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Polimorfizm G231N, E232T, N235D genu deiminazy peptydyloargininowej P. gingivalis: nowy czynnik
wirulencji i rokowania zapalenia przyzebia

Glowny cel niniejszego projektu dotyczy zbadania wptywu nowo wykrytego polimorfizmu w genie
deiminazy peptydyloargininowej produkowanej przez Porphyromonas gingivalis na zaawansowanie zmian
patogenetycznych w chorobie zapalnej przyzgbia.

Czes$¢ kliniczna projektu bedzie obejmowacé badania periodontologiczne pacjentow z zapaleniem przyzebia
i zdrowych dawcow oraz zbior probek pltynu z kieszonek dzigstowych, ptytki poddzigsowej
I osocza/surowicy krwi. Probki postuza do wyhodowania szczepow klinicznych P. gingivalis oraz
wykonania badan molekularnych i biochemicznych. Oznaczane begdzie st¢zenie i aktywnos$¢ deiminazy
peptydyloargininowej, stezenie sktadowych szlaku zaleznego od prostaglandyny E2 i markerow resorpcji
kostnej oraz poziom przeciwciat anty-P. gingivalis. Analizy metabolomiczne w probkach pacjentéw postuza
do detekcji wskaznikow degradacji biatka, re-kolonizacji kieszonek periopatogenami i wskaznikoéw progresji
choroby.

Cze$¢ doswiadczalna obejmie genotypowanie szczepow P. gingivalis wyhodowanych z probek pacjentow,
sekwencjonowanie genu deiminazy peptydyloargininowej, przygotowanie mutanta P. gingivalis z nowym
polimorfizmem i oczyszczanie biatka deiminazy peptydyloargininowej z mutanta. Nastepnie zostang
przeprowadzone testy wirulencji mutanta z nowym polimorfizmem przy uzyciu pierwotnych fibroblastow
i keratynocytow dzigsta, organotypowego modelu 3D dzigsta, makrofagéw pochodnych monocytow krwi,
osteoblastow, ko-kultur komoérek dzigsta z komoérkami odpowiedzi zapalnej oraz ko-kultur osteoblastow
z osteoklastami. W testach wirulencji bedzie oceniana adhezja i inwazja, efekt immunomodulacyjny i pro-
resorpcyjny mutanta P. gingivalis. Wielokierunkowe analizy naréznych typach komorek pozwolg na
uzyskanie obiektywnych i rzetelnych wynikow, ktore postuzg do selekcji reprezentatywnych szczepdw
klinicznych z polimorfizmem i szczepow bez polimorfizmu do dalszych badan molekularnych
i biochemicznych, majacych wyjasni¢ mechanizm patogennosci P. gingivalis z nowym polimorfizmem w
genie deiminazy peptydyloargininowej. W tym celu bedzie badana ekspresja i aktywno$¢ deiminazy
peptydyloargininowej szczepow klinicznych P. gingivalis i mutanta z polimorfizmem, aktywnos$¢ enzymu
oczyszczonego z mutanta z polimorfizmem oraz zostanie wykonana analiza cytrulinomu P. gingivalis.
Parametry kliniczne oceniajace stan przyzebia beda korelowane ze st¢zeniem i aktywno$cig bakteryjnej
deiminazy peptydyloargininowej, wynikami analizy sktadowych szlaku prostaglandyny E2 i resorpcji
kostnej, poziomem przeciwciat anty-P. gingivalis oraz wynikami analizy metabolomicznej w prébkach ptynu
z kieszonek dzigstowych, plytki poddzigstowej i osocza/surowicy krwi, odpowiednio w obrgbie grupy
pacjentéw zawierajacych P. gingivalis z polimorfizmem i w grupie bez polimorfizmu, a nastepnie wyniKki
beda poréwnane pomiedzy tymi grupami. Analizy te wyjasnia czy szczepy z polimorfizmem odpowiadajg za
zaawansowanie zmian patogenetycznych w chorobie zapalnej przyzebia.

Jak dotad nie zbadano roli polimorfizméw genu deiminazy peptydyloargininowej z P. gingivalis
W patogenezie zapalenia przyzebia, zatem zagadnienie to wydaje si¢ ciekawe i nowatorskie. Potwierdzenie
naszych wstgpnych obserwacji badaniami z licznej grupy chorych niewatpliwie wptynie na rozwoj badan
zwigzanych z polimorfizmem gendéw, réwniez innych czynnikow wirulencji P. gingivalis, tak wigc realizacja
niniejszego projektu bedzie miata wptyw na rozwoj periodontologii. Biorac pod uwagg, iz choroba ta
powiazana jest z niektorymi chorobami ogoélnoustrojowymi, jak np. reumatoidalne zapalenie stawow, wyniki
naszych badan moga mie¢ wptyw na rozwo6j badan dotyczacych polimorfizméw gendéw w reumatologii.
Ostatecznie, potwierdzenie obserwacji z badan wstgpnych bedzie stanowito podstawy do skonstruowania
specyficznego inhibitora deiminazy peptydyloargininowej, ktéry po przejéciu odpowiednich faz testowych
zostanie wprowadzony na rynek jako nowoczesny lek w terapii zapalenia przyzebia.



