It's a long way to Tipperary...

Z Profesorem Janem Potempa
rozmawia Andrzej M. Kobos

(czesc¢ 1)

Andrzej M. Kobos [AMK] — Panie Profesorze, otrzymat
Pan Nagrode Fundacji na rzecz Nauki Polskiej 2011 w ob-
Szarze nauk o zyciu i o Ziemi ,za scharakteryzowanie no-
wej rodziny proteinaz bakteryjnych oraz wykazanie ich roli
w rozwoju chorob przyzebia”. Zacznijmy, prosze, naszg
rozmowe od komentarza na temat wywotywanej przez nie
paradontozy.

Jan Potempa [JP] — Paradontoza jest choroba wystepujaca
u bardzo duzej liczby ludzi, znacznie bardziej skompliko-
wang_ niz wiele innych choréb o podtozu infekcyjnym. Jest
powodowana przez bakterie, ktére rosng na powierzchni
zebow, ale ponizej linii dzigset. Nastepuje zapalenie dzigset
w warunkach beztlenowych ponizej tej linii. To sg idealne
warunki dla takich bakterii, jak Porphyromonas gingivalis,
jak réwniez dla szeregu innych bakterii anerobowych, rozpo-
znawanych jako periopatogeny. Te bakterie o metabolizmie
fermentacyjnym namnazajg sie w beztlenowej niszy stwo-
rzonej przez inne mikroorganizmy, ktére rosnac, konsumujg
caty tlen. W warunkach beztlenowych Porphyromonas gin-
givalis $wietnie sobie radzi.

700 réznych gatunkéw mikrobow zyje w naszej jamie
ustnej — wiekszos$¢ na powierzchni zebdéw. Dlaczego zeby
sg tak atrakcyjne dla bakterii? Zeby sie nie ztuszczajg. Na-
btonek, na przykfad, ztuszcza sie i bakterie ciggle muszg
niejako zmienia¢ ,dom”. Natomiast bakterie na powierzchni
zebow majq te powierzchnie zagwarantowang na cate zycie
zeba — tym bakteriom bardzo dobrze sie dzieje. Niektore
sg np. odpowiedzialne za prochnice zebdw, ale wiekszos$¢
okazuje sie ,dobrymi” bakteriami. Natomiast w momencie,
w ktérym dojdzie do wyksztatcenia sie stanu beztlenowego,
nastepuje zmiana flory bakteryjnej, pojawiaja sie bezwzgled-
ne beztlenowce. Wiekszo$¢ tych bakterii jest w taki czy inny
sposb6b zaangazowana w tworzenie sie poddzigstowej ptytki
nazebnej, ktéra ulega kalcyfikacji, a na zewnatrz ciemnemu
przebarwieniu. Periodycznie nalezy to mechanicznie usu-
wac, tego nie da sie zrobi¢ szczoteczka, niezaleznie, jak
starannie mytoby sie zeby. Nastepuje rozwoj paradontozy.
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Problem pojawia sig, kiedy flora bakteryjna wymieni sie
na ztg flore. Po angielsku ta choroba nazywa sie nawet
,microbiota shift disease”. Porphyromonas gingivalis jest
bakterig kluczowg dla wywotania stanu zapalnego. Dlacze-
go? Jak mawiat méj amerykanski mentor, prof. Jim Travis,
~Porphyromonas gingivalis jest jak piers matki — karmi inne
bakterie”. W 1985 r., gdy zjawitem sie z Krakowa na stazu
podoktorskim w jego laboratorium w University of Georgia,
Athens, GA, zaczeliSmy od badania serpin; tematyka para-
dontozy przyszta pozniej.

AMK - Czy wczesniej wiedziano o istnieniu i dziataniu bak-
terii Porphyromonas gingivalis?

