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Wykaz skrótów 

ABCD -  Koloidalna dyspersja amfoterycyny B (ang. Amphotericin B Colloidal 

Dispersion) 

ABLC -  Kompleks lipidowy amfoterycyny B (ang. Comparison of Amphotericin B 

Lipid Complex) 

AFM -  Mikroskopia sił atomowych (ang. Atomic Force Microscopy) 

AmB -  Amfoterycyna B (ang. Amphotericin B) 

AmB-Ag -  Nanocząstki Amfoterycyny B ze srebrem 

ATP -  Adenozynotrifosforan (ang. adenosine triphosphate) 

CCD -  Matryca światłoczuła (ang. Charge-Coupled Device) 

DMPC -  1,2-dimirystoilo-fosfatydylocholina (ang. 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-

phosphocholine) 

DOPC -  1,2-dioleoilo-sn-glicero-3-fosfocholina (ang. 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-

phosphocholine) 

Ergo -  Ergosterol 

FISH -  Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (ang. Fluorescence In Situ 

Hybridization) 

FLIM -  Mikroskopia obrazowania czasów życia fluorescencji (ang. Fluorescence 

Lifetime Imaging Microscopy) 

FRET -  Rezonansowy Transfer Energii typu Förstera (ang. Förster Resonance 

Energy Transfer) 

GUV -  Olbrzymie jednowarstwowe liposomy (ang. Giant Unilamellar Vesicles) 

HPLC -  Wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. High-Performance Liquid 

Chromatography) 

HS-AFM -  Szybka mikroskopia sił atomowych (ang. High-Speed Atomic Force 

Microscope) 
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LB -  Warstwy Langmuir–Blodgett  

LUV -  Duże jednowarstwowe liposomy (ang. Large Unilamellar Vesicles) 

SERS -  Powierzchniowo wzmocniona spektroskopia ramanowska (ang. Surface-

Enhanced Raman Spectroscopy) 

SIM-FLIM- Technika FLIM oparta na mikroskopii z wykorzystaniem światła 

strukturalizowanego (ang. Structured Illumination Microscopy - 

Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy) 

STED -  Mikroskopia Wymuszonego Wygaszania Emisji (ang. Stimulated Emission 

Depletion) 

SUV -  Małe jednowarstwowe liposomy (ang. Small (or Sonicated) Unilameller 

Vesicles) 

TCSPC -  Metoda skorelowanego czasowo zliczania pojedynczych fotonów (ang. 

Time-Correlated Single-Photon Counting) 
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Streszczenie i słowa kluczowe 

Praca doktorska koncentruje się na badaniu mechanizmów działania amfoterycyny B 

(AmB), popularnego antybiotyku przeciwgrzybiczego, ze szczególnym uwzględnieniem 

jego interakcji z błonami komórkowymi. Głównym celem badań było szczegółowe 

wyjaśnienie molekularnych podstaw aktywności AmB oraz analiza potencjału 

przeciwgrzybowego hybrydowych nanocząstek AmB ze srebrem (AmB-Ag). 

Wykorzystując zaawansowane techniki spektroskopii molekularnej i obrazowania, w tym 

czasowo rozdzielczą mikroskopię fluorescencyjną (FLIM) oraz spektroskopię ramanowską, 

poddano analizie interakcje nanocząstek AmB-Ag z komórkami grzyba Candida albicans. 

W badaniach wykazano, że nanocząstki AmB-Ag wykazują wyjątkowo wysoką skuteczność 

przeciwgrzybiczą przy jednoczesnej niskiej toksyczności dla komórek ludzkich. 

Kluczowym odkryciem było wykazanie, że AmB wnika do błon lipidowych tylko 

w obecności ergosterolu, głównego sterolu błon komórkowych grzybów. W błonach 

zawierających ergosterol, AmB tworzy różne struktury molekularne, w tym 

wewnątrzbłonowe skupiska o średnicy 20-50 nm oraz pory o średnicy około 15 nm. Badania 

potwierdziły, że AmB nie występuje w błonach jako monomer, lecz przyjmuje bardziej 

złożone formy organizacji molekularnej, w których podstawową jednostką są dimery. 

