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27 grudnia 2021 r. w Calgary (Kanada) zmarta dr Krystyna Konopka, absol-
wentka Akademii Medycznej w Lodzi i Uniwersytetu £6dzkiego, Profesor Pacific
University w San Francisco, dlugoletnia adiunkt Zaktadu Biochemii Akademii Me-
dycznej w todzi - $wiatowej stawy znawczyni probleméw metabolizmu zelaza, a
przede wszystkim wnikania wiruséw, jak HIV, do komérek docelowych, wielka
uczona, taterniczka [uprawiala wspinaczke wysokogoérska od 1958 roku przez 50 lat
na wszystkich niemal kontynentach]. Wspaniata Kobieta, od ponad pét wieku nasza
Niezapomniana Przyjaciéika...

Pamietajq Ja jednak zapewne starsi badacze, zwlaszcza ci badajacy komoérki i mi-
tochondria. Jej prace mogga by¢ blizej znane specjalistom zajmujacym sie infekcjami
wirusowymi i... terapig AIDS.

Kierujac sie¢ powyzszym - i znajac Krystyne ponad 60 lat - postanowitem przy-
blizy¢ Czytelnikom Jej sylwetke, zycie i osiagniecia naukowe. Zdaje sobie sprawe, ze
pelna ocena pracy naukowej Zmartej moze wymagataby lepszego, niz moje, piéra.

KRYSTYNA W POLSCE TJ. DO ROKU 1981 - PRZEDE WSZYSTKIM
PRACE NAD TRANSPORTEM JONOW ZELAZA

Poznatem Krystyne, Panig Profesor Krystyne Konopke, 60 lat temu, w Katedrze
Chemii Og6lnej i Fizjologicznej Akademii Medycznej w Lodzi - na zebraniu u Pro-
fesora Bronistawa Filipowicza. Krystyna miala wtedy 23 lata, juz byla lekarzem
[mature zdala w wieku 17 lat]. Jeszcze przed ukorczeniem medycyny rozpoczeta
studia biochemiczne w Uniwersytecie Lodzkim, ktére ukoriczyla w roku 1966. Jej
praca doktorska, pod kierunkiem profesor Wandy Leyko, dotyczyta nukleotydow
adeninowych i innych fosforanowych metabolitéw erytrocytéw krwi, badanych u
wielokrotnych dawcéw krwi. Duze straty krwi, to utrata Zelaza; totez suplemen-
tacja zelazem i jego transport staly sie - rozwijana latami - wielka naukowa pasja

Krystyny.

W roku 1969 - Ona i ja - obronilismy doktoraty na Ut; Ona u Pani Profesor Wan-
dy Leyko, a ja u Pana Profesora Bronistawa Filipowicza. Krystyna byla wéwczas
kierownikiem Dziatu Analitycznego Wojewodzkiej Stacji Krwiodawstwa w Lodzi,
ale w roku 1970 zaczeta pracowac jako adiunkt u nas tzn. u Profesora Filipowicza.
Pracowali$my razem - wlasciwie w jednym [,,moim”] zespole badawczym do 1981
roku, zajmujac si¢ razem izolowaniem i oczyszczaniem frakgji [struktur] subkomor-
kowych, w tym mitochondriéw.

Opublikowalismy szereg prac o tej tematyce; wymienie tu wspdlne prace zwig-
zane z btong komoérkowa [i 5'-nukleotydaza jako markerem] [1] i siateczka srédpla-
zmatyczna [glukozo-6-fosfataza] [2]. Ale tez publikowaliémy na temat mitochon-
driéw i RNA/irybosoméw/ z mitochondriéw [3-5] - mojej wtedy najwiekszej pasji.
I tak Krystyna stala sie znawca enzymoéw i cytobiochemii.

Od 1976 roku Krystyna zaczela wlasne badania nad transportem jonéw zZelaza do
komorek mitochondriow [ale nadal wspdtpracowalismy]. W 1978 Krystyna opubli-
kowala prace nad transferem jonéw zelaza do mitochondriéw [watroby] z komplek-
su Fe**-transferyna [6]. Wiadomo byto juz, ze transferryna moze ulega¢ endocytozie
i wchodzi¢ do komorek. Wykazata, Ze to jest mozliwe i Ze na ten proces wplywaja
zaréwno chelatory, jak EDTA czy cytrynian, jak i pochodne adeninowe [ATP, ADP,
AMP] i pirofosforan. Wykazata stymulacje wigzania jonéw zelaza z mitochondria-
mi przez ATP,ADP i pirofosforan. Zostalo to potwierdzone [6] w eksperymentach
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z dializg mieszanin mitochondria-kompleks Fe-transferyna -X
[np. ATP i ...]. Autorka zasugerowata tez, ze AMP, glutation
i cytrynian mogg poséredniczy¢ w odrywaniu jonéw zelaza od
transferyny.

Rok p6zniej Krystyna z Ewa Turska [7] wykazaly, ze jony
zelaza [radioaktywne z ¥Fe], ale praktycznie nie samo bial-
ko transferryna [jodowana], wiaza sie przede wszystkim z
wewnetrznym kompartmentem mitochondriéw [mitoplasta-
mi], ztozonym z blony wewnetrznej i matrix mitochondriéw.
Sporo transferryny wiazato sie natomiast z zewnetrzng biona
mitochondriéw. Okazalo sie tez, ze same mitoplasty pobieraja
jony zelaza z kompleksu z transferyng i maja na to tez wplyw
zar6wno chelatory jak i wymienione wyzej zwigzki fosforano-
we.

W roku 1979 Krystyna pracowala z Inge Romslo w Norwe-
gii i efektem tego byty dwie prace, opublikowane w 19801 1981
roku [8,9]. Okazalo sie [8], potwierdzajac wczesniejsze badania
Krystyny, ze zwiazki fosforowe ,aktywuja” wigzanie zelaza
ze strukturg mitochondriéw [w kolejnosci malejacego wply-
wu: pirofosforan - ATP - GTP - 2,3-difosfoglicerynian - fos-
foran nieorganiczny]. Jednak nie wymagato to hydrolizy ATP.

Nastepna praca [9] wskazala, Ze pirofosforan stymulu-
je wigzanie Fe z mitochondriami, ktére jest 9x wyzsze niz w
nieobecnoéci pirofosforanu, ,,oddysocjowujac” jony Zelaza od
transferryny, przy czym zachodzi to prawie wylacznie w mi-
tochondriach aktywnie zuzywajacych tlen [,,oddychajacych”].

Krystyna stala sie stynna jako badacz transportu i metabo-
lizmu komérkowego zelaza. Dostata w 1980 roku zaproszenie
do Belgii do profesora Michaela Crichtona. Efektem tego byla
praca [10] wykazujaca, ze jony Fe** odrywaja sie od komplek-
su Fe**-pirofosforan [ten ostatni przedtem oderwat zelazo od
transferryny] i powstaje kompleks Fe**-ferrytyna. Nastepna
praca z Louvain [11] wykazala, Ze podobnie jak pirofosforan
réwniez 2,3-difosfoglicerynian, ATP, GTP, ADP [ale nie AMP]
tworza z Fe* trwate kompleksy, z ktérych jednak Fe®nie moga
polaczyc sie z ferrytyna.

Badaniami Krystyny zainteresowatl sie profesor Neilands i
zaprosit Ja do swojego laboratorium w USA.

KRYSTYNA W CALIFORNIA UNIVERSITY
W BERKELEY I CALIFORNIA UNIVERSITY
W SAN FRANCISCO [1981-1991]

W latach 1981-1984 Krystyna pracowata w Department of
Biochemistry u prof. Neilandsa w UC Berkeley, w latach 1984~
1989 w Department of Anesthesia, California University w San
Francisco, i tamze w latach 1989-1991 lecz w Cancer Research
Institute. Badania Krystyny u prof. Neilandsa zaowocowaty
dwoma publikacjami [12,13], ale jeszcze w 1987 roku [gdy Kry-
styna juz nie pracowala u Neilandsa] ukazata sie ich wspélna
praca [14]. Wykazano w niej, ze drozdze S. cerevisiae nie pro-
dukuja sideroforéw. Nota bene w tym samym roku Crichton
[15] wykazal, ze drozdze maja inng strategie walki o zelazo - a
mianowicie system transportu jonéw Fe?*.

Prace z Neilandsem to w dalszym ciagu prace o metaboli-
zmie/transporcie zelaza, ale dotyczyly nieco innego aspektu
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tego szerokiego problemu, a mianowicie tzw. sideroforéw,
czyli produkowanych przez bakterie substancji wiazacych ze-
lazo. Siderofory sa bronia bakterii - niejako , walcza o zelazo”
odrywajac jony zelaza - a tym samym pozbawiajac zelaza np.
czlowieka jako gospodarza. Stad duza potencjalna rola side-
roforéw w warunkach szpitalnych infekcji bakteryjnych. W
pierwszej z wymienionych prac [12] - z 1982 roku - badano
efekty dwoch sideroforéw: aerobaktyny [Ae] [typ hydroksa-
mowy] i enterobaktyny [En] [typ katecholowy] z Escherichia
coli. Wprawdzie wigzanie Fe*>*z Ae bylo stabsze niz z En, ale
nasilalo sie ono w obecnosci pirofosforanu. Okazalo sie, ze Ae,
ale nie En, tworzy potréjny kompleks Ae- Fe**- transferyna. Ae
miata wieksze powinowactwo , przerzutu” Fe*'- z transferyny
do komorek E. coli, mimo tego, ze En lepiej wiazato Fe** [byto
jakby silniejszym sideroforem]. Praca [13] - z 1984 roku - blizej
analizuje wptyw albuminy i bialek osocza na transfer zelaza z
transferryny do bakterii - w obecnosci sideroforéw. Surowica
[zar6wno albuminy jak immunoglobuliny] hamowaty wigza-
nie Fe**z En i dalszy transfer do bakterii. Natomiast nie byto
wplywu surowicy na transfer z udzialem Ae.

