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- Pe masura ce populatia a imbatranit, incidenta
dementei a crescut pand a devenit a cincea cea
mai mare cauza de deces la nivel mondial.

- Existd multe tipuri si cauze ale dementei, insa
boala Alzheimer este cea mai frecventa forma,
reprezentand intre 60 si 70% din toate cazurile

[32].




- Simptomele obisnuite timpurii ale bolii
Alzheimer includ pierderea de memorie pe
termen scurt, apatia si dispozitia depresiva, dar
aceste simptome sunt adesea vazute ca facand
parte din imbatranirea normala, ceea ce face
dificil diagnosticul precoce [32].

- Dupa decenii de cercetare, este posibil sa avem
un nou concept in combaterea bolii Alzheimer.



Porphyromonas gingivalis

- Porphyromonas gingivalis, agentul patogen
cheie In parodontita cronica, a fost identificat in
creierul bolnavilor de Alzheimer [32].

- Porphyromonas gingivalis apartine increngaturii
Bacteroidetes si este o bacterie patogena
imobila, Gram-negativa, in forma de tija,
anaeroba. Formeaza colonii negre pe agar de
sange [33].



Porphyromonas gingivalis
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Porphyromonas gingivalis

- Se gaseste In cavitatea bucala, unde este
implicatd in boala parodontala [1], precum si in
tractul gastrointestinal superior, colon si caile
respiratorii. A fost izolata si din vaginita
bacteriana [2].

- Arg-gingipain (RgpA si RgpB) si lys-gingipain
(Kgp) sunt enzime endopeptidaze secretate de P.
gingivalis. Acestea contribuie la supravietuirea si
virulenta bacteriei [3].



Gingipains

- Functii:

- Arg-gingipain colecteaza substante nutritive
necesare supravietuirii P. gingivalis;

- Rgp - degradeaza peptide mari ale organismului
gazda (albumina serica) => azot si carbon [4];

- degradeza transferina celulelor gazda => fier [5];

- Rgp prelucreaza proteinele precursoare ale fimbriei
lungi => adeziune si invazie [5];

- Kgp se pot lega la proteinele imobilizate ale
matricei, fibrinogen si fibronectina - rolul de
colonizare a gazdei [6].



Gingipains

- Functii:

- cliveaza anticorpii IgG subclasa 1 s1 3 [7],
precum si citokinele proinflamatorii, cum ar fi
IL-1pB, IL-2, IL-6, TNF-a si IL-8 in zonele cu
concentratie ridicata de P. gingivalis, afectand
raspunsul imun al gazdei [8];

- Rgp poate inhiba acumularea IL-2 in celulele T
=> modularea proliferarii celulelor T =>
perturbarea raspunsului imun adaptativ al
gazdei [9].



- Pacientii cu boala Alzheimer prezinta fenomene
neuroinflamatorii in concordanta cu infectia,
incluzand activarea microgliald, activarea
inflamasomului, activarea complementului si
alterarea profilurilor de citokine [10, 11].

- S-au gasit agenti infectiosi In creier si s-a
acceptat ideea ca ar fi implicati in boala
Alzheimer, dar nu s-au stabilit dovezi certe de
cauzalitate [12].

- Caracterizarea recentd a amiloid-p (AP) ca
peptidd antimicrobiana a reinnoit interesul de a
identifica o posibila cauza infectioasa a bolii
Alzheimer.



- Un studiu observational prospectiv
la pacientii cu boala Alzheimer, cu
PC activa, a raportat o scadere
notabilad a functiilor cognitive
(ADAS-Cog si MMSE) pe o
perioada de 6 luni, comparativ cu
pacientii cu boala Alzheimer fara
PC activa, ridicand intrebari
despre posibilele mecanisme care
stau la baza acestor constatari [13].




- P. gingivalis se gaseste preponderent in
infectiile gingivale si parodontale; cu toate
acestea, se poate gasi si la 25% dintre
persoanele sanatoase, fara boala orala, dar in
concentratie mai mica [14].