JP — O tej bakterii byto wiadomo od dosy¢ dawna, tylko
nie byto wiadomo, ze jest jedng z bakterii zaangazowanych
w paradontoze. Kiedy ja sie tym zainteresowatem, ta bak-
teria byta znana jako Bacteroides melanogenicus, a pozniej
Bacteroides gingivalis, a nastepnie nazwano jg Porphyro-
monas gingivalis. W 1990 r. zaczeta sie moja przygoda
z Porphyromonas gingivalis. Dostatem te bakterie od Maude
Wikstrom z Géteborga w Szwecji. Przywioztem je do Krako-
wa, a pozniej wylgdowatem z nimi w Georgii u Jima Travisa.
Tam zaczeliSmy nad nimi pracowac. P6zniej dostalismy inne
szczepy tej bakterii z Emory University, Atlanta, GA.

AMK — Ustalono, Zze paradontoza przyczynia sie do ryzyka
choréb serca i stawow. Czy to Pan stwierdzit ten zwigzek?

JP — To szilo powoli. Bytbym bardzo dumny, gdybym to ja zrobit.
W zaleznosci od kryteriow przyjmuje sie, ze od 10
do 80 procent dorostej populacji ludzi na Ziemi cierpi na pa-
radontoze. Po piec¢dziesigtce, szesc¢dziesigtce, prawie kaz-
dy ma troche ubytku kosci zebodotowej, kieszonki przyzeb-
ne, obnizenie dzigset i obnazenie szyjek zebowych. Aparat
zawieszenia zebow ulega uszkodzeniu, powoli zapada sie,
przestaje trzymac zeby, bo brakuje tkanki, ktéra zostaje
strawiona przez sfrustrowang odpowiedz immunologiczng
niemogacag sobie poradzi¢ z Porphyromonas gingivalis.
Zaawansowang paradontoze ma 10 procent populacji —
to jest bardzo ostrozna ocena, ale i bardzo duza liczba ludzi.
W dodatku paradontoza byta traktowana jako choroba wieku
podesztego; wypadanie zebow uwazano za normalny pro-
ces starzenia sie. Teraz wiemy, ze jest to powazna choroba,
nie tylko dlatego, ze wypadajg zeby — a zycie bez zebdw
jest trudne — ale paradontoza jest choroba, ktéra powigzana
jest réwniez z chorobami systemowymi, w szczegdlnosci
z chorobami krazenia i reumatoidalnym zapaleniem sta-
wow. To sg dwie rozne choroby, ktére majg rézng etiologie,
a na poziomie klinicznym sg powigzane z paradontoza.
Klinicysci zaobserwowali, ze osoby, ktére majgq za-
awansowang paradontoze majg czesto wiecej problemow
z miazdzycg; podobnie jak i z reumatoidalnym zapaleniem
stawow. Korelacja jest tak silna, iz praktycznie $wiadczy
o tym, ze jedna choroba napedza druga. Wiecej, cukrzy-
ca typu Il takze wydaje sie skorelowana z paradontoza,
réwniez przedwczesne porody u kobiet, niedowaga ptodu.
Sa publikacje taczace paradontoze z choroba Alzheimera.
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Wracajgc do korelacji, jest jakis czynnik genetyczny
paradontozy, ktérego jeszcze nie znamy. Ciekawe, wielo-
letnie badania przeprowadzit Robert Genco w Sri Lance,
gdzie praktyki mycia zebéw na ogét nie ma. Okazato sie,
ze jezeli poréwnaé¢ spektrum paradontozy u ludzi, ktorzy
nie dbajg o higiene jamy ustnej, z takim u Amerykandw,
ktérzy wyjatkowo starannie o nig dbajg, czestotliwos¢ wy-
stepowania paradontozy jest niemal identyczna. Czyli jest
jeszcze jakis inny czynnik...

AMK — Rozumiem, ze w paradontozie, w reakcji na bakte-
rie Porphyromonas gingivalis nastepuje swoista odpowiedz
immunologiczna organizmu.

JP — Uktad immunologiczny, oczywiscie, rozpoznaje te bak-
terie i toczy z nimi wojne. Mamy na zebach bakterie, ktére
uktad immunologiczny prébuje zwalczy¢. Problem jest ten,
ze nie moze poradzi¢ sobie z tymi bakteriami i po prostu
ulega frustracji. Nie mogac ich pokonac, uszkadza okoliczne
tkanki.