W 1984 Krystyna przeniosta sie do laboratorium Lucy Wa-
skell, znanego biochemika i anestezjologa [p6Zniej profesora
anestezjologii w Berkeley od 1994, a od 1998 na University of
Michigan]. I tak zaczeta sie trwajaca 10 lat ,przygoda kalifor-
nijska” Krystyny z badaniem cytochromoéw siateczki srédpla-
zmatycznej [, mikrosomalnych”] i ich roli w procesach detok-
sykacji, w tym substancji uzywanych do anestezji. Pierwsza
publikacja z tej serii ukazata sie w 1985 roku [16]. Praca ta wy-
kazata ze detoksykacyjny metabolizm enfluranu przez szlak z
cytochromem P-450 absolutnie wymaga udziatu cytochromu
b,. Kolejna praca [17] wyjasnita bardzo wiele. Wiadomo, ze
metabolizm halotanu [, w ewolucyjnym zamiarze” detoksyka-
cyjny] - w mikrosomach watroby - prowadzi do utworzenia
kwasu tréjfluorooctowego [KTFO], ktéry jest bardzo toksycz-
ny i moze to ,niemal w calosci” wyjadnia¢ szkodliwe efekty
anestezji halotanem. Autorzy [Krystyna] opracowali metode
oznaczania KTFO 100 razy czulsza od metod dotychczaso-
wych. Praca [18] jest dalszym potwierdzeniem pracy [17]; do-
datkowo informuje, ze imidazol i..... etanol sg silnymi induk-
torami biosyntezy izoenzymu 3a cytochromu P-450.

Roéwniez w 1988 roku ukazaly sie dwie prace tylko Krysty-
ny i Lucy Waskell [20,21], obie majace bardzo wysoki score
[0,329 i 0,339]. Obie te prace zajmuja si¢ wplywem dietylopi-
roweglanu [DEPW] na aktywacje przez cytochrom b, oksyda-
cyjnego metabolizmu anestetyku metoksyfluranu katalizowa-
nego przez cytochrom P-450. DEPW jest - w pH okoto 7 - w
duzym stopniu specyficzny dla reszt histydyny. Okazalo sie
[20], ze DEPW modyfikuje cytochrom b, [wyizolowany przy
udziale detergentéw] reagujac z ,,osiowymi” resztami histy-
dyny, ale i odrywa hem od biatka [b,]. Praca [20] wykazata
tez, ze DEPW dziata podobnie na cytochrom c i mioglobine.
Bardzo istotne sa badania prezentowane w pracy [21]. Bardzo
male stezenia DEPW uniemozliwiaja wigzanie hemu przez
apocytochrom b,. Dwie dodatkowe reszty histydyny [His 39
i 63] byty modyfikowane w apo, ale nie w holocytochromie
b, Ale cytochrom b, zsolubilizowany przy udziale trypsyny -
w przeciwienstwie do tego zsolubilizowanego przy pomocy
detergentu - byt oporny na DEPW [nawet 200x krotny nad-
miar miat nieznaczne efekty]. Autorki wyjasnily skad te roz-
bieznosci. Otéz forma otrzymana przy pomocy trypsyny byta
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monomerem, a forma solubilizowana detergentem - oktame-
rem. Dysocjacja oktameru prowadzi do zmiany konformacji
obnizajgcej reaktywnos¢ histydyn w hydrofilowej domenie
- w okolicy hemu. Dalsza praca [22] blizej wyjasnita indukcje
cytochromu P-450, gléwnie formy 3a, przez izoniazyd, etanol i
imidazol. Traktowanie krolikéw imidazolem [zwréémy uwa-
ge, ze pierscien imidazolu jest w histydynie] wywotuje 250%
wzrost mikrosomalnego metabolizmu anestetykéw: enflura-
nu, sevofluranu i metoksyfluranu, ale i...aniliny. Poliklonalne
przeciwciala anty-3a hamowaty o 90% metabolizm enfluranu,
ale tylko 0 40% metoksyfluranu.

Omowie teraz dwie wazne prace poréwnujace metabolizm,
a szczeg6lnie toksyczne efekty uboczne kilku anestetykow.
,Gléwnym graczem” byl tu 1-653 [desfluran], ktéry poréw-
nywano z izofluranem, metoksyfluranem i halotanem. Tylko
z 1-653 nie odnotowano praktycznie przyrostu zawartosci jo-
néw fluorkowych w osoczu [i zwiazkéw fluoroorganicznych
w moczu] po anestezji [w poréwnaniu z kontrola bez aneste-
tyku, a jedynie z preekspozycja na fenobarbital] - u szczuréw
[23]. Ta opornoé¢ desfluranu - na powstawanie jonéw F- - de-
cyduje o minimalnej toksycznosci tego anestetyku. Praca [24]
w pelni to potwierdzita u $win. Tuz po anestezji I-653 nie bylto
zadnego wzrostu stezenia jonéw F; przyrost o 17% byt 4 go-
dziny po anestezji. W pracy [25] poréwnano dwéch pacjen-
tow: jednego, ktéremu przeszczepiono nerke i drugiego, kt6-
remu wykonano operacje rekonstrukgiji jelita kretego. W sktad
mieszanki do wziewnej anestezji u obu byt izofluran, obu tez
podawano izoniazyd, zastosowany jako induktor cytochromu
P-450. Okazalo sig, ze u obu pacjentéw dynamika w czasie - po
operacji/ po anestezji - powstawania wolnych jonéw F-i kwa-
su trifluorooctowego- byta bardzo r6zna. U pacjenta I [z trans-
plantacja nerki] poziom jonéw fluorkowych osocza wzrést do
30 1M, a u pacjenta II jedynie 8 pM [bez izoniazydu okolo 4
PM]. Wskazuje to, iz izoniazyd nie musi dawa¢ toksycznych
efektéw ubocznych.

Dwie prace - opublikowane sporo pézniej, poruszaja pro-
ces ochronnej roli cytochromu b, przy stosowaniu anestezji po-
ciagajacej za soba metabolizm anestetyku w siateczce rédpla-
zmatycznej watroby w kaskadzie reakcji, w ktorej gléwna role
odgrywa cytochrom P-450. Pierwsza z tych prac [26] z 1992
roku wskazuje, ze w obecnoéci cytochromu b, w tym procesie,
w mikrosomach powstaje duzo mniej reaktywnych form tlenu
[ROS]; cytochrom b, pelni role antyoksydanta. Druga z tych
prac [27] z 1994 roku wskazuje, ze w trakcie metabolizmu ane-
stetykéw cytochrom b, w ogéle obniza produkgje toksycznych
produktéw ubocznych - nie tylko ROS, ale i nefrotoksycznych
jonow fluorkowych. Ale najciekawsza i najczesciej cytowana
jest najpdzniejsza z prac o cytochromach, opublikowana w
1995 roku [27]. Poswiecona jest ona badaniom stechiometrii
kompleksow silnych anestetykéw metoksyfluranu i benzfe-
taminy, przy czym ta ostatnia nie wymaga udzialu w swoim
metabolizmie cytochromu b,

PRACA W PACIFIC UNIVERSITY W SAN FRANCISCO
- GEOWNIE NAD HIV-W LATACH 1991-2012
HIV A LIPOSOMY KATIONOWE [I ANIONOWE]

W roku 1991 Krystyna przeniosta sie do University of Pa-
cific w San Francisco, do Department of Microbiology, stynnej
w USA School of Dentistry. Dostata tam etat ,,senior research
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scientist”. W roku 1998 zostata associate profesor, a w 2003 roku
- profesorem [full profesor!]. Przez caly okres [az do $mierci]
pracowala z Nejatem Dtizglinesem, ktory od 1991 do 2003 byt
Jej szefem, a zawsze przyjacielem i wspétpracownikiem. Co
budzi najwyzszy podziw w aktywnosci Krystyny, to fakt, Zze
juz w pierwszym roku pracy opublikowala ...pie¢ prac - z zu-
pelnie nowej, trudnej tematyki - i to byta w nich pierwszym
autorem. Byly to prace o wirusie HIV i liposomach. Krystyna
byta bardzo zdolna i pracowita, a mimo to, az trudno to tempo
badawcze i publikacyjne pojac.

Praca [28] wykazala, ze wiaczenie wirusa HIV do struktury
liposoméw moze wplywaé na infekcje komoérek [oczywiscie
majacych glikoproteine CD, bedaca ,receptorem HIV” tzn.
CD4+]. Wplyw ten moze by¢ bardzo rézny - zalezny od 1a-
dunku elektrycznego liposoméw tzn. gtéwnego ich lipidu.

Powyzsza praca - na starcie w School of Dentistry - to byto
jak” wejscie smoka”; pierwsza praca i juz wirusy, hodowle ko-
morkowe, liposomy!

Podobnie bylo z pracg druga [29], wlasciwie réwnolegla.
Okazalo sig, ze komérki CD4 minus tez moga by¢, cho¢ stabiej,
zainfekowane wirusem HIV, ale fuzja wirusa z DOTMA [LK!]
znacznie zwieksza zakaznos¢. Co wiecej - bez CD4 nie ma ha-
mowania infekcyjnosci przez przeciwciata.

W pracy zespolu Nejata, , bez Krystyny” [29 A] Larsen et al.
- w 1990 roku - wykazali, Ze matpi odpowiednik HIV - u ma-
kakow-SIV = moze ulegac fuzji z blong komérek docelowych
nie zawierajacych CD4. W pracy Krystyny [30] te dane zostaly
potwierdzone. Dodatkowo badano tam wnikanie , ludzkiego”
HIV-1, dla ktérego tez wykazano stymulacje jonami wapnia
i obnizeniem pH, ale dodatkowo stymulujacy wplyw [uzy-
cia] LK z .... DOTMA. Praca [31] dalej potwierdzita hamujacy
wplyw kardiolipiny na wnikanie HIV.

Praca [32] wyjasnita, ze surowica znacznie hamowata wni-
kanie HIV do komérek docelowych, ale stymulacja przez DO-
TMA [w liposomach] byta wyraznie wyzsza w obecnosci su-
rowicy niz bez niej. Oprécz DOTMA stymulacje wywolywato
zastosowanie kationowych polimeréw [jak DEAE - dekstran].
Liposomy zawierajgce DOTMA wigzaly sie z wirusem[ew.
DNA , anty RNA wirusa”] HIV-1, ale nie wigzaly sie - w obec-
nosci surowicy - z blong komérkowa. Wigzanie byto absolut-
nie zalezne od obecnosci CD4. Daje to nastepujaca kolejnosé
etapéw: 1. wiazanie HIV z liposomami, 2. wigzanie liposo-
mow z blong [CD4], 3. dalsza penetracja wirusa.

