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Porphyromonas gingivalis (Pg) jest odpowiedzialny za rozwdj paradontozy. Patogen ten zasiedla
powierzchni¢ zebow ponizej linii dzigset i z czasem prowadzi do przewlektych standéw zapalnych przyzebia
(ang. chronic periodontitis, CPD) - tkanek otaczajacych i unieruchamiajacych zgby. Co gorsze, coraz wigcej
badan wskazuje na silne powigzanie CPD z zagrazajacymi zyciu chorobami cywilizacyjnymi, takimi jak
choroby sercowo-naczyniowe, w tym miazdzyca. Niewiele jednak wiadomo o podtozu przyczynowo-
skutkowym tego patologicznego powigzania. Istotne wydaje si¢ przedostawanie si¢ bakterii si¢ z jamy ustne;j
do krwioobiegu, migracji przez naczynia krwionosne i zasiedlanie odleglych tkanek. Z drugiej strony,
zapaleniu dzigsetl czgsto towarzyszy naptyw komorek zernych, w tym makrofagow, komorek stanowiagcych
pierwsza lini¢ obrony gospodarza przed patogenami. Coraz wigcej dowodéw wskazuje na to, ze Pg jest
odporny na bakteriobdjcza aktywnos$¢ makrofagow, przezywa fagocytoze i moze nastgpnie rozprzestrzeniaé
si¢ w organizmie przenoszony przez makrofagi, np. z zakazonej tkanki przyzebia, do weztdw limfatycznych.

Chorobotwoérczo$¢ Pg wynika z ich zdolno$ci do produkcji wielu tzw. czynnikow wirulencji, czyli
substancji, ktore nie tylko umozliwiajg tym mikrobom zdobywanie niezbednych substancji odzywczych, ale
takze chronig je przed uktadem obronnym organizmu gospodarza. Do najwazniejszych czynnikéw wirulencji
Pg naleza proteazy (enzymy rozktadajace biatka) zwane gingipainami. Enzymy te wydzielane sg poprzez
unikatowy, zbudowany z wielu bialek system sekrecji typu IX (T9SS). Poniewaz czg¢s¢ biatkowych
sktadnikow T9SS wystepuje na powierzchni bakterii, jest mozliwe, ze nie tylko biorg one udziat w wydzielaniu
biatek bakteryjnych, ale rowniez petnig dodatkowe funkcje w oddziatywaniu z komérkami gospodarza. Jednak
ich rola w tym procesie nie jest poznana.

W pracy doktorskiej zajmuje si¢ badaniem wplywu Pg na choroby systemowe poprzez analize roli
skladnikow T9SS w patologicznym oddzialywaniu bakterii z komérkami $rodblonka naczyn
krwiono$nych oraz komérkami Zernymi gospodarza. W badaniach wykorzystuje zard6wno organizmy
modelowe (badania in vivo), jak i modele komdrkowe (badania in vitro).

Badania in vivo zostang wykonane na modelu danio pregowanego (Danio rerio) zaadoptowanym przeze
mnie w ramach wspotpracy z University of Sheffield do badania wirulencji Pg. Najczesciej stosowanymi
organizmami do badania infekcji Pg sg gryzonie, jednak jak kazdy model zwierzgcy rowniez i ten ma swoje
istotne ograniczenia. Z tego wzgledu, coraz cze$ciej do badan oddzialywania migdzy patogenami, a
gospodarzem wykorzystuje si¢ nizsze kregowce. D. rerio jest z powodzeniem stosowany do obrazowania
rozwoju wielu ludzkich chorob infekcyjnych. Wykorzystanie catkowicie przezroczystych embrionow tego
zwierzg¢cia umozliwia $ledzenie procesu infekcji w czasie rzeczywistym stosujac do tego celu nowoczesna
mikroskopie trojwymiarows. W dotychczasowej pracy wykazatam na modelu D. rerio, ze rézne szczepy Pg
moga by¢ mniej lub bardziej chorobotworcze, a wirulencja zalezy od ekspresji gingipain. Potwierdzitam w ten
sposob wyniki uzyskane na modelach zwierzecych i udowadniatam, ze model D. rerio jest tak samo dobry do
badania patogennosci Pg jak gryzonie. W dodatku D. rerio jest podatny manipulacjom genetycznym, dzigki
czemu mozliwe jest uzyskiwanie szczepow z fluorescencyjnie wyznakowanymi strukturami lub okre$lonymi
komoérkami (tzw. linie transgeniczne). Wykorzystujac wilasnie takie embriony D. rerio z wyznakowanym
uktadem krwiono$nym, pokazatam w czasie rzeczywistym zdolno$¢ Pg do przekraczania bariery naczyn
krwiono$nych i powodowania uszkodzenia serca. Wyniki tych pionierskich doswiadczen potwierdzity bardzo
duzy potencjat modelu do badania chor6b systemowych powodowanych przez Pg. W planowanych badaniach
ten model postuzy mi do zbadania, w jaki sposob dochodzi do rozprzestrzeniania si¢ bakterii. Przetestuje
zdolno$¢ Pg do zaburzenia ciaglosci bariery naczyn krwionosnych poprzez degradacje biatek adhezyjnych,
ktore zapewniajg $cisty kontakt miedzy komorkami endotelium. Przebadam takze oddzialywanie Pg z
komorkami zernymi. Szczegdlowej analizie poddana bedzie potencjalna rola powierzchniowych biatek T9SS
w adhezji oraz fagocytozie Pg przez komoérki zerne. Badania te zostang wykonane przy uzyciu szczepow
bakterii pozbawionych okreslonych sktadnikow T9SS na drodze ukierunkowanej mutagenezy.

W badaniach in vitro obserwacje poczynione na modelu D. rerio zostang zweryfikowane na ludzkich
komorkach endotelialnych. Dotyczy¢ to bedzie sposobow rozprzestrzeniania si¢ bakterii, czyli w przypadku
endotelium, z komorki do komorki, lub migracji Pg przez rozluznione przestrzenie migdzy komorkami
(degradacja biatek adhezyjnych). Obecnie prowadzone sg tez eksperymenty na ludzkich i mysich
makrofagach. W ten sposob dowiemy sig, jaki jest udziat sktadnikow T9SS w zdolnosci bakterii do
oddziatywania z komorkami zernymi, inwazji tych komorek oraz przezycia wewnatrzkomorkowego.
Podsumowujac, w pracy doktorskiej wykorzystany bedzie po raz pierwszy innowacyjny model in vivo D. rerio
do obrazowania infekcji Pg w czasie rzeczywistym. Dzigki temu uzyskane zostang wyniki, ktore rzuca nowe
$wiatlo na mechanizmy patogenezy Pg, ktére sg odpowiedzialne za rozwdj lub nasilenie chordb systemowych
powiazanych z parodontoza.