Niniejsza praca dostarcza nowych informacji na temat molekularnego mechanizmu 

działania amfoterycyny B, wskazując na rolę dezintegracji błony komórkowej jako 

kluczowego czynnika w jej aktywności przeciwgrzybiczej. Wykorzystanie nanocząstek 

AmB-Ag okazało się skutecznym sposobem na zwiększenie efektywności dostarczania 

antybiotyku do komórek grzybów. Wyniki badań mają istotne znaczenie dla zrozumienia 

złożonych mechanizmów działania AmB i mogą przyczynić się do opracowania 

skuteczniejszych i bezpieczniejszych formulacji tego leku w przyszłości, co jest szczególnie 

ważne w kontekście rosnącej oporności grzybów na leki przeciwgrzybicze.  

Słowa kluczowe: Amfoterycyna B, Nanocząstki AmB-Ag, Błony lipidowe, Infekcje 

grzybicze, Candida albicans 
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Summary and keywords 

The doctoral thesis focuses on investigating the mechanism of action of amphotericin B 

(AmB), a popular antifungal antibiotic, with particular emphasis on its interactions with cell 

membranes. The main goal of the research was to better understand the molecular basis of 

AmB activity and the potential of AmB-silver hybrid nanoparticles (AmB-Ag) in enhancing 

antifungal efficacy. Using advanced molecular spectroscopy and imaging techniques, 

including time-resolved fluorescence microscopy (FLIM) and Raman spectroscopy, 

I analysed the interactions of AmB-Ag nanoparticles with Candida albicans fungal cells at 

the nanometre level. The studies showed that AmB-Ag nanoparticles exhibit exceptionally 

high antifungal efficacy while having low toxicity to human cells. A key finding was 

demonstrating that AmB penetrates lipid membranes only in the presence of ergosterol, the 

main sterol of fungal cell membranes. In ergosterol-containing membranes, AmB forms 

various molecular structures, including intramembrane clusters 20-50 nm in diameter and 

pores about 15 nm in diameter. The studies confirmed that AmB does not exist in membranes 

as a monomer, but takes on more complex forms of molecular organization in which dimers 

are the basic unit. The work provides new information on the molecular mechanism of action 

of amphotericin B, highlighting the role of cell membrane disintegration as a key factor in 

its antifungal activity. The use of AmB-Ag nanoparticles proved to be an effective way to 

increase the efficiency of antibiotic delivery to fungal cells. The results have significant 

implications for understanding the complex mechanisms of AmB action and may contribute 

to the development of more effective and safer formulations of this drug in the future, which 

is particularly important in the context of increasing fungal resistance to antifungal drugs.  

Key words: Amphotericin B, AmB-Ag nanoparticles, lipid membranes, Fungal 

infections, Candida albicans 
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1 Wstęp 

Infekcje grzybicze stały się w ostatnich dziesięcioleciach coraz częstszym 

i poważniejszym problemem zdrowotnym. Powszechne stosowanie antybiotyków, a także 

rosnąca populacja osób z obniżoną odpornością, stworzyły środowisko sprzyjające 

rozprzestrzenianiu się różnych gatunków grzybów patogennych dla człowieka. Antybiotyki, 

choć kluczowe w leczeniu infekcji bakteryjnych, mogą zaburzać delikatną równowagę 

ludzkiego mikrobiomu, umożliwiając rozwój oportunistycznych patogenów grzybowych.  

Jednym z głównych czynników zwiększających częstość występowania infekcji 

grzybiczych jest powszechne stosowanie antybiotyków o szerokim spektrum działania1,2.  

Antybiotyki mogą eliminować pożyteczne bakterie, które w warunkach fizjologicznych 

utrzymują populacje grzybów pod kontrolą, uniemożliwiając nadmierne namnażanie się 

grzybów oportunistycznych, m.in. z rodzaju Candida. Kandydoza związana z 

antybiotykami, stanowi coraz większy problem, szczególnie w warunkach szpitalnych u 

pacjentów z obniżoną odpornością, w tym chorych na nowotwory.  Ponadto, podatność na 

infekcje grzybicze zwiększa stosowanie leków immunosupresyjnych, m.in. u biorców 

przeszczepów3. 

Wpływ chorób grzybiczych na zdrowie człowieka jest znaczący, ale często 

niedoceniany. Inwazyjne infekcje grzybicze, takie jak aspergiloza, kryptokokoza 

i zygomikoza, mogą zagrażać życiu, szczególnie u osób z osłabionym układem 

odpornościowym1,3,4. C. albicans odpowiada za 70% przypadków grzybic inwazyjnych, 

których śmiertelność wynosi ok. 40%5. 