- Bacteriemia tranzitorie a P. gingivalis poate
aparea in timpul activitatilor comune, cum ar
fi periajul, precum si in timpul procedurilor
stomatologice [15], ceea ce duce la
translocarea bacteriei la o varietate de
tesuturi, inclusiv artere coronare [16],
placenta [17] si ficat [18].

» Un studiu recent a descoperit ca 100% dintre
pacientii cu afectiuni cardiovasculare aveau
colonizare arteriald P. gingivalis [19].




Diagnosticul Bolii Alzheimer (BA) se coreleaza
Cu Tncarcarea gingipain in creier

« Studii imunohistochimice (IHC)

S-a utilizat tesut cerebral (microarray — TMA)
(girus temporal mediu — MTG)
- boala Alzheimer
- non-boala Alzheimer
= Anticorpi:
» Ac. specifici: - CAB101 -> vizeaza RgpB

- CAB102 -> vizeaza Kgp

(utilizati pentru a determina incarcarea cu gingipain a nucleului
neuronal din TMA)

» Ac. DAKO A0024 -> recunoaste tau: - fosforilat
- nefosforilat



>

AD Control

AD Control

- Rezultate:

1. RgpB s1 Kgp —
colorare
intraneuronala
punctiforma in BA
(Fig. A si B)

2, Incdrearea cu
gingipain:

v 96% dintre
esantioanele BA ->
pozitiv pentru RgpB

v 91% dintre
esantioanele BA ->
pozitiv pentru Kgp

3. Sarcinile RgpB si Kgp:

> esantioanele BA

< esantioanele non-
dementa (control)
(Fig. Bsi C) [32]
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- Ulterior s-a gasit o
corelatie
semnificativa intre
sarcina RgpB si
sarcina tau (Fig. E)
si sarcina Kgp si

sarcina tau (Fig. F).

[32]
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» Colorarea TMA pentru ubiquitina (proteina
care marcheaza alte proteine deteriorate pentru
degradarea de catre proteozomi [20]; se
acumuleaza in fibrele tau si pe placile Ap [21])
=> corelatie semnificativa cu RgpB si Kgp (Fig. G
si H). [32]
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RgpB localizat 1n neuroni si
astrocite

“*Microscopie in camp luminos:

- Ac care vizeaza RgpB (monoclonal 18E6) ->
RgpB-IR -> confirmat in neuronii girusului
dintat s1i CA3, CA2, Ca1 din hipocampul
creierului BA (fig. A).
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RgpB localizat 1n neuroni si
astrocite

“*Imunofluorescenta:

- Ac care vizeaza RgpB (CAB101)
-> localizat in neuroni
[proteina 2 (MAP2) asociata
microtubului] (fig. C) si in
astrocite ocazionale, dar nu si
in microglie (Iba1) (fig. D).

- RgpB a fost identificat la
nivelul fibrelor tau si placilor
AP (fig. E).

[32]
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RgpB localizat 1n neuroni si
astrocite

D W RgpB
—
<
O w
£ 3]
3 ©
o H
Z
<

molecular layer
Plagues

Microglia in




Detectarea Kgp in cortexul
cerebral in BA

- Au fost prelevate esantioane din
cortexul cerebral: trei exemplare
pentru BA si sase creiere non- B
dementa de control;

- Imunoprecipitarea s-a efectuat
cu CAB102 (fig. B).

i
g
"

- Rezultate: KgPcar h_—

1. Domeniul catalitic Kgp -> identifica — - —
in toate probele pentru BA (fig. B); e |

2. 5 din 6 probe de control (C1-Cs) -> -
modele de benzi Kgp similare cu cele
din BA;

3.C6 -> benzi Kgp foarte slabe =>
aproape absenta Kgp (fig. B). [32]



|ldentificarea genelor 16S ARNr si hmuY
ale P. Gingivalis in cortexul cerebral in
boala Alzheimer

<+ qPCR
 Au fost prelevate esantioane din cortexul

cerebral: trei exemplare pentru BA si sase

creiere non-dementa de control; 107
10¢

* Primeri: 1. pentru gena 16S ARNr a P.
gingivalis;
2. pentru gena hmuy.