Praca [33] podsumowuje, ze LA nie ulegaja praktycznie
fuzji z blona komorki docelowej. W 1994 roku Diana Flasher,
Krystyna i zesp6t [34] wprowadzili do liposoméw biatko CD4
[uwazane za receptor HIV] tzn. jego ektodomene. Gdy CD4
jest w btoni, to efektywnie wigze HIV, a konkretnie jego gliko-
proteine gp120. Okazalo sig, ze takie liposomy z CD4 wigzaty
sie, ale...tylko z chronicznie zakazonymi komérkami. Liposo-
my z CD4 wiazaly sie z blona i....hamowaly zakazanie. Tak
samo jak CD4 mozna bylo do liposoméw wprowadzi¢ ,,chi-
meryczny” kompleks CD4 z immunoadhezyna [IgG]. Tak
wiec liposomy moga by¢ uzyte do przenoszenia substancji
antywirusowych i cytotoksycznych. Istotnie w pracy [35] wy-
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kazano, ze przy pomocy LK mozna do komérek zakazonych
HIV wprowadzi¢ specjalny rybozym [RNA] anty HIV.

Praca [36] wykazata, ze infekcja HIV zwieksza wrazliwos¢
makrofagéw i monocytéw [THP-1] na cytotoksyczny wplyw
liposoméw kationowych]. Preinkubowano zakazone i nieza-
kazone komorki z LK [z lipofektyna/ DOTMA i dioleilofosfaty-
dyloetanolaming (DOPE]) w stosunku 1:1/lipofektaming oraz
DMRIE [1,2-dimirystoiloksypropylo-3-dimetylohydroksyety-
lo amoniowy bromek] w obecnosci surowicy wolowej w 37°C.
Zywotno$¢ byla ustalana przez pomiar czerwonej fluorescen-
i - zywych komoérek - z penetrujacym plazmalemme Alamar
Blue [ergo namnazanie si¢ wiruséw monitorowane - immuno-
chemicznie - jako poziom biatka kapsydu wirusowego p24].
Wprawdzie wszystkie liposomy dawaty efekt cytotoksyczny,
to jednak okazalo sie, ze produkcja nowych wiruséw byta bar-
dziej niz zywotnosé¢ wrazliwa na dziatanie LK.

Dalsza praca Krystyny [37] to istotny postep. Autorzy wpa-
dli na pomyst wprowadzenia do LK fragmentu genu toksyny
bloniczej [pTHA43] [FGTB]. Mogtaby to by¢ juz , terapia geno-
wa” - zakfadajac powiazanie ekspresji tegoz genu z wirusem
HIV. Uzycie owego genu dawato niemal catkowite zahamo-
wanie multiplikacji wiruséw, ale...gdy 6w gen byl kotransfe-
kowany z wirusem HIV. Natomiast podanie LK z FGTB z i
bez CD4 do zawiesiny komorek chronicznie zakazonych HIV
nie dawalo wzrostu efektu w poréwnaniu do LK bez FGTB.
Po prostu same liposomy wywolywaty ogdlny efekt cytotok-
syczny na tyle duzy, ze hamowalo to namnazanie sie wiruséw.

W pracy [38] prébowano z powodzeniem wprowadzi¢ do
LK [z lipofektyna] aptamer - anty HIV[RBE(apt)]. Tak skon-
struowane liposomy inkubowano z zakazonymi HIV komor-
kami HelLa. Znaczne zahamowanie mnozenia sie¢ wiruséw
zaobserwowano, ...ale przy kotransfekcji z zastosowaniem
LK z aptamerem i DNA: proviral HIV clone [HxB6Bgl]. Nie
byt to efekt ,,wzrostu ogélnej cytotoksycznosci”, gdyz nie bylo
zadnej r6znicy w zywotnosci miedzy stosowaniem LK z apta-
merem i bez. Warto zwrdci¢ uwage, iz transferyna [!] dodana
do LK - przed aptamerem-zwiekszata wydajnos¢ transfekgji .

Publikacja [39] wykazala, ze jednak dostarczenie ,chime-
rycznego”[DNA-RNA] rybozymu [ktéry dotacza sie do 5-LTR
proviral HIV clone - HxBxBgl] jest procesem nieefektywnym
i wymaga znacznych ulepszen [przed dalszym jego stosowa-
niem in vivo i ex vivo].

Praca [40] rozszerza liste potencjalnych srodkéw uzytych w
formie LK hamujgcych multiplikacje wiruséw. Tu wymiefimy:
1. inhibitor proteazy HIV-1 [IPH] [byt 10x bardziej aktywny
w poréwnaniu z wolnym IPH, 2. inhibitor ,,odwrotnej trans-
kryptazy” [9-(2-fosfonylometylo etylo) adenina: PMEA] - EC,
byt o rzad wielkosci mniejszy niz dla wolnego PMEA, 3. oligo-
dezoksynukleotyd komplementarny do HIV-1-5 - LTR hamo-
wal namnazanie wiruséw o 90%.

W dyskusyjno-przegladowej pracy [41] podsumowano dal-
sze perspektywy uzycia wielkoczasteczkowych substancji an-
ty-HIV [wbudowanych do LK].

Nastepna praca [42] podkreslata role zobojetnienia ujem-
nego tadunku blony komoérek docelowych przez dodatni
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tadunek LK. Praca opisuje tez kompleksowanie - obudowa-
nych w LK - wirusa biataczki gibbonéw [GALV] oraz wirusa
pecherzykowego zapalenia jamy ustnej. Autorzy mocno pod-
kreélaja, ze wigzanie substancji X [z LK] z btona to jeszcze nie
transfekgja.

DALE] HIV [Z LIPOSOMAMI - ALE I BEZ]

Praca [43] wykazata, Ze komorki linii komérkowej biataczki
monocytéw THP-1 ulegaly dlugotrwatemu produktywnemu
zakazeniu HiV-1. Jednak dziatanie estréw forbolu [stymuluja-
cych kinaze C - nota bene promotor6w nowotwordéw] zapobie-
gato temu modyfikujac ,,obrét nowych wiruséw”. Zakazone
monocyty byly dalej zdolne do réznicowania sie. Nowe wiru-
sy wychodzity z komérek jakby ,przez paczkowanie” [egzo-
cytoza], tymczasem w komérkach traktowanych przez PMA
- po 21 dniach - obserwowano akumulacje wirionéw, ale w ...
wakuolach wewnatrzkomérkowych.

Praca Krystyny [44] z 1995 roku, wykazala, ze syntetyczny
hydrofobowy peptyd [Z-D-Phe-L-Phe Gly]-uzyty w formie
LK-bardzo hamuje tworzenie syncytiéow miedzy komérkami
A301, Sup-T1 i H-9. Natomiast niemal wcale nie hamuje in-
fekcyjnosci. Wskazuje to, ze mechanizmy interakcji HIV-1
glikoproteiny gp120 z blong komérkowa sa inne dla fuzji ko-
morka-komoérka niz komoérka-wirus. Praca [45] udowodnita,
ze monoklonalne przeciwcialo wobec kompleksu HIV gp120
z biatkiem CD4 znacznie hamowato [w komoérkach H9 chro-
nicznie zainfekowanych HIV] zaré6wno mnozenie sie wiruséw
jak i tworzenie syncytiow H9-H9. Tymczasem dla komoérek
A3.011iSup-T, bylo tylko hamowanie tworzenia sie syncytiéw
(jak w pracy [44]).

W pracy [46] badano efekt - na komoérki H9 - polienowe-
go antybiotyku amfoterycyny B [AMB] na mnozenie wiruséw
HIV, ich przechodzenie do komérek Sup-T1 oraz na tworze-
nie syncytiow. Ale zastosowano dwie drogi , podania” AMB:
1. tzw. ,podstepne” [stealth] liposomy [L-AMB], zawierajace
poli(glikol etylenowy) (PEG) w celu poprawienia czasu kraze-
nia krwi w liposomach, i 2. po prostu razem z zawiesing kolo-
idalng siarczanu cholesterolu [CD-AMB]. CD-AMB jest duzo
mniej toksyczne niz L-AMB, nie hamuje tworzenia syncytiow,
a ma bardzo silny efekt hamujacy na mnozenie HIV-ale najle-
piej przy dtugotrwalym ciagtym stosowaniu.

Praca Krystyny z 2000 r. [47] badala czy antywirusowy efekt
aptameru wiagzacego sie z genem HIV-1 Rev - AP moze by¢
wzmocniony przez dodanie rybozymu - Ryb [aktywnego wo-
bec genu glikoproteiny HIV-odpowiedzialnej za fuzje z btona
komorki docelowej]. Biatko kodowane przez gen Rev wchodzi
do jadra i tam ma wplyw na eksport mRNA do cytoplazmy.
Przy braku produkcji tegoz biatka mRNA sg zatrzymywane w
jadrze i nie dochodzi do translacji. Autorzy [47] wykazali, ze
dodanie rybozymu nie wplywa na aktywnos¢ antywirusowa.
Komérki HeLa [CD4 plus] - chronicznie zakazone HIV- byty
inkubowane z , lipopleksami” zawierajacymi: 1. AP [lub Ryb],
2. DNA- ,HIV proviral clone”, i 3. [!] transferyne. AP i Ryb
byly wbudowane do plazmidéw [pTZU6+27]. Takie zmody-
fikowane plazmidy konstruowano uzywajac promotoréow dla
ludzkiego wirusa cytomegalii [CMV] i/lub wirusa miesaka
Rous [RSV]. Kotransfekcja z liposomami zawierajagcymi apta-
mery w plazmidach- skonstruowanych przy uzyciu promoto-
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réw z RSV, ale nie CMV dawata 88% zahamowania produkcji
nowych wiruséw. Istotnie: praca [48] wykazata, ze promotor
CMYV hamuje ekspresje genéw przebiegajaca z udzialem HIV-
1LTR, ale tez ekspresje genéw matpiego wirusa SV40.

Praca Krystyny [49] udowodnita, ze bialko powierzchnio-
we komorek monocytéw THP-1 odgrywa podstawowa role
w zakazaniu komérek wirusem HIV, ale uzytym w formie...
izolatéw z wiruséw, ktére maja jako koreceptory CXCR4 i/lub
CCRP. Ekspresja tych biatek, ale nie CD4, nie byta zaburzona
podczas transfekcji z uzyciem odpowiednich liposoméw.

Publikacja - juz z 2008 roku - [50] podsumowuje dotychcza-
sowe badania co do komérek zakazonych HIV [i liposoméw].
Uzyte LK zawieraly rozpuszczalng CD4. Antysensowne oligo-
dezoksynuleotydy, ale i inhibitor proteazy HIV-1, byly duzo
bardziej aktywne ,antywirusowo” uzyte w liposomach niz
w postaci wolnej. Ale dodatkowo okazalo sie, ze antybiotyki
[ciprofloksacyna, paromycyna, sparfloksacyna i... streptomy-
cyna] hamowaly rozwdj bakterii Mycobacterium [MA] avium
i M. tuberculosis [MT] wewnatrz makrofagéw bardziej, gdy sa
,otorbione” w liposomach niz w postaci wolnej.