1.1  Motywacja 

Motywacja do badań nad amfoterycyną B wynika z kilku kluczowych czynników. 

Mimo wieloletniego stosowania w medycynie i wysokiej skuteczności przeciwko infekcjom 

grzybiczym, dokładne mechanizmy działania biologicznego AmB nie były dotychczas 

w pełni wyjaśnione i pozostawały przedmiotem dyskusji6. Jest to paradoksalne, biorąc pod 

uwagę, że lek ten jest stosowany od kilkudziesięciu lat i uważany za "złoty standard" 

w leczeniu inwazyjnych infekcji grzybiczych7. Istnieje kilka proponowanych mechanizmów 

działania AmB, w tym destabilizacja błon, sekwestracja steroli i tworzenie kanałów 

jonowych. Jednak nie jest jasne, który z tych mechanizmów jest głównie odpowiedzialny 

za efekty przeciwgrzybicze8,9. Ta niepewność zmotywowała mnie do dalszych badań, aby 
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wyjaśnić molekularne podstawy działania leku. Zrozumienie precyzyjnych interakcji 

molekularnych między AmB a błonami lipidowymi jest kluczowe dla opracowania 

ulepszonych formulacji leku o zmniejszonych toksycznych skutkach ubocznych dla 

pacjentów10. W tym celu wykorzystałem hybrydowe nanocząstki AmB-Ag (publikacja 1). 

AmB jest szeroko stosowanym antybiotykiem przeciwgrzybiczym, jednak jego stosowanie 

wiąże się z poważnymi skutkami ubocznymi. Dążyłem do znalezienia sposobu na 

zwiększenie skuteczności AmB przy jednoczesnym zmniejszeniu jego toksyczności. 

Wykorzystanie hybrydowych nanocząstek AmB-Ag miało na celu poprawę właściwości 

fizykochemicznych i biologicznych antybiotyku poprzez zapobieganie agregacji 

antybiotyku, co przekładało się na zwiększenie selektywności względem komórek 

grzybowych i zwierzęcych. Celem moich badań była ocena, czy nanocząstki AmB-Ag mogą 

skuteczniej pokonywać barierę ściany komórkowej grzybów w porównaniu do nie związanej 

AmB i dostarczać antybiotyk bezpośrednio do błony komórkowej. Zastosowanie 

zaawansowanych technik mikroskopowych i spektroskopowych umożliwiło bezpośrednią 

obserwację interakcji AmB z błonami lipidowymi na poziomie pojedynczych cząsteczek. 

W badaniach wykorzystałem szereg zaawansowanych technik, w tym mikroskopię 

obrazowania czasów życia fluorescencji (FLIM), mikroskopię emisji fluorescencji, 

mikroskopię Ramana, obrazowanie mikroskopowe pęcherzyków lipidowych oraz testy 

żywotności komórek. Technika FLIM pozwoliła na śledzenie dystrybucji i dynamiki AmB 

w komórkach w czasie rzeczywistym, co jest kluczowe dla zrozumienia mechanizmu 

działania antybiotyku11,12. Podobnie, spektroskopia emisji fluorescencji, która umożliwiła 

analizę stanu agregacji AmB13,14. Mikroskopia Ramana pozwoliła na identyfikację 

i lokalizację AmB w komórkach bez konieczności jej znakowania15,16. Obrazowanie 

mikroskopowe pęcherzyków lipidowych umożliwiło bezpośrednią obserwację oddziaływań 

AmB z modelowymi błonami lipidowymi które są kluczowymi narzędziami w badaniach 

nad strukturą i funkcją błon biologicznych16. Pozwalają one na analizę złożonych procesów 

zachodzących w błonach komórkowych. Testy żywotności komórek C. albicans były 

kluczowe dla oceny skuteczności przeciwgrzybowej AmB i AmB-Ag17,18. Synteza 

hybrydowych nanocząstek amfoterycyny B ze srebrem jest innowacyjnym podejściem do 

zwiększenia skuteczności przeciwgrzybiczej AmB. Tutaj i współpracownicy (2015) 

dokonali kompleksowej charakterystyki fizykochemicznej i biologicznej nanocząstek AmB-

Ag19. Każda z  wykorzystanych przeze mnie technik badawczych dostarczyła unikalnych 

informacji, które umożliwiły zrozumienie mechanizmu działania AmB i ocenę potencjału 

terapeutycznego nanocząstek AmB-Ag. AmB, mimo swojej skuteczności, jest znana 
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z poważnych efektów ubocznych, co ogranicza jej stosowanie. Dlatego badania nad 

mechanizmem jej działania mogą przyczynić się do opracowania bezpieczniejszych terapii. 