P. gingivalis 165
opy#/GAPDH*10"

« Rezultate: v

1. Prezenta genelor 16S ARNr si hmuY in
esantioanele BA si in esantioanele C1-Cs
(control) (fig. C);

2. C6 -> negativ pentru genele 16S ARNr si
hmuY (fig. C).

[32]
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ADN-ul P.gingivalis este prezent in lichidul
cefalorahidian al pacientilor cu boala Alzheimer clinica

+ Detectarea genei hmuY [22] prin

tehnica qPCR D SubjectID | MMSE score | Age Si::::ir:ci&g)
- LCR si saliva colectate de la 10 L
pacienti diagnosticati cu BA probabila :8; :g 5533 m’;S”
(deficienta cognitiva usoara pana la AD3 16 53 NS
moderatd) (fig. D); AD4 17 72 100, 99
- Rezultate: a4t 12 63 NS
. . o .. ADé 18 60 100, 97
1. Au fost detectate si cuantificate copii AD7 18 40 100.99
ale genei hmuY la 7 din cei 10 pacienti ADS 18 59 100,100
cu BA diagnosticata clinic, cu sarcina AD9 18 62 99.99
de P. gingivalis cuprinsi intre 10 si 50 AD10 20 é1 99.98

de copii / ul de LCR (fig. A);

2. Toate cele 10 probe de saliva au fost
pozitive (fig. B).

[32]



ADN-ul P.gingivalis este prezent in lichidul
cefalorahidian al pacientilor cu boala Alzheimer clinica
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Tau este fragmentat de gingipains

- Deoarece RgpB gingipain a fost identificat la nivelul fibrelor tau in BA, s-a
presupus ca tau ar fi tinta proteolizei gingipain-urilor [32].
« Ac Tau-5 (proba);

 Tipuri de celule: 1. SH-SY5Y (forme cu masa moleculara mare de tau) [23] -
>infectate cu 3 concentratii diferite de P.gingivalis;

2. celule infectate cu P.gingivalis gingipain-defecte;
3. celule neinfectate.

(au fost examinate la 3 momente diferite)

» Rezultate:

1. In decurs de 1 ori de la infectie -> pierdere dependenti de dozi de tau total
solubil, comparativ cu celulele neinfectate;

2. Celulele infectate cu P. gingivalis gingipain-defecte au aratat niveluri de tau
solubil similare cu celulele neinfectate => gingipain au fost responsabile
pentru pierderea epitopului Tau-5 (fig. A si B) [32].



Tau este fragmentat de gingipains
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Inhibitorii gingipains cu molecule
mici sunt neuroprotectori

» Pentru a determina daca gingipans sunt toxice pentru neuronii in vitro,
celulele SH-SY5Y diferentiate s-au expus fie la RgpB, fie la Kgp timp de 24
de ore.

- Aplicarea combinatd a RgpB si Kgp a crescut semnificativ agregarea
celulara (Fig. A).

- Pretratarea gingipains cu iodoacetamida, un inhibitor ireversibil al
proteazelor cisteinei, a impiedicat agregarea indusa de gingipains, indicand
ca activitatea lor proteolitica a fost responsabild pentru modificarile
morfologice (Fig. A) [32].
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Inhibitorii gingipains cu molecule
mici sunt neuroprotectori

- Pe baza activitatii citotoxice a gingipains, prezenta lor in
creierul BA si rolul lor critic in supravietuirea si virulenta
bacteriana, s-au creat inhibitori gingipains cu molecule
mici, potenti si selectivi, reversibili si ireversibili [32].

