powodéw odpornoscia, chorych na mukowiscydoze oraz
wentylowanych mechanicznie [41]. Najczesciej powoduje zakazenia uktadu
oddechowego, ucha srodkowego (tzw. ucho ptywaka), uktadu moczowego
(zwlaszcza w trakcie diugotrwatego cewnikowania). P. aeruginosa jest oporny na
wigkszos$¢ antybiotykow, szczepy szpitalne czesto sa wrazliwe tylko na bardzo silne
antybiotyki — aztreonam i kolistyne [37].

Wszechstronnos¢ tej bakterii jest zwigzana z duzg liczbg biatek regulatorowych
w jego genomie. Ze wzgledu na barier¢ przepuszczalnosci bton, Pseudomonas
aeruginosa uzyskata wysoki poziom lekoopornosci, co sprawia, ze leczenie
pacjentoéw zakazonych tym patogenem jest niezwykle trudne. Krytyczne cechy,
ktére przyczyniaja si¢ do patogennosci Pseudomonas aeruginosa, obejmuja
wytwarzanie wielu czynnikéw wirulencji, tworzenie biofilméw i opornos¢ na
antybiotyki [42, 43].

Fosfataza TpbA jest podwdjnie specyficzng fosfataza tyrozynowa o wysoce
zachowanej sekwencji  aminokwasowej wsrod  pozostatych — patogendéw
bakteryjnych. TpbA jest odpowiedzialna za regulowanie tworzenia biofilmu przez
oportunistyczna Pseudomonas aeruginosa, Ktéry przyczynia si¢ do zwigkszonej
patogennosci bakterii [43]. Ponadto fosfataza TpbA wigze na swojej powierzchni
transferyne i bierze udzial w pozyskiwaniu zelaza niezbgdnego dla funkcjonowania
bakterii [44].

5. INHIBICJA BIALKOWYCH FOSFATAZ TYROZYNOWYCH JAKO
NOWA STRATEGIA TERAPEUTYCZNA

7 uwagi na wielokrotnie wspomniany juz problem antybiotykoopornosci,
obecnie poszukuje si¢ nowych sposobéw walki z trudnymi w leczeniu bakteriami.
Wiele badan poswieconych jest poszukiwaniom inhibitoréw czynnikéw wirulencji
- fosfataz tyrozynowych, ktére poprzez ich regulacje, moglyby sie sta¢ cickawg
mozliwoscig wspomagajaca dotychczasowe leczenie.

Dzigki dotychczas przeprowadzonym badaniom udato si¢ juz zaprojektowac
kilka inhibitoréw o wysokiej aktywnosci wobec fosfataz tyrozynowych (tabela 3).
Poszukiwanie nowych zwiazkow, ktére okazalyby si¢ skuteczne wobec czynnikéw
wirulencji bakterii stanowi wyzwanie dla wspolczesnej medycyny oraz mogloby
by¢ skuteczng alternatywa dla dotychczas stosowanych antybiotykdw.
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Tabela 3. Struktury inhibitoréw biatkowych fosfataz tyrozynowych wystepujacych w bakteriach
Table 3. Structure of protein tyrosine phosphatase inhibitors found in bacteria
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UWAGI KONCOWE

W odpowiedzi na problem mutacji szczepéw bakteryjnych, poprzez ktory
wyksztatcany jest mechanizm opornosci na dotychczas stosowane leki, kluczowym
aspektem aktualnie prowadzonych badan jest poszukiwanie nowych metod terapii.
Fosforylacja bialek zawierajacych reszty tyrozynowe wydaje sie by¢ kluczowym
narzedziem w regulacji funkcji komoérkowych oraz proceséw fizjologicznych zarowno
u komérek eukariotycznych jak i prokariotycznych. W ostatnich latach poczyniono
imponujace postepy w identyfikacji kinaz bialkowych i fosfataz biatkowych, ktore sa
czynnikami wirulencji bakteryjnej. Dzieki poznanym mechanizmom mozliwe jest
zaprojektowanie  silnych inhibitorow, potencjalnych lekow, ktore poprzez
oddziatywanie z miejscami aktywnymi fosfataz tyrozynowych, moga stanowi¢ zar6wno
sposob leczenia podstawowego jak i uzupehiajacego. Pozostaje jeszcze wiele waznych
pytan dotyczacych, w szczegdlnosci, natury efektorow, ktore wilaczaja i wylaczaja
odpowiednie sieci, oraz kaskady reakcji zachodzacych w calym procesie
fosforylacji/defosforylacji. Istnieje rowniez luka pomiedzy rosnaca liczba
zidentyfikowanych kinaz bialkowo-tyrozynowych i fosfataz a iloscia zaprojektowanych
lub zidentyfikowanych potencjalnych inhibitoréw. Poszukiwanie zatem nowych
zwiazkow hamujacych fosfatazy tyrozynowe wydaje sie, ze moze zaowocowac
powstaniem nowych strategii terapeutycznych, dzieki ktorym walka ze szczepami
opornymi na antybiotykoterapie oraz bakteriami trudnymi w leczeniu przyniostyby
pozytywny rezultat.
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