Praca [51] udowadnia, ze - opracowana przez zesp6t - flu-
orescencyjna metoda jest bardzo przydatna do monitorowania
fuzji komorek [ergo tworzenia syncytiéw, ktére wykazuja po-
marariczowa fluorescencje]. Obserwacja, ze przeciwciata, kt6-
re hamuja zakazenie HIV, nie hamujg tworzenia syncytiow,
sugeruje, ze [co bylo stwierdzane juz we wczeéniejszych pra-
cach] mechanizmy fuzji wirus - komoérka i komérka-komérka
sa inne. Autorzy sugeruja tez, ze przeciwciata nie sa w stanie
wplywaé na przechodzenie wirusowego materiatu genetycz-
nego z jednej do drugiej komorki.

Okazalo sie [52], ze lektyny [wiazace reszty cukrowe], prze-
ciwciata anty HIV i peptyd T-20 hamuja tworzenie syncytiow.
Bylo to calkowicie eliminowane przez rézne aglutyniny wig-
zace glikoproteiny.

Bardzo wazna jest praca [53] autorzy postanowili uzyé
promotora odpowiedzialnego za aktywator transkrypcji HIV
[Tat], ale nie wigzacy sie czynnikami transkrypcji komoérki
docelowej jako takiej. Zdolny do ekspresji lucyferazy wektor
zawieral plazmid ,kodujacy” Tat - a jako promotoréw uzyto
pie¢ fragmentéw HIV-LTR o réznej dlugosci: LTR1, LTR-2,...
LTR 5. Miara transfekgji byla aktywnos¢ lucyferazy. Najwiek-
sza i najbardziej specyficzna ekspresje Tat, a wiec i potencjalnie
nasilenie multiplikacji HIV - notowano przy uzyciu promotora
LTR4. Okazato sie [54], ze taki promotor jest 100 razy bardziej
wydajny od komérkowych czynnikéw transkrypcyjnych.

PRACE WAZNE DLA STOMATOLOGII,
ALEI....ONKOLOGII [1997-2012]

TRANSDUKCJA GENOW PRZY UZYCIU NIE
WIRUSOWYCH WEKTOROW I ,,SAMOBOJCZA”
TERAPIA GENOWA [1997-2012]

W 1996 roku Krystyna postanowita zaja¢ sie nie tylko HIV,
ale juz bezposrednio jama ustna, jej okolicami - w tym ich no-
wotworami. Ale zaczeta od wnikliwej analizy piémiennictwa.
I efektem tego byla praca przegladowa [55]. Osoby zakazone
wirusem HIV czesto maja zmiany w jamie ustnej, ktére moga
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powodowac krwawienie i uwalnianie wirusa do jamy ustnej.
Wirusowe p24 i RNA HIV-1 wykryto w migdatkach, nawet u
bezobjawowych osobnikéw seropozytywnych. Potencjalna in-
fekcyjnosé sliny przez HIV jest niska, chociaz w $linie wykryto
zaréwno zakazny HIV-1, jak i DNA HIV. Sposéréd ocenianych
biatek slinowych inhibitor wydzielniczej proteazy leukocytéw
(rSLPI) moze w stezeniach fizjologicznych hamowac zakazenie
makrofagéw przez HIV-1. Aktywnosé przeciw HIV inhibitora
proteazy serynowej rSLPI jest najprawdopodobniej spowodo-
wana jego interakcja z czasteczkami na powierzchni komorki
innymi niz gléwny receptor HIV-1 (CD4), i moze obejmowac
(i) hamowanie proteazy serynowej na powierzchni komorki)
i/lub (ii) hamowanie proteolizy innych kofaktoréw, niezbed-
nych do wnikania wirusa.

Okazalo si¢ [56], ze indywidualne réznice w dziataniu
WILPS na mnozenie HIV w zakazonych makrofagach nie wy-
nikaly z ewentualnych zmian inhibitora w skutek jego prote-
olizy czy utleniania zachodzacych ewentualnie podczas jego
izolagjii oczyszczania. Totez te r6znice nalezy ttumaczy¢ r6zna
ekspresja genow dla biatek wiazacych WILPS na powierzch-
ni komorki. Ale nastepna praca [57] wykazata, ze dodatkowa
przyczyna réznic moze by¢ jednak jakoé¢ handlowego prepa-
ratu rekombinowanego WILPS.

Publikacja [58] z 2005 roku zaczela cykl prac o mozliwosci
leczenia raka plaskonablonkowego glowy i szyi (HNSCC). W
roku 2005 oceniano, ze metody leczenia go sa w duzej mierze
niezadowalajace, a pigcioletni wskaznik przezycia nie popra-
wit sie w ciagu ostatnich dwéch dekad. Autorzy postanowili
zastosowac terapie genowa przy uzyciu transfekcji z zasto-
sowaniem wektoréw nie-wirusowych, a to LK z DNA [lipo-
pleksy] lub/i kompleksy polimeréw kationowych z DNA
[polipleksy]. Inkubowano mysie komorki raka ptaskonabton-
kowego [SCC-7] z polikationowymi liposomami [Metafecte-
ne] - LK lub /i odczynnikiem poliaminowym [GeneJammer]
GeneJammer-PP. Transfekcje monitorowano przy uzyciu pla-
zmidu eksprymujacego lucyferaze, ktérej poziom w lizatach
byl miarg transfekcji [cho¢ tez, gdy uzyto plazmidu koduja-
cego beta-galaktozydaze, to jej aktywnos¢ mogla by¢ miarg
transfekgji genu kinazy tymidynowej (HSV-tk)]. Inkubowano
w obecnosci duzych stezeri plodowej surowicy bydlecej [co
hamowato transfekgcje, ale bylo nieuniknione, jako obecne ew.
in vivo i korzystne in vitro, poniewaz zwieksza zywotnos¢ ko-
morek. Cytotoksycznos¢, ktéra tu byta ,pozytywna”, bo byla
miarg zniszczenia komoérek nowotworowych, dochodzita po
paru dniach do 60-100%, zaréwno z plazmidami w LK jak i
z PP. Potwierdza to mozliwos¢ uzycia ich w terapii genowej
nowotwordéw glowy i szyi. Praca [59] z 2006 roku potwierdza
wyniki pracy poprzedniej.

Praca [60] potwierdza poprzednie dane dotyczace trans-
fekcji komoérek SCC-7 mysiego plaskonabtonkowego miesaka
przy pomocy LK [Mefactene] i uktadu poliaminowego [Gene-
Jammer] - w obecnosci surowicy mysiej oraz plodowej suro-
wicy bydlecej. Okazato sie, ze $rednica liposoméw i wymiary
kompleksow nieliposomowych zmniejszaly sie w funkciji ste-
Zenia surowicy.

W pracy [61] z 2008 roku Krystyna zajela sie surwiwing.

Jest to biatko z rodziny inhibitoréw apoptozy - zwiazane z
transformacja nowotworowa i ulegajace nadekspresji podczas
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rozwoju wiekszosci ludzkich nowotworéw. Krystyna badata
zaréwno transfekcje przy uzyciu promotora specyficznego dla
ekspresji genu surwiwiny, jak i oznaczata poziom endogennej
surwiwiny w réznych nienowotworowych i nowotworowych
komoérkach mysich i ludzkich. Transfekcje prowadzono przy
pomocy lipoplekséw zawierajacym miedzy inmymi DNA
[,model terapii genowej”]. Ekspresja surwiwiny przez komor-
ki nienowotworowe, zdaniem autorki/ 6w, moze by¢ potrzeb-
na do utrzymania ich zdolnoéci do proliferacji. Poziom eks-
presji genu reporterowego byl wyzszy przy uzyciu promotora
wirusa cytomegalii niz promotora genu surwiwiny. Ale uzycie
promotora z CMV nadal dawalo nadzieje na ich stosowanie w
terapii genowej. Istotnie doprowadzilo to do znacznej popra-
wy transfekcji do komorek ludzkiego raka plaskonablonkowe-
go glowy i szyi. Okazatlo sie [62], Ze mozna bardzo znacznie
poprawic¢ wydajnos¢ transfekcji genowej - i to nawet komorek
bardzo opornych - dodajgc do plazmidéw - z promotorem
z CMV - ludzki rekombinowany czynnik wzrostu naskérka
EGF [7-15-krotny wzrost] lub ludzka transferyne [7-krotny
wzrost dla komoérek HSC-3, ale tylko dwukrotny dla komo-
rek H-413] - oczywiscie wszystko polaczone z kationowym
polimerem w zawiesinie [lipopleks]. Prace [63 i 64] wykazaty,
ze zdolne do fluorescengji lipopleksy byly pobierane przez ko-
morki plaskonabtonkowego raka jamy ustnej. Komoérki H-357
duzo slabiej pobieraly lipopleksyl[i ich zawarto$¢] niz komor-
ki HSC-3 i KB. Okazalo sig, ze w komoérkach H-357 nastepuje
,obrobka” lipoplekséw - juz po ich wniknieciu do komorek.
Blona endosomoéw ulegata destabilizacji, DNA uciekato do cy-
toplazmy i... wnikato do jadra. Zostato to potwierdzone bada-
niem fluorescencji lizosoméw i jader komorek biorcow.

Publikacja [65] weryfikowata hipoteze, ze peptydy pene-
trujace przez blone [jak HIV-Tat peptyd] oraz substancja wy-
wolujaca rozpad mikrotubul [winblastyna, cytotoksycznal]
bardzo ulatwiaja transfekcje, gdy sa one sktadnikami lipoplek-
s6w. Okazalo sig, ze lipopleksy kolokalizowaty z lizosomami,
ale znajdujacymi sie w rejonie przyjadrowym.

Kompleksy kationowych polimeréw z DNA (polipleksy)
sa internalizowane przez kaweole, a nie przez pecherzyki
powleczone klatryna, jak w przypadku lipoplekséw. Dlatego
autorzy zbadali [66], czy polipleksy posrednicza w wydajnym
dostarczaniu genéw do réznych ludzkich komérek OSCC. I
rzeczywiscie polipleksy [z polietylenoiming - i metafektenem]
okazaly sie ponad 1000 razy efektywniejszym narzedziem
transfekgji genéw reporterowych niz lipopleksy.