Złożona struktura molekularna AmB prowadzi do różnych interakcji w środowisku 

błonowym, które przejawiają się różnie w zależności od zastosowanych technik 

badawczych. Ta złożoność wymaga wieloaspektowego podejścia, aby w pełni wyjaśnić 

mechanizmy działania leku (Publikacja 2). Zaawansowane techniki obrazowania, takie jak 

mikroskopia sił atomowych i mikroskopia obrazowania czasów życia fluorescencji, pozwala 

na wizualizację różnorodnych interakcji AmB z modelowymi pojedynczymi błonami 

lipidowymi w wysokiej rozdzielczości w obrębie jednego badanego preparatu. Wyjaśnienie, 

w jaki sposób AmB wnika do błon i jaki jest późniejszy wpływ na strukturę i funkcję błon, 

może dostarczyć cennych informacji służących optymalizacji istniejących schematów 

leczenia grzybic układowych.  

1.2  Zarys prac 

Amfoterycyna B od ponad 60 lat pozostaje kluczowym antybiotykiem w leczeniu 

inwazyjnych zakażeń grzybowych20. Jednakże, jej toksyczność, zwłaszcza 

nefrotoksyczność, stanowi poważne ograniczenie w terapii. Najnowsze badania skupiają się 

na opracowaniu nowych formulacji i strategii podawania leku21,22, które mogłyby 

zminimalizować działania niepożądane przy zachowaniu skuteczności przeciwgrzybiczej10. 

Ponadto, rosnąca oporność na leki przeciwgrzybicze stanowi globalne zagrożenie dla 

zdrowia publicznego23. W tym kontekście, badania nad nowymi zastosowaniami 

amfoterycyny B, w tym jej potencjałem w leczeniu infekcji wirusowych i pasożytniczych, 

otwierają fascynujące perspektywy24,25. W poniższych punktach przedstawiłem etapy badań 

dotyczących mechanizmów działania amfoterycyny B, w oparciu o modelowe błony 

lipidowe oraz komórki Candida albicans.  

Artykuł 1. Amphotericin B-Silver Hybrid Nanoparticles Help to Unveil the Mechanism of 

Biological Activity of the Antibiotic: Disintegration of Cell Membranes. 

 

Cel pracy: 

• Analiza oddziaływania hybrydowych nanocząstek amfoterycyny B ze srebrem 

(AmB-Ag) z komórkami Candida albicans; 

• Analiza mechanizmu działania AmB-Ag na błony komórkowe grzybów. 

Metody badawcze: 
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• Technika mikroskopii i spektroskopii molekularnej, w tym obrazowanie czasów 

życia fluorescencji (FLIM) i spektroskopia ramanowska. 

Wyniki i wnioski: 

• AmB-Ag skutecznie przenika przez ścianę komórkową i dostarcza cząsteczki 

antybiotyku do błon komórkowych; 

• Dezintegracji błon komórkowych następuje w ciągu kilku minut po ekspozycji 

na AmB-Ag; 

• AmB-Ag wykazuje większą skuteczność grzybobójczą w porównaniu do wolnej 

AmB w badaniu przeżywalności komórek C. albicans. AmB-Ag w stężeniu 0,031 

µg/ml wykazuje 2,74-krotnie wyższą aktywność, natomiast w stężeniu 0,062 µg/ml 

aż 74,3-krotnie wyższą. 

Artykuł 2. How Does the Antibiotic Amphotericin B Enter Membranes and What Does It 

Do There?.  

 

Cel pracy: 

• Analiza procesu wnikania AmB do modelowych błon lipidowych zawierających 

ergosterol. 