Nazwijmy to ,collateral damage” — amerykahnskim
okresleniem. Paradontoza jest to collateral damage spowo-
dowane przez uktad odpornosciowy, zwtaszcza przez wro-
dzong odpowiedz immunologiczna, zalezng od leukocytéw,
granulocytéw, makrofagéw. Uktad nie moze sobie poradzi¢.
Wywigzuje sie chroniczny stan zapalny, w ktérym produko-
wane sg cytokiny prozapalne — zaburza sie regulacja tych
mediatoréw stanu zapalnego, ktére prowadza do resorpcji
tkanki kosci zebodotowej. Nastepuje aktywacja osteoklastow,
inhibicja osteoblastéw, uwalnianych jest bardzo duzo enzymoéw
proteolitycznych z granulocytéw, makrofagow, ktére degra-
dujg kolagenowe wigzadta taczace korzen zeba z dzigstem
— aparat taczacy kos¢ z korzeniem zeba, powodujgc roz-
chwianie zeba, prowadzace pdzniej do jego wypadniecia.
To jest chroniczny stan zapalny, ktory ciggnie sie latami,
przez 30-40 lat.

AMK — Skad potgczenie paradontozy z miazdzycg?

JP — Sg dwie teorie tego, dlaczego paradontoza powigzana
jest z miazdzyca. Pierwsza przyjmuje, ze miazdzyca jest
réwniez chorobg zapalng, wywotang stanem zapalnym na-
czyn. Chroniczny stan zapalny — paradontoza — niejako po-
budza stan zapalny naczyn krwionosnych. Jest to sytuacja,
w ktorej jeden stan zapalny przenosi sie w drugi. Mechanizm
moze by¢ podobny, gdyz obie choroby sg zapalne, produku-
ja prozapalne cytokiny. Markerem chronicznych zapalen jest
podwyzszony poziom niektérych cytokin, fibrynogenu — to
moze mie¢ przektadnie na rozwdj czy pogorszenie miazdzy-
cy. To jest wspdlna etiologia tych dwdch chordb, jezeli przyj-
miemy, ze miazdzyca jest chorobg zapalng. Chore dzigsta
powodujg zaostrzenie stanu zapalnego w naczyniach krwio-
nos$nych, stad rozwdéj miazdzycy i w konsekwencji zawaty
serca czy wylewy do mézgu. Sg liczne publikacje, ktére
bezposrednio wskazujg na znaczenie bakterii Porphyromonas
gingivalis w miazdzycy.

Druga teorig jest, ze bakterie, ktére sa w paradontozie,
bezposrednio trafiajg do ptytki miazdzycowej, powodujg jej
wzrost i w koncu pekanie i zawaty serca; czyli jest bezpo-
Srednia rola tych bakterii. U ludzi, ktérzy majg miazdzyce,
w plytce miazdzycowej znajduje sie specyficzne DNA bak-
terii Porphyromonas gingivalis, i to dos¢ go sporo. Istnieje
wiec jakis przeptyw i te bakterie tam trafiaja. Ale krytycy tej
teorii twierdza, ze ptytka miazdzycowa jest swego rodza-
ju $mietnikiem, do ktérego trafia wiele rzeczy, bedacych
w krwioobiegu — wiec i bakterie z kieszonki przyzebnej do-
stajg sie do krwioobiegu i ich DNA tam pozostaje. Zaprze-
cza to bezposredniej roli tych bakterii.

AMK — A potgczenie z chorobami reumatoidalnymi?

JP — Ciekawe jest powigzanie miedzy paradontoza a reu-
matoidalnym zapaleniem stawow. To moze by¢ zwigzek
przyczynowo-skutkowy, w ktérym Porphyromonas gingivalis
jest gtdwng bakterig odpowiedzialng za inicjacje ciggu wy-
darzen, prowadzacego do powstania odpowiedzi autoim-
munologicznej przeciwko zmienionym biatkom w stawach
i stad do rozwoju choroby reumatoidalne;j.