A oto fragmenty wywiadu z profesorem Nejatem Duzgu-
nesem z 2014 roku [67] m.in. na temat najciekawszych osig-

gnie¢ Jego Zespotu-podkreslajace role Krystyny :

1 (...) ,Po otrzymaniu w roku 1992 grantu moja kolezanka
Krystyna Konopka (Pacific University) zaczela wytwarzac plazmi-
dy zdolne do ekspresji fragmentu toksyny blonicy A - pod kontrolg
promotoréw HIV - do komdrek zakazonych wirusem HIV [odnosniki
37, 38 - i te, i nastepne- cytowane w mojej pracy — Wojciech Antoni
Turski {WAT}]. Jednak szybko zdalismy sobie sprawe, jak niska jest
wydajnosc transfekcji i jak toksyczne mogq by¢ liposomy kationowe.”

2 [Nejat jako najwieksze osiagniecia zespotu przed 2014 r.

uwaza]: ,,wprowadzenie liposoméw do komdrek zakazonych wiru-
sem HIV (z Diang Flasher, Krystynq Konopkg i Paulem Dazinem
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[31,32]; hamowanie zakaznosci HIV przez ujemnie natadowane lipo-
somy (z Chuckiem Larsenem i Krystyng Konopkq) [36,39]; hamujqca
aktywnos¢ terapii genowej z promotorem wirusa cytomegalii CMV
(z Krystyng Konopkq) [47,48]”.

Praca Konopki i Gosliriskiego z 2007 roku [68] rozpoczyna
cykl prac na temat zastosowart PDT w stomatologii i onkolo-
gii. Praca ta rozpoczyna wszczeta przez Krystyne wspodtprace
School of Medicine w Pacific University z uczelniami w Po-
znaniu [Uniwersytet Medyczny i Politechnika], ktére zaowo-
cowaly szeregiem doktoratow i habilitacji w Polsce [Gosliriski,
Piskorz, Kryjewski, Bobkowska, Mielcarek, Gdaniec i inni].
Wszystkim tym osobom z Polski Krystyna patronowata, przyj-
mowala ich w swoim domu w San Bruno, pomagata w pracy,
bardzo czesto inicjowata ich przyjazd do Kalifornii.

Terapia fotodynamiczna (PDT) [67,68], znana réwniez
jako terapia fotopromieniowaniem, fototerapia lub foto-
chemioterapia, polega na zastosowaniu fotoaktywnego
barwnika (fotouczulacza), ktéry jest aktywowany przez
wystawienie na dziatanie $wiatla o okreslonej dtugosci fali
w obecnodci tlenu. Przeniesienie energii z aktywowanego
fotosensybilizatora do dostepnego tlenu powoduje powsta-
wanie toksycznych form tlenu, takich jak tlen singletowy
i wolne rodniki. Te bardzo reaktywne zwiazki chemiczne
moga uszkadza¢ bialka, lipidy, kwasy nukleinowe i inne
skladniki komoérkowe. Zastosowania PDT w stomatologii
szybko rosng: leczenie raka jamy ustnej, terapie infekeji bak-
teryjnych i grzybiczych oraz diagnostyka fotodynamiczna
(PDD) zlosliwej transformacji zmian w jamie ustnej. PDT
wykazuje potencjal w leczeniu leukoplakii jamy ustnej[
tzw. rogowacenie biale, zmiana przednowotworowa], lisza-
ja plaskiego jamy ustnej oraz raka glowy i szyi (tez [70]).

Fotodynamiczna chemioterapia przeciwdrobnoustrojowa
(PACT) jest skuteczna w leczeniu infekcji bakteryjnych, grzy-
biczych, pasozytniczych i wirusowych. Brak genotoksycznego
i mutagennego dziatania PDT jest waznym czynnikiem dlu-
goterminowego bezpieczenistwa podczas leczenia. PDT re-
prezentuje réwniez nowe podejscie terapeutyczne w leczeniu
biofilméw jamy ustnej. Zaklocenie struktury plytki nazebnej
ma wazne konsekwengje dla homeostazy w biofilmie. Badania
prowadza obecnie do selektywnych fotouczulaczy, poniewaz
zabicie calej flory naraza pacjentéw na infekcje oportunistycz-
ne.

Praca Gosdliniskiego i Konopki zostata opublikowana w
Polsce w , Postepach Mikrobiologii” [69]. Oméwiono w niej
niektore z istotnych prospektywnych zastosowan klinicznych
terapii fotodynamicznej, w tym w stomatologii. PDT polega
na zastosowaniu fotouczulacza, ktéry jest aktywowany przez
o$wietlenie w obecnosci tlenu. Ekspozycja fotosensybilizatora
na $wiatto powoduje powstawanie toksycznych form tlenu,
powodujacych miejscowe fotouszkodzenia i $mieré komor-
ki. Goslinski, Konopka i wsp. [69] blizej charakteryzuja PDT,
zabieg medyczny, ktéry wykorzystuje swiatlo do aktywagji
czynnika fotouczulajacego (fotouczulacza) w obecnoéci tlenu.
Wieksza uwage zwraca sie rowniez na fotodynamiczna che-
mioterapie przeciwdrobnoustrojowa (PACT), ktéra moze sta-
nowic¢ alternatywe leczenia organizmoéw lekoopornych. PACT
jest skuteczny w leczeniu infekcji bakteryjnych, grzybiczych,
pasozytniczych i wirusowych. Rozwéj opornosci na PACT
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wydaje si¢ mato prawdopodobny, poniewaz w komoérkach
drobnoustrojéw tlen singletowy i wolne rodniki oddzialu-
ja z kilkoma strukturami komérkowymi i réznymi szlakami
metabolicznymi. PACT jest réwnie skuteczny wobec bakte-
rii opornych na antybiotyki, jak i podatnych na antybiotyki,
a wielokrotne fotouczulanie nie wywolato selekcji szczepéw
opornych. Bakterie rozwijajace si¢ w biofilmach, zwigzane z
chorobami takimi jak mukowiscydoza (Pseudomonas aerugi-
nosa) lub zapalenie przyzebia (Porphyromonas gingivalis), sa
réwniez podatne na PDT. Opracowanie nowych fotouczu-
laczy i bardziej wydajnych systeméw dostarczania $wiatta
oraz dalsze badania na zwierzetach sg niezbedne do ustalenia
optymalnych parametréw leczenia dla PACT przed przysta-
pieniem do badan klinicznych i ewentualnym zastosowaniem.

Oproécz stosowania terapii fotodynamicznej w pracach Kry-
styny [i jej zespolu] czesto pojawiaja si¢ dwa inne elementy
zwigzane ze stanem jamy ustnej, gléwnie przyzebia, a mia-
nowicie grzybice [a Scislej zakaZenie drozdzakami Candida
albicans i Candida glabrata] oraz zakazenie bakteriami Porphyro-
monas gingivalis, bedace istotng przyczyng powstawania przy-
zebicy. Czasami w pracach Krystyny mamy ,nalozenie si¢”
tych trzech zagadnien-dodatkowo splecione z zastosowaniem
liposomow.

W pracy [71] badano przywieranie drozdzakéw do po-
wierzchni blony $luzowej, ktére jest uwazane za pierwszy
krok w patogenezie kandydozy jamy ustnej. Zbadano wptyw
polienéw przeciwgrzybiczych, amfoterycyny B, nystatyny i
natamycyny w subletalnych i minimalnych stezeniach hamu-
jacych (MIC) na przyleganie Candida albicans i Candida glabrata
do komorek raka szyjki macicy HeLa i raka ptaskonabtonko-
wego jamy ustnej HSC-3. Komoérki albo inkubowano z Candi-
da w obecnosci leku, albo wstepnie inkubowano z drozdzami
i nastepnie eksponowano na lek. Cztery szczepy Candida wy-
izolowano od pacjentéw z udokumentowanym zapaleniem
jamy ustnej. Przyleganie badanych szczepéw Candida byto
znacznie zmniejszone, gdy badane polieny byly obecne juz
podczas ,fazy przylegania”. Sugeruje to, zZe subterapeutyczne
poziomy polienéw, ktére prawdopodobnie utrzymuja sie¢ w
jamie ustnej po leczeniu miejscowym, mogg modulowac ko-
lonizacje drozdzakowa, gdy sa obecne w ,fazie przylegania”.
Natomiast - co jest bardzo istotne - uzyte rodki przeciwgrzy-
bicze nie powodowaly odklejenia drozdzakéw od powierzch-
ni komorek.

Kontynuacja wymienionej publikacji to cztery lata pdzniej-
sza - z 2007 roku - praca [72]. Celem badania bylo okreslenie
wrazliwosci ,izolatéw” Candida uzyskanych od pacjentéw
ze zwigzanym z Candida zapaleniem jamy ustnej na 4 leki
przeciwgrzybicze. Zidentyfikowano lacznie 120 szczepéw
Candida. Amfoterycyna B, 5-fluorocytozyna, flukonazol i i
trakonazol byly skuteczne odpowiednio wobec 100%, 98,6%,
88,7% 1 87,3% C. albicans oraz 79,6%, 77,6%, 71,4% i 79,6% in-
nych szczepéw Candida.

Celem pracy [73] bylo ustalenie, czy prostaglandyna E(2)
(PGE(2)) w plynie dzigstowym (GCF) moze stanowi¢ czynnik
ryzyka zapalenia przyzebia u pacjentéw zakazonych ludzkim
wirusem niedoboru odpornosci (HIV(+)). Pomiary kliniczne,
w tym ustalenie poziomu wskaznika dziastowego (GI), wskaz-
nika plytki nazebnej, wskaznika krwawienia, utraty przycze-
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pu (AL) i badanie prébki ptynu dzigstowego [GCF] wykonano
z dwoch zdrowych miejsc, trzech miejsc zapalenia dzigset i
trzech miejsc zapalenia przyzebia. Srednie ilosci PGE(2) byly
Znaczaco wyzsze w miejscach zapalenia dziaset i przyzebia
niz w miejscach zdrowych (p<0,0001). Poziomy PGE(2) w GCF
byly istotnie skorelowane z utrata przyczepu, iloscia komérek
CD4(+), wiremia, wiekiem i , paczkolatami” palenia papiero-
s6w na poczatku badania i po 6 miesigcach (0,001<p<0,05).