Techniki badawcze: 

• Monowarstwy fosfolipidowe jako modelu błon grzybów; 

• Mikroskopia sił atomowych (AFM) i mikroskopia czasów życia fluorescencji 

(FLIM) wykorzystana do analizy organizacji molekularnej AmB w błonach. 

Wyniki i wnioski: 

• Formowanie wewnątrzbłonowych skupisk AmB o różnych rozmiarach oraz porów 

błonowych w obrębie pojedynczej próbki; 

• Identyfikacja różnych form organizacji molekularnej AmB w błonach (dimery, 

małe agregaty). 
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2 Wprowadzenie  

2.1  Zakażenia spowodowane Candida albicans 

Candida albicans jest grzybem komensalnym, który może powodować infekcje 

oportunistyczne u ludzi. Jest głównym patogenem odpowiedzialnym za różne formy 

kandydozy, od powierzchownych infekcji błon śluzowych po zagrażające życiu choroby 

inwazyjne26. Wyróżnić można trzy formy morfologiczne C. albicans: komórki 

drożdżopodobne (blastospory, ang. yeast cells), strzępki i pseudostrzępki [Ryc. 1]5. 

 

Ryc. 1 Candida albicans formy występowania w postaci strzępek, pseudostrzępek oraz blastospor. Na podstawie 5 

C. albicans posiada wiele czynników wirulencji, które przyczyniają się do jej 

patogenności26,27: 

• Adhezja: dzięki adhezynom C. albicans może przylegać do komórek gospodarza 

i urządzeń medycznych, ułatwiając ich kolonizację; 

• Biofilm: grzyb C. albicans może tworzyć biofilmy na tkankach gospodarza 

i urządzeniach medycznych, co czyni go odpornym na środki przeciwgrzybicze 

i obronę immunologiczną gospodarza; 

• Pleomorfizm: C. albicans może tworzyć różne formy morfologiczne: komórki 

drożdżopodobne, pseudostrzępki i strzępki, przy czym strzępki są bardziej inwazyjne 

i zdolne do penetracji tkanek; 
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• Wydzielanie enzymów hydrolitycznych: C. albicans wydziela enzymy, takie jak 

proteazy, fosfolipazy i lipazy, które ułatwiają inwazję i pozyskiwanie składników 

odżywczych z tkanek gospodarza; 

Objawy kliniczne spowodowane zakażeniem C. albicans5,28 

• Kandydoza jamy ustnej 

C. albicans jest głównym czynnikiem wywołującym kandydozę jamy ustnej, która może 

objawiać się w postaci rzekomobłoniastej (pleśniawki), rumieniowej lub hiperplastycznej. 

Czynniki ryzyka obejmują stosowanie protez zębowych, kserostomię, antybiotykoterapię 

i immunosupresję. 

• Kandydoza przewodu pokarmowego 

Przewód pokarmowy jest głównym rezerwuarem C. albicans. Infekcje mogą wystąpić 

z powodu dysbiozy, dysfunkcji immunologicznej lub zaburzenia bariery śluzówkowej, 

prowadząc do stanów, takich jak kandydoza przełyku, kandydoza żołądka i inwazyjna 

kandydoza. 

• Kandydemia i inwazyjna kandydoza 

C. albicans jest główną przyczyną kandydemii i inwazyjnej kandydozy, która może 

obejmować różne narządy, takie jak nerki, wątroba, śledziona, mózg i serce. Infekcje 

te wiążą się z wysoką śmiertelnością, szczególnie u osób z obniżoną odpornością. 

• Kandydoza sromu i pochwy 

C. albicans jest odpowiedzialny za większość przypadków kandydozy sromu i pochwy, 

powszechnej infekcji u kobiet w wieku rozrodczym. Czynniki ryzyka obejmują ciążę, 

cukrzycę i stosowanie antybiotyków. 

• Kandydoza skórna 

C. albicans może powodować różne infekcje skórne, w tym przewlekłą kandydozę 

śluzówkowo-skórną czy wyprzenia drożdżakowe, szczególnie u osób z upośledzoną 

odpornością komórkową oraz towarzyszyć m.in. pieluszkowemu zapaleniu skóry. 

Skuteczne leczenie zakażeń C. albicans obejmuje wczesną diagnostykę, odpowiednią 

terapię przeciwgrzybiczą i eliminację podstawowych czynników predysponujących do 

rozwoju zakażeń. Oporność na środki przeciwgrzybicze i dodatkowo obecność gatunków 
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Candida innych niż C. albicans stanowią kolejne wyzwania w leczeniu tych zakażeń. 

