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Streszczenie pracy doktorskiej

Niezaleina od aktywnoSci proteolitycznej rola biologiczna gingipain Porphyromonas
gingivalis w regulacji ukladu odpornosciowego

Zapalenie przyzgbia (paradontoza) jest schorzeniem o pierwotnej etiologii bakteryjnej,
w ktérym nastepuje zaburzenie dzialania mechanizméw obrony immunologicznej. W konsekwencji
prowadzi ono do rozwoju chronicznego stanu zapalnego powodujgcego powazne uszkodzenia
tkanek okolozgbowych. Uwaza sig, Ze to Porphyromonas gingivalis  jest dominujacym
drobnoustrojem odpowiedzialnym za rozwoj chronicznej postaci tej choroby, a jego glownymi
czynnikami wirulencji sa zewnatrzwydzielnicze enzymy proteolityczne zwane gingipainami.
Proteazy te wykazuja bardzo silny wplyw na funkcjonowanie ukladu immunologicznego
gospodarza. Dotychczasowe badania nad mechanizmem dzialania gingipain koncentrowaly si¢ na
aktywnosci proteolitycznej tych enzyméw. Udowodniono ich rolg m.in. w degradacji peptydow
antybakteryjnych gospodarza, biatek uktadu dopetniacza, czy skladowych ukladu krzepnigcia.
Gingipainy sg eksportowane na zewnatrz komoérki bakteryjnej poprzez pecherzyki wydzielnicze
uwalniane z blony komérkowej patogenu. W tej formie moga ulegaé dystrybucji poza obreb
biofilmu bakteryjnego, a takze mogg zostac zinternalizowane przez komérki nablonkowe.
Aktywno$¢ tych enzymo6w jest hamowana obecnoscia tlenu oraz inhibitorami proteaz znajdujacych
sie w osoczu (antytrombina III oraz alfa-2-makroglobulina), ktdre jest dominujacym sktadnikiem
ptynu wypelniajacego kieszonki dziastowe pacjentow cierpigcych na paradontozg. W zwiazku
z powyzszym, nie mozna wykluczy¢ obecnodci nieaktywnych proteolitycznie form gingipain
w tkankach objetych stanem chorobowym. Stad, celem rozprawy doktorskiej byta kompleksowa
ocena mechanizmu prozapalnego dzialania nieaktywnych proteolitycznie gingipain w konteks$cie
zapalenia przyzgbia. .

W toku badan, stosujac modele in vitro w postaci linii unieémiertelnionych keratynocytow
dzigstowych TIGKs (ang. telomerase immortalized gingival keratinocytes) 1 komorek
dendrytycznych zréznicowanych z monocytéw (moDC, ang. monocyte derived dendritic cells)
udowodniono, ze nieaktywne katalitycznie formy gingipain indukujg znamiennie Wyzszg ekspresje
mediatoréw stanu zapalnego, zardwno na poziomie mRNA, jak i biatka w stosunku do aktywnych
proteolitycznie enzyméw. Ponadto, indukcja tego procesu jest specyficzna dla gingipain
argininowych, a najsilniejszy efekt obserwowany jest w przypadku proteazy RgpA.

Zaobserwowany fenomen potwierdzono réwniez w badaniach z wykorzystaniem izogenicznych



mutantéw podjednostki katalitycznej gingipain oraz szczepu dzikiego poddanego inaktywacji
enzymatycznej poprzez zastosowanie wysoce specyficznych inhibitoréw gingipain - KYT.