Celem pracy [74] byto zbadanie zwiazku miedzy transfor-
mujacym czynnikiem wzrostu beta 1 (TGF-betal) w plynie
dzigstowym (GCF), a stanem przyzebia oséb, u ktérych wy-
kryto wirusa ludzkiego niedoboru odpornosci (HIV-1). Po-
ziom TGF-betal w plynie dzigstowym okreélono przy pomo-
cy testéw immunoenzymatycznych. Srednie ilosci GCF TGF-
-betal byly wieksze w miejscach zapalenia dzigset i przyzebia
niz w miejscach zdrowych (p<0,0001). Analiza wielokrotnych
pomiaréw 18 miejsc aktywnych, w poréwnaniu do 182 miejsc
nieaktywnych wykazata, ze poziomy GCF TGF-betal byly
wyzsze w miejscach aktywnych niz w miejscach nieaktyw-
nych (p<0,0001]. U osobnikéw, ktérzy sa HIV-1(+), miejsca z
wysokimi poziomami GCF TGF-betal maja znacznie wieksze
ryzyko progresji zapalenia przyzebia.

Nastepne prace to cykl badait nad wptywem bakterii Po-
rphyromonas gingivalis [Pg] na wydzielanie cytokin przez zr6z-
nicowane makrofagopodobne komoérki THP-1 [75-78] po eks-
pozydji na zywa i zabita termicznie Pg i LPS-[endotoksyne E.
coli. Praca [75] poswiecona byla wptywowi Pg na wydzielanie
interleukiny-18 [IL-18]. Interleukina-18 jest cytoking prozapal-
na, ktéra odgrywa zasadnicza role w odpowiedzi komérek T
i jest podwyzszona w chorobach zapalnych, takich jak choro-
ba przyzebia. Pg jest jednym z najwazniejszych patogenéw
bakteryjnych bioracych udzial w patogenezie przewleklego
zapalenia przyzebia. Komoérki THP-1 réznicowano z 12-mi-
rystynianem 13-octanem forbolu (PMA) przez 5 dni w 37°C.
Pg hodowane na pozywce z siekanego miesa w warunkach
beztlenowych dodano do zréznicowanych komérek THP-1 w
stosunku 2-100 bakterii/ komoérke i inkubowano w 37°C przez
24 godziny. IL-18 oznaczono metoda ELISA. Praca udowodni-
ta, ze Pg [ale tez - cho¢ stabiej - LPS E. coli] istotnie zwiekszal
wydzielanie IL-18 przez zréznicowane komoérki makrofago-
podobne THP-1.

Praca [76] badala wplyw Pg na wydzielanie IL-8. Pg przy-
lega, atakuje i replikuje w ludzkich komérkach nablonka jamy
ustnej. Prozapalna cytokina IL-8 jest silnym chemoatraktantem
indukujacym naptyw neutrofili do zaatakowanego przyzebia.
Okreslano poziom IL-8 wydzielanej przez ludzkie komérki
plaskonabtonkowe jamy ustnej HSC-3 po ekspozycji na zywa
i inaktywowang termicznie Pg oraz na lipopolisacharyd (LPS)
E. coli. Analiza wykazata stymulacje wydzielania IL-6 i IL-8.
Na wydzielanie IL-8 wptywata liczba i zabijanie cieptem bak-
terii oraz czas inkubagji. Pg indukowal znaczace wydzielanie
IL-8 przez komoérki HSC-3. Czeéciowa degradacja IL-8 przez
proteinazy cysteinowe (gingipainy) wytwarzane przez zywa
Pg moze by¢ odpowiedzialna za wyzsza regulacje w gore IL-8
obserwowang w przypadku bakterii zabitych termicznie.

Publikacja [77] zajmuje sie wyzej opisywanym zjawiskiem
dla interleukiny-6 (IL-6). IL-6 stymuluje wydzielanie immuno-

globulin i odgrywa wazna role w regulacji odpowiedzi immu-
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nologicznej na patogeny przyzebia. Poniewaz IL-6 promuje
osteoklastogeneze i indukuje resorpcje kosci, nadmierne wy-
dzielanie IL-6 w odpowiedzi na Pg moze odgrywac role w in-
dukowaniu utraty kosci wyrostka zebodolowego. Totez celem
badania bylo poréwnanie odpowiedzi IL-6 trzech ludzkich
linii komérek nablonka jamy ustnej na zjadliwe i niezjadliwe
szczepy. Uzyto dwa szczepy Pg, awirulentny 2561 i wysoce
wirulentny W83 [hodowane na plytkach agarowych z krwig].
Ekspozycja komoérek HSC-3 i GMSM-K na Pg-2561 i Pg-W83
przez 24 h spowodowata odpowiednio 6- i 8-krotny wzrost
wydzielania IL-6. W komdrkach H413 Pg-2561 obnizyt poziom
IL-6 0 30%, podczas gdy Pg-W83 obnizyl poziom IL-6 tylko
0 50%. llos¢ IL-6 wydzielanej przez niezainfekowane komorki
silnie zalezata od typu komoérki. Oba szczepy Pg indukowaty
wydzielanie IL-6 na podobnym poziomie w komoérkach HSC-
31 GMSM-K.

Praca [78] jest kontynuacja pracy [75]. Zbadano, czy Pg
wplywa na wydzielanie prozapalnej cytokiny interleukiny-18
(IL-18) w komoérkach makrofago-podobnych THP-1 oraz w
monocytowych komoérkach THP-1 w zawiesinie. Inaktywa-
cja cieplna Pg znacznie zmniejszyta stymulacje IL-18. Zywe
Pg wywotywaly efekt cytotoksyczny, ktéry zostal znacznie
zmniejszony przez inaktywacje termiczna.

Praca [79] badata wpltyw srodkéw przeciwgrzybiczych, ale
i histatyny-5 na biofilmy Candida albicans. Protezowe zapale-
nie jamy ustnej zwiazane z Candida ma wysoki wskaznik
nawrotéw. Biofilmy Candida powstajace na akrylu protez sa
bardziej odporne na dziatanie srodkéw przeciwgrzybiczych
niz drozdzaki w hodowli. Histatyny, rodzina podstawowych
peptydow wydzielanych przez gtéwne gruczoty slinowe czto-
wieka, zwlaszcza histatyna 5, majq silne wlasciwosci przeciw-
grzybicze. Zbadano [79] przeciwgrzybicze dziatanie histatyny
5 na Candida w hodowli lub biofilm Candida albicans i Candida
glabrata.

Histatyny [80] to biatka odkryte w $linie, ktére maja dzia-
tanie obronne przed patogenami. Sa stosowane jako leki prze-
ciwgrzybicze, a od innych odrézniaja sie niska toksycznoscia
Ich mechanizm dziatania opiera si¢ na agregacji w btonie ko-
morkowej i blonie mitochondrium. Potrafia takze generowac
reaktywne formy tlenu. Histatyny hamuja takze aktywnos¢
(LPS), ktéry odpowiada za zlepianie si¢ komoérek bakterii
gram-ujemnych.

Biofilmy otrzymywano [79] na krazkach z poli(metakryla-
nu metylu) zanurzonych w zawiesinach komérek C. albicans.
Plytke inkubowano przez 90 min w 37°C (faza przylegania).
Po usunieciu nieprzylegajacych komoérek, krazki zanurzono
w pozywce z glukoza i inkubowano przez 48 godzin w 37°C
(faza tworzenia biofilmu). Srodki przeciwgrzybicze byty obec-
ne albo podczas tworzenia biofilmu, albo dodane juz po utwo-
rzeniu biofilmu. Okazalo sig, ze flukonazol, inhibitor syntezy
ergosterolu, byl skuteczniejszy podczas tworzenia biofilmu,
najprawdopodobniej dlatego, ze proliferacja grzybéw jest za-
lezna od syntezy blony komoérkowej. Natomiast polieny byty
skuteczne dopiero po utworzeniu biofilmu, poniewaz nisz-
cza juz zsyntetyzowane blony komoérkowe. Histatyna moze
réwniez wplywaé na biofilm Candida poprzez internalizacje
i dziatanie w kierunku ,zubozenia” ATP [np. dzialanie roz-
przegajace].
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Praca [81] taczy dwie linie badawcze: badanie biofilméw
[z protez zebowych] i stosowanie...liposoméw. Biofilmy
Candida o zmniejszonej wrazliwosci na konwencjonalne leki
przeciwgrzybicze sa wrazliwe na lipidowe preparaty amfote-
rycyny B (AMB). Zbadano wplyw liposomalnego preparatu
AMB, AmBisome i wolnego AMB na przyleganie C. albicans
do komoérek raka szyjki macicy HeLa i komorek raka plasko-
nablonkowego jamy ustnej HSC-3. Komoérki HeLa i HSC-3
inkubowano z trzema doustnymi izolatami C. albicans albo w
obecnosci AmBisome lub AMB, albo wstepnie inkubowano z
drozdzami, a nastepnie eksponowano na lek. AmBisome ha-
mowal przywieranie drozdzakéw, gdy byl obecny podczas
Jfazy przylegania”, ale nie powodowal odlaczania drozdza-
kow zwigzanych z komérkami. Przyleganie drozdzakéw do
komoérek nablonka jest znacznie zmniejszone, gdy polieny
przeciwgrzybicze sa obecne w ,fazie przylegania”.

Praca [82] wskazuje, Ze histatyna-5 wykazuje dzialanie
przeciwgrzybicze wobec biofilméw C. albicans i C. glabrata wy-
tworzonych na akrylu protez dentystycznych. C. glabrata jest
znacznie mniej wrazliwa na histatyne-5 niz C. albicans. Auto-
rzy zbadali, czy zmiennoé¢ wynika z wewnatrzkomérkowe-
go losu lipoplekséw. W komoérkach odpornych na transfekcje
etapem ograniczajacym skutecznosé¢ wydaje sie by¢ ,,obrébka”
lipopleksu prawdopodobnie obejmujaca ucieczke DNA do cy-
toplazmy i transport do jadra.

Praca [83] badata zwiazki miedzy kandydoza [drozdza-
kowica - grzybica], cukrzyca typu 2 i poziomem biatka reak-
tywnego C [CRP]. Zapalenie jamy ustnej zwigzane z Candida
(CaDS) jest czesta choroba u 0s6b noszacych protezy catkowite
z cukrzyca typu 2 (T2DM). Biatko C-reaktywne, reagent ostrej
fazy, jest czutym markerem stanu zapalnego zwigzanego z cu-
krzyca. Pacjenci z T2DM mieli istotnie podwyzszone $rednie
poziomy CRP w poréwnaniu do pacjentéw z prawidlowym
metabolizmem glukozy. Stwierdzono dodatnia korelacje mie-
dzy stezeniem CRP, a glikemig na czczo wyniki sugeruja, ze
stezenia CRP mogg by¢ wykorzystywane jako niespecyficzny
wskaznik trwajacego stanu zapalnego u pacjentow z T2DM.