« COR286 si COR271 sunt inhibitori ireversibili ai
gingipains specifici argininei (RgpA si RgpB) si,
respectiv, lizinei (Kgp), ambii cu o concentratie
inhibitoare medie (IC50) de <50 pM [32].

« COR119 este un inhibitor Kgp covalent reversibil cu o
IC50 de 10 nM [32].



Inhibitorii gingipains cu molecule
mici sunt neuroprotectori

« Celulele SH-SY5Y au fost infectate cu tulpina W83 P. Gingivalis, la o
multiplicitate de infectie (MOI) de 400, timp de 48 de ore => aproximativ
50% moarte celulara (fig. B);

« COR286 si COR271 au fost ambele eficiente in blocarea mortii celulare
induse de P. Gingivalis, intr-o maniera dependenta de concentratie (fig. B);

- Antibioticele cu spectru larg, moxifloxacina si doxiciclina, chiar si la
concentratii care reduc supravietuirea bacteriilor in vitro, nu au protejat

celulele [24].B No 7 d
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Inhibitorii gingipains cu molecule
mici sunt neuroprotectori

« Ulterior s-a evaluat daca gingipains sunt neurotoxice in vivo, daca
inhibitorii pot patrunde in creier si pot preveni neurotoxicitatea gingipains.
2 loturi de soareci (ambelor administrate COR271 (gavaj oral), COR286
(subcutanat):
1. injectati cu Kgp si RgpB in hipocamp (peste 1,5 ore);
2. injectati cu solutie salina

- Rezultat (peste 7 zile): Soarecii injectati cu gingipains au avut un numar
semnificativ mai mare de neuroni degenerati decat soarecii injectati cu
solutie salina, dar neurodegenerarea a putut fi blocata prin pretratare cu o
combinatie de inhibitori de gingipains COR286 si COR271 (fig. Csi D) [32].
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Infectia orala a soarecilor cu P. gingivalis determina
infectia creierului si inducerea de AB1-42

- Soarecii BALB/c au fost infectati oral, o data la 2 zile, timp de 6
saptamani, cu P. gingivalis W83;
- 2 ]oturi de soareci: 1. netratati cu COR119;
2. tratati cu COR119;
- Rezultat:

1. Bacteriile au invadat creierul tuturor soarecilor, iar colonizarea a fost
diminuata la tratamentul cu COR119 (fig. A);

2. Concentratia de AP1-42 a crescut semnificativ in creierul de soarece
netratat cu COR119 , comparativ cu cei tratati (fig. B);

3. Ambele gingipains au fost necesare, direct sau indirect, pentru a
induce un raspuns APB1-42 in vivo (fig. B) [32].



Infectia orala a soarecilor cu P. gingivalis determina
infectia creierului si inducerea de AB1-42
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Administrarea orala a unui inhibitor de Kgp trateaza
eficient infectia cerebrala cu P. gingivalis si previne
pierderea interneuronilor hipocampului Gadé67 + in vivo

- Soareci -> infectati cu tulpina W83 P.gingivalis, oral, timp de 42 zile;
« Tratamentul -> administrat in zilele 36-70 (fig. E);

« ADN-ul P. Gingivalis -> identificat (qPCR) in creierul tuturor soarecilor
infectati (ziua 35); copiile genomului P. gingivalis au crescut semnificativ
pana in ziua 70 (fig. F);

« Inhibitorul Kgp COR271 -> administrat oral, 2x/zi => reducerea colonizarii
bacteriene in creier;

« Inhibitorul RgpB COR286, administrat subcutanat => eficient in reducerea
colonizarii bacteriene cerebrale la 10 saptamani;

- moxifloxacina => prevenirea cresterii colonizarii bacteriene cerebrale intre
ziua 35-70;

« COR271 > COR286;

« COR271 > COR271+moxifloxacina;

- COR271 > COR271+COR286 (fig. F) [32].