Ze wzgledu na brak aktywnosci proteolitycznej, nieaktywne gingipainy nie moga
wykorzystywaé receptoréw PAR do inicjaciji przekazu sygnatu, dlatego tez postawiono hipoteze,
ze nieaktywna proteaza wzmaga rozwdj stanu zapalnego na innej drodze niz aktywna forma
enzymu, bedac rozpoznawana przez nieznany receptor powierzchniowy na komorkach gospodarza.
W kolejnej czgéei badan podjeto wigc probe bezposredniej identyfikacji tego receptora. Poprzez
metody obrazowania przy uzyciu mikroskopii konfokalnej okre$lono lokalizacje nieaktywnych
gingipain na powierzchni komérki gospodarza. Typowanie biatek eksponowanych na powierzchni
biony komérkowej komérek TIGK s zdolnych do oddziatywania z nieaktywna i aktywna gingipaing
RgpA wykonano, przy zastosowaniu metody sieciowania chemicznego oraz immunoprecypitacji
ze specyficznymi dla gingipain przeciwciatami. Analiza komplekséw ligand-gingipaina,
przeprowadzona przy uzyciu spekiroskopii masowej, wykazala potencjalne biatka blonowe mogace
wehodzi¢ w interakcje z badanymi enzymami. Kolejnym krokiem byta analiza szlaku sygnatowego
indukowanego nieaktywnymi proteazami P. gingivalis w oparciu o model indukcji ekspresji IL-6,
cytokiny kluczowej ze wzgledu na jej role w procesie degradacji tkanki kostnej. Zastosowane
blokowanie szlaku PI3K inhibitorem LY294002 spowodowalo znamienne zahamowanie indukcji
badanej cytokiny w przypadku nieaktywnej RgpA, co wskazuje na jego zaangazowanie w indukcje
odpowiedzi prozapalnej indukowanej nicaktywnym enzymem. Metoda Western Blot wykazano
réwnieZ aktywacje biatka AKT, jednej z gtéwnych kinaz szlaku PI3K, po stymulacji komérek
nieaktywnymi proteolitycznie formami enzymu oraz aktywacje czynnika transkrypeyjnego NF-xB,
co konicowo prowadzi do zwigkszonej ekspresji genu kodujgcego IL-6.

W kolejnej czesci pracy skupiono si¢ na okredleniu, jak wykazany mechanizm regulacji
ekspresji IL-6 przez bakterie gatunku P, gingivalis oraz ich czynniki wirulencji wplywa na
réznicowanie limfocytéw w subpopulacje Th17. Przeprowadzone badania wykazaly, ze stymulacja
komorek prezentujacych antygen bakteriami o zahamowanej aktywnosci gingipain wplywa na
zwigkszenie produkcji cytokin prozapalnych niezbednych do réznicowania w kierunku Th17
(IL-6, IL-21, IL-23, IL-1B). Konsekwencja tego jest proliferacja i réznicowanie naiwnych
limfocytéw CD4+ w kierunku populacji Th17. Zauwazalna jest réwniez aktywacja pozytywnych
regulatoréw szlaku indukeji IL-17, takich jak: IRF4, STAT3, RORc, RORa. W celu zahamowania
powstawania populacji Th17, zaproponowano blokade szlaku  sygnatlowego IL-6, stosujac
przeciwciata przeciwko receptorowi dla IL-6, jak réwniez inhibitora kinaz JAK1/2 (Ruxolitinib),
co znaczaco obnizylo liczebnosé populacji Th17. Podsumowujac, poznanie mechanizmdéw
patogennosci bakterii determinujacych rozwéj choréb cywilizacyjnych, jaka staje si¢ paradontoza,

jest kluczowe w procesie projektowania terapii.



Uzyskane wyniki sugerujg wige, ze IL-6 i jej szlak sygnatowy powinna by¢ uwzgledniana
jako cel w terapiach skierowanym przeciwko dziataniu czynnikéw wirulencji bakterii P. gingivalis.
Przedstawione dane weryfikuja réwniez dotychczasowa wiedz¢ na temat funkcji gingipain
w procesiec modulacji odpowiedzi immunologicznej i po raz pierwszy przedstawiaja role
nieaktywnych enzymatycznie proteaz w indukeji stanu zapalnego. Dodatkowo otwierajg rowniez
dyskusje nad zakwalifikowaniem gingipain do grupy tzw. ,moonlighting proteins”- bialek
wielofunkeyjnych, co moze sktonié do poszukiwania kolejnych biatek bakteryjnych wykazujacych

podobne wlasciwosci.
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