Streszczenie pracy doktorskiej Danuty Bryzek

pt. ,Indukcja nieaktywnych bakteriobdjczo zewngtrzkomoérkowych putapek neutrofilowych

(NETs) przez gingipainy, jako nowy mechanizm wirulencji Porphyromonas gingivalis”

Zewnatrzkomorkowe putapki neutrofilowe (NETs) stanowia sie¢ zbudowana
z chromatyny oraz biatek ziarnistosci neutrofili o wysokim potencjale bakteriobdjczym, ktora
umozliwia neutralizacjg drobnoustrojéw chorobotworczych oraz tworzy barierg hamujacy
rozprzestrzenianie si¢ bakterii. Badania ostatnich lat wskazuja, Zze generacja NETSs jest
odpowiedzia neutrofili na obecno$¢ patogendw, jednakze rola poszczegdlnych czynnikéw
wirulencji w indukeji putapek neutrofilowych nie zostala dotychczas poznana. Na szczegoding
uwage zastuguja czynniki sekrecjonowane przez patogen do $rodowiska zewngtrznego, ktore
mogg dziataé lokalnie w $rodowisku infekcji, jak i systemowo, dyfundujgc do miejsc
nieobjetych zakazeniem. Porphyromonas gingivalis jest periodontopatogenem, ktdrego rola
w indukcji NETs zostata udokumentowana, ale mechanizm tego procesu nic zostal
scharakteryzowany.

Z tego wzgledu celem niniejszej pracy doktorskiej byta ocena roli gingipain, proteaz
o dominujgeej roli w wirulencji tego patogenu, na indukcj¢ NETs. Przeprowadzone badania
wykazaty, Ze indukcja NETs przez P. gingivalis jest zalezna od poziomu produkowanych
proteaz. Udowodniono to, wykorzystujac szezepy bakteryjne ze zréznicowang aktywnoScia
gingipain oraz izolowane pecherzyki blony zewnetrznej, ktdre stanowia dominujacy no$nik
tych enzymdéw. Aby zbada¢é mechanizm indukcji NETs przez P. gingivalis do badan
wykorzystano oczyszczone gingipainy, wéréd ktérych wyrdznia si¢ proteazy arginino-
(HRgpA, RgpB) i lizyno-specyficzne (Kgp). Wykazano, ze spoérod gingipain tylko HRgpA
i RgpB uczestniczg w tworzeniu NETs, a najistotniejsze znaczenie dla tego procesu ma
gingipaina HRgpA. Zastosowanie specyficznych dla gingipain inhibitorow Kyt dowiodlo, ze
proces indukeji NETs jest zalezny od aktywno$ci enzymatycznej tych proteaz. Analiza
mechanizmu dziatania gingipain wykazata, ze proces tworzenia NETs w odpowiedzi na
obecnosé tych enzyméw jest zalezny od aktywacji oksydazy NADPH i indukcji wybuchu
tlenowego. Wyniki badah sugeruja ponadto zaangazowanie w badany proces receptorow
aktywowanych proteolitycznie (PAR). O mozliwym udziale PAR w towrzeniu NETs
§wiadczy posrednio réwniez to, ze proteazy bakteryjne innych gatunkdéw drobnoustrojow,

aktywne wzgledem substratow zawierajacych sekwencje PAR-2 indukowaty NETS.



Generacja NETs w odpowiedzi na patogen jest procesem majacym na celu eliminacjg
intruza, stad podje¢to badania majace na celu weryfikacj¢ bakteriobdjezych funkcji NETs
wzgledem P. gingivalis. Przeprowadzone badania wykazaty, ze ekspresja gingipain znaczaco
zmniejsza wiazanie bakterii w strukturach sieci neutrofilowych i przyczynia si¢ do
przetrwania patogenu podczas konfrontacji z neutrofilami. Wyjasnieniem obserwowanych
zjawisk moze by¢ zalezna od gingipain proteolityczna modyfikacja biatek i peptydow
dekorujacych sieci DNA, w tym czynnikow o potencjalne bakteriobdjeczym. Przypuszczenie
to potwierdzono poréwnujac antybakteryjne wiasciwosci NETSs, generowanych pod wplywem
gingipain oraz indukowanych przez octan mirystynianu forbolu, PMA. Te ostatnie
wykazywaly silny potencjatl bakteriobdjczy w przeciwienstwie do NETs tworzonych
w odpowiedzi na obecnos¢ gingipain. Uzyskane wyniki wyjasniaja dlaczego, pomimo
ogromnej akumulacji neutrofili i obecnosci NETs w zapaleniu przyzgbia, nie dochodzi do
eliminacji P. gingivalis. Ponadto wskazujg po raz pierwszy na rolg proteaz bakteryjnych
w indukcji NETs, ktore dodatkowo charakteryzuja si¢ ostabiona aktywnoscia bakteriobdjcza.

Podsumowujac, intensywna generacja NETSs, nieskutkujgca eliminacjg patogenu
w miejscu infekcji, wzmaga reakcje zapalna, stanowiac tym samym nowy mechanizm
wirulencji P. gingivalis. Ponadto, ze wzglgdu na udzial NETs w rozwoju chorob
autoimmunologicznych, udowodnienie roli P. gingivalis w tworzeniu NETs stanowi kolejny
krok do mechanistycznego wyjasnienia molekularnych podstaw silnych powiazan
parodontozy z roéznymi schorzeniami systemowymi, ktére obserwuje si¢ w badaniach

klinicznych i epidemiologicznych.
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