To jest bardzo ciekawa teoria, ktorg kiedy$ przegapi-
tem. Miatem mozliwos¢ wigczenia sie do tego typu badan
na wczesniejszym etapie, bowiem w 1995 r. opisaliSmy en-
zym, zwany deiminaza peptylidoargininy, ktéry modyfikuje
arginine do cytruliny: arginina — dodatnio natadowany ami-
nokwas — staje sie neutralng cytruling. Ten enzym wystepuje
w Porphyromonas gingivalis. Jednakze wtedy nie byto zad-
nych doniesien o powigzaniu miedzy zapaleniem stawéw
a cytrulinowanymi antygenami, ani o tym, ze taki enzym jest
waznym czynnikiem w wirulencji Porphyromonas gingivalis.
OdtozyliSmy to na wiele lat.

Az tu w 2008 r. Patrick Venables z Londynu przystat
mi e-mail, pytajac, czy bytbym zainteresowany wspotpracg
w badaniu powigzania przyczynowo-skutkowego miedzy
zapaleniem stawdéw a paradontozg, poprzez tenze enzym
w Porphyromonas gingivalis? Patrick Venables jest jednym
z lideréw badan molekularnych przyczyn rozwoju paradon-
tozy i molekularnego rozwoju reumatoidalnego zapalenia
stawow. Pracuje w The Kennedy Institute of Rheumatology
w Londynie. Od tego zaczat sie méj powrdt do wspomnia-
nego enzymu.

Ten enzym wystepuje wytgcznie w Porphyromonas
gingivalis i organizmach eukariotycznych, w tym oczywiscie
u ludzi. Nie ma go w zadnej innej bakterii poza Porphyro-
monas gingivalis. Enzym z Porphyromonas gingivalis dziata
tak samo jak ludzkie enzymy, ktére cytrulinujg — czyli mo-
dyfikujg arginine do cytruliny w wielu biatkach i peptydach.
W tej chwili przyjmuje sie, ze przyczyng reumatoidalnego
zapalenia stawdw jest zatamanie sie tolerancji immunolo-
gicznej wobec cytrulinowanych biatek. To jest mocno osa-
dzona teoria, w ktorej pokazuje sie, ze przeciwciata prze-
ciwko cytrulinowanym biatkom i peptydom pojawiajg sie juz
dziesie¢ lat przed pierwszymi objawami zapalenia stawow.
Diagnostyczna wartos¢ tych przeciwciat jest ogromna.

Nastepuje zatamanie odpowiedzi immunologicznej. Biat-
ka cytrulinowane powstajg w wielu sytuacjach: sg w skorze,
w ostonkach mielinowych nerwéw. Przy kazdym stanie za-
palnym powstaje taka modyfikacja biatek. Ale my nie mamy
przeciwciat przeciwko tym biatkom. Co jest przyczyna,
ze uktad immunologiczny nagle rozpoznaje je jako obce,
jako co$, co trzeba wyeliminowac?

W sposéb okrezny prowadze do tego, jak to jest
z Porphyromonas gingivalis. Jedng bardzo silng — zbadang
na jednojajowych blizniakach — korelacjg jest palenie pa-
pierosow i reumatoidalne zapalenie stawow. Palac papiero-
sy, mamy w ptucach ciggty niski stan zapalny, wynikajacy
z irytacji. Podraznienie dymem tytoniowym, nikotyna, smo-
ta, wywotujg reakcje obronng organizmu, mamy nacieki
neutrofili. Jezeli jest zamieszanie, tatwo sie pomyli¢ — na-
stepuje collateral damage. W stanie ciggtego podraznienia,
lekkiego zapalenia, uktad immunologiczny myli sie, docho-
dzi do uwalniania tych enzyméw modyfikujgcych i powstajg
takie przeciwciata.

Pomysimy teraz o paradontozie. Mamy w niej réwniez
chroniczny stan zapalny, caty czas toczy sie walka pomiedzy
uktadem immunologicznym a bakteriami. Jednym z wazniej-
szych elementéw po stronie bakterii Porphyromonas gin-
givalis jest enzym, ktéry cytrulinuje nie tylko siebie, swoje
biatka, ale réwniez biatka ludzkie — gospodarza. W pewnym
momencie moze doj$¢ do pomyiki uktadu immunologiczne-
go. Aktywowane sg limfocyty, powstajg przeciwciata, kto-
re rozpoznajg cytrulinowane peptydy i biatka jako obce —
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» do zniszczenia. To jest nie tyle collateral damage, ile zdrada.