Praca [84] badala terapie fotodynamiczna i parametry foto-
fizyczne dwoéch nowo zsyntetyzowanych ftalocyjanin cynku-
(II) zawierajacych podstawniki estrowo-alkiloksylowe (Pc-4 i
Pc-5) [zsyntetyzowane w dwuetapowej procedurze, z 2,3-di-
cyjanohydrochinonu]. Oba sensybilizatory wykazuja obiecuja-
ce wlasciwosci fotofizyczne, w tym jakoSciowa ocene emisji,
agregacji i wytwarzania tlenu singletowego. Wykazano, ze
aktywnos¢ fotodynamiczna badanych zwigzkéw zalezy od
poziomu tlenu czasteczkowego. Stwierdzono, ze fotodekom-
pozycja Pc-4 i Pc-5b w roztworach DMSO przebiega zgodnie
z kinetyczna reakcja pierwszego rzedu w dwoéch etapach. Na
skutecznos¢ Pc-4 w fotozabijaniu hodowanych komérek wpty-
wa hydrofobowos¢ i stan agregacji fotouczulacza.

Praca [85] poswiecona byla nowym fluoropochodnym por-
firazyny zawierajacym podstawniki fluoroalkilotio i dietertio.
Dwie porfirazyny poddano pomiarom wytwarzania tlenu
singletowego przy uzyciu 1,3-difenyloizobenzofuranu jako
wychwytywacza tlenu singletowego i zbadano in vitro komor-
ki raka jamy ustnej. Badania biologiczne przeprowadzone na
dwoch ludzkich liniach komérkowych raka ptaskonabtonko-

229


https://pl.wikipedia.org/wiki/Bia%C5%82ka
https://pl.wikipedia.org/wiki/%C5%9Alina
https://pl.wikipedia.org/wiki/Patogen

wego wywodzacego sie z jezyka (HSC-3) i blony sluzowej po-
liczka (H413) wykazaty umiarkowang aktywnos¢ i selektyw-
noé¢ nowej porfirazyny magnezu(Il) posiadajacej obwodowe
podstawniki 4-fluorobutylotio.

Praca [86] to praktycznie ostatnia praca Krystyny przed jej
przejsciem na ,oficjalng emeryture”. Nawiazuje ona do gtow-
nej strategii badan zespotu Nejata i Krystyny nad HIV. Idealna
terapia zakazenia wirusem HIV wymaga metody eliminacji
wszystkich komorek ,bedacych potencjalnymi nosicielami”
wirusa HIV u osoby zakazonej. Autorzy opracowali promo-
tor specyficzny dla wirusa HIV, aby sterowac ekspresja genéw
,samobojczych”, ktére indukujg $mier¢ komorki w szczegdl-
nosci w komoérkach zakazonych wirusem HIV. Ten promotor
jest 100-krotnie bardziej wrazliwy na aktywator transkrypcji
HIV, Tat, niz komérkowe czynniki transkrypcyjne [stosujac
plazmid eksprymujacy lucyferaze pod kontrola zmutowane-
go promotora LTR].

PRACE Z LAT 2013-2021 [TZN. NA JE] EMERYTURZE]
[87-98] [OD 2013 DO SMIERCI W 2021]

Krystyna przeszta na ,formalng” emeryture w jesieni 2012
roku [majac lat 74 ]. Ale nadal pracowala naukowo [nie moé-
wiac juz o chodzeniu po gérach]. Do samej $mierci byta na eta-
cie tzw. adjunct profesor w Department of Biomedical Sciences,
University of the Pacific, School of Dentistry, San Francisco.

Juz w 1994 roku zaczely sie duzo czestsze, niz dotad bliskie
kontakty z Jej wielka miloscig, Andrzejem Stawiriskim [zwa-
nym Negro], doktorem geologii, ktérego poznata w 1959 roku
w Tatrach, gdzie byl Jej pierwszym instruktorem wspinaczki.
W 1994 r. Andrzej znalazl sie z Zona i synem w Kanadzie w
Calgary. Dos¢ czesto sie spotykali z Krystyna, a to w Kalifor-
nii, a to w Kanadzie. W 2009 roku po dtugiej chorobie zmarta
zona Andrzeja. Krystyna coraz wiecej czasu spedzala w Cal-
gary. Postanowili si¢ pobraé. Slub wzieli 25 lipca 2014 roku w
Canmore, w Kanadyjskich Gérach Skalistych. Nota bene slubu
udzielita im stara Indianka [burmistrz], ktéra [zbieg okolicz-
nosci] dzien przedtem informowata ich, jak dojecha¢ do mia-
steczka [z opowiesci Krystyny i Andrzeja].

A teraz fragmenty ze ,$wiezych” wspomnien Andrzeja:
,We wrzesniu 2020, juz w czasie pandemii Covid, przyleciata do
Calgary, gdzie razem odbylismy kwarantanne. Niestety nastepny
rok przyniost zdiagnozowanie raka trzustki, skomplikowang operacje
i cigzkie zmagania z chorobq, z ktorq nie mozna byto wygrac. Kry-
styna, tak jak w Zyciu, byta twarda i nieusteplivwa w chorobie, miata
jasny umyst i do kovica byta sobq. .. A teraz pozostaty juz tylko wspo-
mnienia.”

W pracy [87] badano fotodynamiczng aktywnosc fotouczu-
lacza TMP-1363 na bazie porfiryny wobec biofilméw Candida,
tworzonych na akrylowych krazkach protez, w nieobecnosci i
obecnosci azolowego $rodka przeciwgrzybiczego, mikonazo-
lu. Wptyw TMP-PDT * mikonazol na biofilmy Candida okre-
Slono dla czterech izolatéw Klinicznych: C. albicans 6122/06,
C. tropicalis 8122/06, C. parapsilosis 11375/06 i C. glabrata
7531/66. Promieniowanie podczerwone zostalo zminimalizo-
wane przy uzyciu 1 cm filtra wodnego. Mikonazol zwiekszat
wrazliwos¢ biofilméw Candida na aktywnosc¢ fotodynamicz-
na fotouczulacza TMP-1363 opartego na porfirynach.
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Publikacja [88] badata wtasciwosci fotochemiczne i aktyw-
nos¢ fotodynamiczng trzech porfirazyn (Pzs) zawierajacych
pierécienie diazepinowe. Porfirazyny oceniano pod katem ich
elektronowej absorpdji i emisji, sklonnoéci do agregaciji i foto-
degradacji oraz sprawnosci generowania tlenu singletowego.
Aktywnos¢ fotodynamiczng porfirazyny in vitro i ich prepa-
ratow/komplekséw liposomalnych zbadano przy uzyciu
dwoch linii komérkowych raka ptaskonablonkowego jamy
ustnej. Tribenzodiazepinoporfirazyna magnezowa(ll) (1) wy-
kazala najwyzszy efekt fototoksyczny w obu zastosowanych
liniach komérkowych, H413 i HSC-3. Zamkniecie Pz 1 w lipo-
somach [z L-a-fosfatydylo-d,l-glicerolo:1-palmitoilo-2-oleoilo-
sn-glicero-3-fosfocholing] spowodowato prawie trzykrotny
wzrost fotocytotoksycznosci w poréwnaniu z roztworem Pz 1
(wartoéci IC50 odpowiednio 45 i 129 nM).

W pracy [89] badano fotouczulacze porfirynoidowe, ktére
sa wysoce lipofilne i sa zwykle podawane w liposomach, aby
ulatwié ich skuteczne dostarczanie do komoérek docelowych.
Kilka zwiazkéw bylo wysoce fototoksycznych dla komérek
raka jamy ustnej, zaréwno w postaci wolnej, jak i zamknietej
w liposomach, z nanomolarnymi warto$ciami IC50. Najnizsze
wartosci IC50 (7-13 nM) otrzymano dla PS zamknietego w li-
posomach kationowych.

Praca [90] wykazala, Ze inkubacja komérek nablonkowych
jamy ustnej z Pg stymuluje wydzielanie interleukiny 8 i inter-
leukiny 6.

Samobojcza terapia genowa raka plaskonablonkowego
jamy ustnej (OSCC) moze by¢ realnym podejéciem do lecze-
nia tego raka. Jednak ludzkie komoérki OSCC sg stosunkowo
odporne na wydajna transfekcje wektorami niewirusowymi.
Aby zidentyfikowac optymalny wektor do dostarczania ge-
néw, poréwnano aktywnosc i wydajnosé transfekcji Glycofect,
Metafectene, Metafectene Pro, Metafectene Easy i FUuGENE
HD, stosujac linie komérkowa OSCC, HSC-3 i linie komorko-
wa raka szyjki macicy, HeLa [91]. Metafectene Easy i FuGENE
HD posredniczyly w najwyzszej aktywnosci transfekcyjnej
(mierzonej jako ekspresja lucyferazy) i wydajnosci (mierzo-
nej jako procent komoérek transfekowanych $-galaktozydaza).
Wektory te zastosowano do dostarczenia plazmidu kodujace-
go kinaze tymidynowa wirusa opryszczki pospolitej, a nastep-
nie potraktowano gancyklowirem. Do dnia 9 Zywotnos¢ ko-
morek HelLa wynosita 22+3% kontroli z FuGENE HD i 26+3%
z Metafectene Easy. Zywotnos¢é komérek HSC-3 wynosila
42+25% z FuGENE HD i 58+28% z Metafectene Easy. Zmniej-
szenie zywotnosci bylo statystycznie istotne w obu przypad-
kach (p<0,005; érednia z 3 niezaleznych eksperymentéw),
chociaz istniala znaczna zmiennoé¢ miedzy eksperymentami
z komoérkami HSC-3.