Administrarea orala a unui inhibitor de Kgp trateaza
eficient infectia cerebrala cu P. gingivalis si previne
pierderea interneuronilor hipocampului Gadé67 + in vivo
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Administrarea orala a unui inhibitor de Kgp trateaza
eficient infectia cerebrala cu P. gingivalis si previne
pierderea interneuronilor hipocampului Gadé67 + in vivo

- In BA, studiile de neuroimagistica G 2 10,000- .
cerebrala si postmortem au aratat o £ go0o-
perturbare variabila a sistemului 0
GABAergic hipocampal [25]. = 6000+
Tratamentul cu inhibitorul Kgp COR271 2 4000+
in monoterapie, inhibitorul RgpB & 2000-

COR286 in monoterapie, o combinatie -

de COR271 si COR286, COR271 plus s B
moxifloxacina si moxifloxacind in W
monoterapie, toate incepand din ziua )

36, au redus pierderea interneuronilor
Gad67 + (esantioanele tratate cu

moxifloxacina au prezentat protectie
redusa) (fig. G) [32].




Concluzii

- Rezultatele acestui studiu ofera dovezi ca P. gingivalis si gingipains in creier joaca un
rol central in patogeneza BA, oferind un nou cadru conceptual pentru tratamentul
bolii [32].

- S-a demonstrat prezenta ADN-ului P. gingivalis si a antigenilor gingipains in creierul
BA [32].

- Invivo, administrarea orala a inhibitorilor cu molecule mici ai gingipains blocheaza
fenomenele neurodegenerative induse de enzime, reduce semnificativ colonizarea
creierului cu aceste bacterii si scade semnificativ raspunsul gazda AP1-42 la infectia
creierului cu P. gingivalis [32].

- Concentratia bacteriana poate fi detectata in LCR la pacientii cu BA clinicd, oferind
dovezi suplimentare despre infectia SNC cu P. gingivalis [32].

- Exista o alta specie de Porphyromonas despre care se stie ca produce gingipains,
Porphyromonas gulae [26]. P. gulae este un locuitor natural al cavitatii orale a
animalelor de companie, cum ar fi cainii, iar un studiu recent a demonstrat ca aceasta
bacterie poate fi transmisa de cani proprietarilor lor[27]. Se desfasoara cercetari
pentru a determina daca P. gulae poate contribui la incarcarea creierului BA cu
gingipains.



Concluzii

- Desi nu este abordat in mod special in acest raport, odata ce
cavitatea orala este infectata, P. gingivalis poate accesa
creierul si se poate raspandi pe mai multe cai, inclusiv:

1. infectia monocitelor urmata de recrutarea creierului [28];

2.infectie directa si afectarea endoteliului celulelor barierei
hemato-encefalice [29] si / sau

3.infectia se raspandeste prin nervii cranieni [de exemplu,
olfactiv [30] sau trigeminal] la creier.

- Dupa intrarea in creier, P. gingivalis se poate raspandi lent, pe
parcursul mai multor ani, de la neuron la neuron, pe caile
anatomice conectate [31].



Concluzii

- Antibioticele cu spectru larg de actiune nu protejeaza impotriva
mortii celulare induse de P. gingivalis in vitro, in timp ce inhibitorii
de gingipains o fac [32].

- P. gingivalis dezvolta o rezistenta rapida la un antibiotic cu spectru
larg (moxifloxacina), dar nu la inhibitorul Kgp COR388 (analogul
COR271) [32].

» S-a conceput un inhibitor Kgp biodisponibil pe cale orala, penetrant
in creier, testat in prezent in studiile clinice umane pentru BA.
Datele prezente indica faptul ca tratamentul cu un inhibitor
puternic si selectiv de Kgp va reduce infectia cu P. gingivalis la
nivelul creierului si va incetini sau va preveni fenomenele
neurodegenerative la pacientii cu BA [32].
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