Uktad immunologiczny zdradza nas i zamiast tolerowac te
cytrulinowane peptydy i biatka jako normalne, rozpoznaje
w nich wrogéw i atakuje. To, po latach, prowadzi do stanu
zapalnego w stawach i rozwoju choroby.

AMK — Czy w tej chwili tym gtéwnie sie Pan zajmuje?

JP — W tej chwili nas to z Patrickiem bardzo interesuje. Kilka
lat temu dostatem grant FNP ,Team”, wtasnie na badanie
powigzania miedzy paradontozg a zapaleniem stawow.

AMK — Czy to jest to, za co dostat Pan Nagrode FNP?

JP — Nagrode FNP dostatem za odkrycie i charakterystyke
gingipain. To sg enzymy proteolityczne, czyli degradujace
biatka, produkowane przez Porphyromonas gingivalis, ktore
stanowig gtowny orez tej bakterii w jej walce z uktadem im-
munologicznym. Gingipainy moga totalnie degradowac biat-
ka do matych peptyddéw, ale w wielu przypadkach dziatajg
z ogromng precyzjq, w sladowych ilosciach aktywujg kom-
plement, koagulacje, szlak uwalniania kinin, interleukine-8.
Zmieniajg funkcje uktadu immunologicznego, ktory zamiast
broni¢, atakowa¢ bakterie, obraca sie przeciwko wtasne-
mu organizmowi. To — uwazam — jest jedna z ciekawszych
prac', ktérg w catosci zrobilismy w Krakowie. Oczywiscie
mamy wielu wspotpracownikdéw zagranicznych, ale ta praca
poczeta sie i sfinalizowata w Krakowie.

AMK - Czyli w Krakowie mozna zrobi¢ co$ istotnego...
Wrécimy do tego za chwile.

JP — W tej chwili juz wszystko mozna zrobi¢ w Polsce. W tej
pracy o gingipainach wykazali$my ciekawa rzecz o granulo-
cytach. Granulocyt jest po to, aby zabija¢ bakterie; zabija,
zabija bakterie, a potem popetnia samobojstwo i zostaje usu-
niety przez makrofagi albo inne komérki, nawet nie przez
profesjonalne fagocyty. Granulocyt, potraktowany gingipaina-
mi, jest rozpoznawany juz jako apoptotyczny. Zdrowy, Swiezy
granulocyt jest nagle rozpoznawany jako komoérka apopto-
tyczna i usuwany przez makrofagi. Dochodzi do wytaczenia,
ubytku aktywnych komérek immunologicznych, ktére powin-
ny zwalczac¢ bakterie. Kolejnym takim przyktadem jest prote-
oliza immunoglobulin, efektorowych czgsteczek odpowiedzi
immunologicznej — bez nich nie ma obrony. Przez jedng
z gingipain sg rozcinane w rejonie zawiasowym, co oddziela
czesc¢ efektorowg od czesci rozpoznajgcej antygen. Co cie-
kawsze, my widzimy te zdegradowane formy immunoglo-
bulin bezposrednio w kieszonkach przyzebnych. Obecnosc¢
tych form koreluje z obecnoscia gingipain. To $wiadczy o tym,
ze bakterie proteazy sg i dziatajg w tych miejscach.

AMK — Méwi sie o leku przeciwko bakteriom Porphyromonas
gingivalis i stgd przeciw paradontozie.

JP — Opracowanie kazdego nowego leku jest bardzo trudne.
Kwestia jest taka: W paradontozie stan zapalny wywotany
jest przez bakterie Porphyromonas gingivalis w ptytce pod-
dzigstowej; to jest gruba warstwa bakterii, otoczona $luzem,
do ktoérej antybiotyk praktycznie nie dotrze. Usuniecie bak-
terii Porphyromonas gingivalis zatrzymuje rozwdj choroby.