Transfekcja komérek Hela za pomoca TransfeX wykazata
najwyzsza aktywnos¢ transfekcyjna [92] - byta prawie 5-krot-
nie wyzsza niz uzyskana za pomocg TransIT-LT1. W komor-
kach HSC-3 wydajnos¢ transfekcji TransfeX byta 29 razy wyz-
sza niz TransIT-LT1. Bardzo wysokie poziomy aktywnosci
lucyferazy uzyskano w komérkach H357 z TransfeX. TransfeX
prawdopodobnie bedzie korzystny w réznych podejsciach do
terapii genowej raka i innych terapiach genowych obejmuja-
cych wektory nie wirusowe.
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Indukowana kinaza tymidynowa/gancyklowirem (HSV-
-tk/GCV) terapia genami samobdjczymi wirusa opryszczki
pospolitej jest stosowana do skutecznego leczenia réznych
nowotworéw [93]. Transfekcja z promotorem z CMYV [lucyfe-
razy] Luc za posrednictwem TransfeX do raka szyjki macicy
HeLa oraz linii komérkowych raka ptaskonablonkowego jamy
ustnej (OSCC) HSC-3, FaDu i H357 w obecnosci 10% surowicy
okazata sie bardzo skuteczna, przy niskiej nieswoistej cytotok-
sycznosci. Plazmid pNGVLI-tk kodujacy HSV-tk pod kon-
trola promotora CMV dostarczono do komoérek in vitro przez
nowy kationowy odczynnik liposomalny, TransfeX, a nastep-
nie potraktowano gancyklowirem. Okazalo sie, Ze terapia ge-
nowa [,,samobdjcza”] jest najskuteczniejsza przeciwko HSC-3
OSCC. Episomalne systemy wektoréw moga potencjalnie za-
pobiega¢ tym niepozadanym skutkom ubocznym, poniewaz
zachowuja sie one jak oddzielne elementy pozachromosomal-
ne w jadrze komorki docelowej [94]. Rak szyjki macicy jest
trzecia najczestsza przyczyna raka u kobiet. Przezycie 5-letnie
w raku plaskonabtonkowym czesci ustnej gardla wynosi oko-
to 50% i nie ulegto poprawie w ciggu ostatnich kilkudziesieciu
lat [95]. Zbadano zdolnos¢ TransfeX, do dostarczania genu sa-
mobdjczego HSV-tk do komoérek raka szyjki macicy i jamy ust-
nej oraz indukowania cytotoksycznosci po podaniu proleku,
gancyklowiru. Okolo 5-krotnie wyzsza ekspresje transgenu
uzyskano z plazmidem EEV [koniski wirus zapalenia mézgu
irdzenia] niz z plazmidem CMV. Jednak zywotnos¢ komoérek
HelLa po leczeniu genem samobdjczym [+ gancyklowirem]
byla zmniejszona tylko o0 35% w poréwnaniu do 70% w przy-
padku plazmidu CMV. Tak wiec poziomy ekspresji transgenu
nie przekladaja sie jednak bezposrednio na cytotoksycznosc.
Praca [96] potwierdzita wyniki pracy poprzedniej, co wskazy-
waloby na wysoka efektywnos¢ stosowania liposoméw katio-
nowych [TransfeX] w ,,samobéjczej” terapii genowej [STG].

Praca [97] stanowi przeglad mozliwosci wykorzystania STG
do zabijania zakazonych komérek, wycinania zintegrowanego
z chromosomem DNA HIV-1 i kierowania cytotoksycznych li-
posoméw do komoérek zakazonych HIV-1. Podkresla, ze wcze-
$niejsze prognozy dotyczace potencjalnej eliminacji rezerwu-
aru komoérkowego wirusa HIV-1 u zakazonych oséb byly zbyt
optymistyczne.

Bardzo istotna jest praca przegladowa o peptydach hamu-
jacych fuzje wiruséw z blona komoérki docelowej - w tym row-
niez wirusa SARS CoV-2 [98] - z roku 2020. Wirusy z otoczka
lipidowa, w tym HIV-11iSARS-CoV-2, infekujg swoje komorki
gospodarza przez fuzje bezposrednio z btong plazmatyczna
lub blong endosomowa po endocytozie. Biofizyczny wglad
w zmiany konformacyjne wirusowych biatek fuzyjnych do-
prowadzil do opracowania peptydowych inhibitoréw tych

zmian, a tym samym fuzji blonowe;j.

Peptyd T-20 (enfuwirtyd) hamuje fuzje komérek HIV-1 i
jest stosowany klinicznie. Peptyd C34 sprzezony z cholestero-
lem ma IC50 dla hamowania zakazZnosci HIV-1 wynoszace 4
PM, znacznie nizsze niz w przypadku zwyklego C34 i T-20.
Peptyd (P155-185-chol) odpowiadajacy segmentowi struktu-
ry po fuzji hemaglutyniny wirusa grypy, réwniez sprzezony
z cholesterolem, hamuje infekcje podtypem A/H3N2 z IC50
0,4 pM. Myrcludex B, mirystoilowany lipopeptyd, hamuje
wnikanie wirusa zapalenia watroby typu B i wirusa zapale-
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nia watroby typu D do hepatocytéw z IC50 wynoszacym 80
PM. Peptydy dimeryczne (HRC2 i HRX4) pochodzace z biatka
F wirusa odry i sprzezone z cholesterolem hamuja zakazenie
wirusem odry przy wartoéciach IC50 mniejszych niz 1 nM do
2 nM. Peptydy pochodzace z bialka E wirusa japoniskiego za-
palenia mézgu hamuja infekcje przy nanomolarnych warto-
Sciach IC50.

Pandemia COVID-19 zainicjowata liczne badania majace na
celu zaprojektowanie peptydowych inhibitoréw fuzji blono-
wej SARS-CoV-2 za posrednictwem biatek kolcow. Sprzezenie
kotwicy/tratwy lipidowej bogatej w cholesterol, z niektérymi
z tych peptydéw wzmacnia dzialanie przeciwwirusowe pep-
tydoéw, obnizajac IC50 do niskich stezeri nanomolowych. Jest
bardzo prawdopodobne, ze peptydy przeciwko SARS-CoV-2
zostang wkrotce ocenione w badaniach klinicznych. I tak do-
szlismy do ostatniej opublikowanej pracy Krystyny [Duzgu-
nes, Fernandez-Fuentes, Konopka] [99] - na miesigc przed
$miercig Krystyny. Fuzja wiruséw z otoczka lipidowa z ko-
morkowa blong plazmatyczng lub blong endosomu odbywa
sie za poérednictwem biatek otoczki wirusa, ktére ulegaja du-
zym zmianom konformacyjnym po zwigzaniu z receptorami.
Biatko fuzyjne HIV-1 gp41 ulega przeksztalceniu w ,wiazke
szesciu helis” po zwigzaniu powierzchniowego biatka gp120
z receptorem CD4 i koreceptorem. Peptydy syntetyczne, ktére
,nasladuja” czes¢ tej struktury, zaktécaja tworzenie struktu-
ry helisy i hamuja fuzje blon. Podobna sytuacje obserwujemy
réwniez z biatkiem S kolcéw [, spike protein”] wirusa SARS-
-CoV-2. W pracy [99] dokonano przegladu peptydowych inhi-
bitoréw fuzji bton bioracych udziat w infekcji wirusem grypy,
koronawirusami, HIV-1, MERS i SARS, wirusami zapalenia
watroby, paramyksowirusami, flawowirusami, herpeswirusa-
mi i filowirusami. Opisano réwniez najnowsze metody obli-
czeniowe stosowane do identyfikacji sekwencji peptydowych,
ktére mogg silnie oddzialywa¢ z biatkami wiruséw i biatkami
»okolicy ich receptorow”, ze szczegélnym uwzglednieniem
SARS-CoV-2, wykorzystujac baze danych PePI-Covid19.

Ostatnia praca, a wlasciwie dwie ostatnie [98 i 99] sa swo-
istym podsumowaniem calej drogi badawczej Krystyny, ale i
wyrazem jej [ Nejata Duzgunesa] pogladéw] na temat zakaze-
nia wirusem, i dalszego rozwoju - wynikajacych z tego - scho-
rzen, nie tylko HiV [i nie tylko RNA wiruséw], ale i ostatniej
ponad dwuletniej pandemii Covid19. W omawianym przeze
mnie wcze$niej wywiadzie Duzgunesa [67] dominowato pla-
nowanie/dazenie do opracowania metod zniszczenia wszyst-
kich komoérek zakazonych HIV [tzn. majacych DNA - kom-
plementarny do RNA wirusa zintegrowany w chromosomach
gospodarza]. Akurat z SARSCoV-2 nie ma tego problemu, ale
....jest inny [a dotyczacy wszystkich wiruséw]. Jest nim dyle-
mat: czy ograniczy¢ sie do hamowania ,, wczesnej” translagji
wirusowego RNA [a w konsekwencji powielania/duplikacji
wirusowego RNA i péznej translacji, ergo montazu nowych
wiruséw i ich egzocytozy]? Czy moze lepiej/alternatywnie:
nie dopuszcza¢ do wnikania genomu wirusa [tu RNA] po-
przez hamowanie fuzji otoczki lipidowej wirusa z btong ko-
morkowa komoérek docelowych? Czyli w istocie z cala okolicg
,funkcjonalnego receptora” wirusa [a wiec w przypadku SAR-
SCoV-2 nie tylko ACE2 blonowym, ale i enzymami torujacymi
—jak TRPSS- i ew. koreceptorami, ale i ,mikrosrodowiskiem
blonowym”, w tym szczeg6lnie bogatymi w cholesterol i sfin-
golipidy rafts [tratwy/kotwice]. I tu pamietam, co Krystyna

231



juz ponad 15 lat temu méwita [do mnie, w Polsce] ,,gdyby kon-
cerny farmaceutyczne bardziej zajety sie pracami nad hamowaniem
fuzji wirusa/jego wnikania do komérek docelowych - przez wplyw na
,,okolice receptora”- zamiast dziatan nad hamowaniem powielania sie
RNA wirusa - to juz dawno nie bylo by problemu AIDS, a szerzej
choréb wywotanych przez wirusy”.

Te poglady Krystyny, ktére konsekwentnie zaprezentowata
w dwdch ostatnich w zyciu publikacjach, zainspirowaly mnie.
Znalazto to wyraz w mojej publikagji [niestety nie w topowym
czasopiémie; trudno!, wszak obserwujemy istna pow6dz prac
na temat pandemii] o tym, ze zakazi¢ sie moze praktycznie tyl-
ko osoba majaca funkcjonalne jego receptory [100].

Niestety nie ma juz Krystyny. Szkoda, bo jej wnikliwos¢,
pracowitos¢ i twoércza osobowos¢ bardzo by sie przydaty w
wyjaénianiu szeregu zagadek zwigzanych z pandemia Co-
vid19 i z innymi pandemiami, ktére moga sie¢ w przysztosci
pojawi¢ ponownie.
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