W tej chwili nie ma lepszego sposobu niz mechaniczne ich
zdarcie. Z reguty dodaje sie antybiotyk, pochodna tetracykli-
ny, aby wybi¢ reszte bakterii i zapobiec rekolonizacji, zanim
to miejsce sie zagoi. Ale antybiotyk sam w sobie nie dotrze
na miejsce, bo te bakterie nie rosng w zawiesinie. Trzeba
ja zdrapa¢ mechanicznie i, aby zapobiec powrotowi bakterii,
podaje sie antybiotyk.

Mozna pomysle¢ o innych lekach, ktére beda obez-
wiadnia¢ bakterie, czyli czyni¢ je podatne na atak ukfadu
immunologicznego. Takim lekiem moga by¢ inhibitory enzy-
moéw proteolitycznych, gingipain Porphyromonas gingivalis.
Jezeli Porphyromonas gingivalis jest gtdwng bakterig wywo-
tujaca paradontoze, to gdy wyeliminujemy gingipainy przez
ich specyficzne zahamowanie, to ta bakteria stanie sie po-
datna na zniszczenie przez uktad immunologiczny.

AMK - Bez tinkering — majstrowania — z uktadem immuno-
logicznym, ktére nie zawsze dobrze sie konczy...

JP — Wtasnie bez tinkering z uktadem immunologicznym...
Po prostu usuniemy to, co chroni bakterie przed zabiciem
przez uktad immunologiczny, taki, jaki jest. To jest piek-
na teoria... Stworzenie takiego inhibitora moze by¢ trudne.
Nie moze mieé on dziatania ubocznego, musi dziata¢ tyl-
ko bezposrednio na gingipainy. A sceptycy powiedzg: OK,
Porphyromonas gingivalis jest jedng z wielu bakterii tam
obecnych i odpowiedzialnych za paradontoze.

Dlatego w centrum mojego zainteresowania jest ukftad
sekrecji tych biatek. Wszystkie gingipainy i 30 innych biatek
Porphyromonas gingivalis, jak réwniez biatka dwdch innych
waznych bakterii Prevotella intermedia i Tannerella forsythia,
sg sekrecjonowane jedng droga i uwalniane na zewnatrz.
Ten aparat sekrecji wystepuje tylko u tych periopatogennych
bakterii. Mozemy sobie wyobrazi¢, ze jezeli znajdziemy cos,
co zablokuje ten aparat, i nie bedzie sekrecji tych czynni-
kéw wirulenciji, to po prostu te trzy bakterie beda bezbron-
ne wobec uktadu immunologicznego. To jest drugi kierunek
badan, ktéry w tej chwili jest bardziej obiecujacy niz inhibi-
tory gingipain, z tego wzgledu, ze praktycznie eliminowatby
sekrecje znacznej wiekszosci czynnikdw wirulentnych tej
grupy bakterii. Odpowiednio dobrane inhibitory tej sekrec;ji
nie wptywatyby na inne — dobre — bakterie, czyli kolosalna
flora bakterii nie bytaby zabijana przy okazji, jak jest zabija-
na przez antybiotyki. W takim podejsciu mozna dopatrzy¢ sie
wielu pozytywnych cech. Przedstawiatem to ostatnio na Se-
venth General Meeting of the International Proteolysis Society
w San Diego, CA. Ale droga jest diuga. It's a long way
to Tipperary...

Nigdy leku nie obiecuje, bo wiem, ze jest to bar-
dzo trudne. Jim Travis obserwowat doniesienia prasowe
z wielkich uniwersytetéw: ,Opracowali cudowny lek”. Chyba
w 99 procentach z tych medialnych bomb nic konkretnego sie
nie wykluwato. Do tego potrzeba pieniedzy idacych w mi-
liardy dolaréow. Natomiast obiecuje charakterystyke czegos,
co moze by¢ celem opracowania leku. Tego moze podjac¢ sie
firma farmaceutyczna, ktéra ma do tego $rodki, ludzi i mozli-
wosci. W naszych warunkach stworzenie leku jest niemozliwe,
natomiast badania podstawowe — tak.

Rozmowa w Krakowie 22 listopada 2011;
tekst autoryzowany.
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