Lekami przeciwgrzybiczymi stosowanymi w drugim rzucie w przypadku zakażeń 

spowodowanych C. albicans są antybiotyki z grupy polienów29. 

2.2  Antybiotyki polienowe 

Antybiotyki polienowe, takie jak amfoterycyna B, to klasa środków przeciwgrzybiczych, 

które są szeroko stosowane w leczeniu różnych zakażeń grzybiczych.  

Działanie 

Działanie przeciwgrzybicze antybiotyków polienowych jest warunkowane przez 

wiązanie się z ergosterolem, głównym składnikiem błony komórkowej grzybów. Wiązanie 

to prowadzi do powstawania porów transmembranowych, co skutkuje wypływem 

składników komórkowych i ostatecznie powoduje śmierć komórki30,31. Struktura polienowa, 

charakteryzująca się szeregiem sprzężonych wiązań podwójnych, ma kluczowe znaczenie 

dla tego mechanizmu działania. W szczególności hydrofobowy region polienowy, który 

oddziałuje z dwuwarstwą lipidową zawierającą ergosterol, podczas gdy regiony hydrofilowe 

znajdujące się wewnątrz tworzonej struktury tworzą pory. Amfoterycyna B jako antybiotyk 

polienowy może powodować zmiany w przepuszczalności błon, co z kolei powoduje 

zaburzenia równowagi osmotycznej. W niskich stężeniach antybiotyku, w których tworzenie 

struktur molekularnych AmB nie jest możliwe, cząsteczki antybiotyku są zorientowane 

poziomo w stosunku do płaszczyzny błony i sprawiają, że błona jest bardziej zwarta i mniej 

przepuszczalna dla jonów. Kolejna z hipotez działania amfoterycyny opiera się 

na destabilizacji biomembran realizowanej poprzez sekwestrację ergosterolu z warstw 

lipidowych9. Specyficzność terapeutycznych polienów względem ergosterolu wynika 

z faktu, że ergosterol ma odmienną strukturę trójwymiarową w porównaniu do cholesterolu 

ssaków, która umożliwia lepsze wiązanie do hydrofobowej „kieszeni” polienów, takich jak 

AmB [Ryc. 2]. W wiązaniu AmB i ergosterolu odgrywają rolę trzy siły: siły Van der Waalsa, 

które są najsilniejsze, gdy obie cząsteczki są zorientowane współpłaszczyznowo 

i równolegle; sieć wiązań wodorowych między grupą 3β-OH sterolu i polarną grupą 

mykozaminy AmB oraz π-π oddziaływania elektronowe między łańcuchem bocznym 

ergosterolu i polienowym „ogonem” AmB. Ten ostatni, istotny „punkt przyłączenia” nie 

występuje, gdy AmB wiąże się z cholesterolem. Co więcej, interakcje Van Der Waalsa są 

słabsze między cholesterolem a AmB, ze względu na sigmoidalną konformację łańcucha 

bocznego sterolu31. 



Wprowadzenie 

 

15 

 

Specyficzne wiązanie, oraz wyższy stosunek ergosterolu do fosfolipidów w błonach 

komórkowych grzybów, w porównaniu do stosunku cholesterolu do fosfolipidów 

w  komórkach ssaków, wyjaśnia selektywność większości polienów do komórek grzybów31. 

 

Ryc. 2 Trójwymiarowy model amfoterycyny B (a) z cylindrycznym ergosterolem (b) i sigmoidalnym cholesterolem 

(c). Trzy rodzaje niekowalencyjnych oddziaływań między amfoterycyną B i ergosterolem. Na podstawie 31 

Zastosowanie 

Amfoterycyna B jest jednym z najczęściej stosowanych antybiotyków polienowych 

i jest uważana za złoty standard w leczeniu ciężkich ogólnoustrojowych zakażeń 

grzybiczych, w tym: 

• inwazyjnej kandydozy; 

• kryptokokowego zapalenia opon mózgowych; 

• inwazyjnej aspergilozy; 

• mukormykozy; 

• endemicznych grzybic (np. histoplazmozy, blastomykozy, kokcydioidomykozy). 

Inne antybiotyki polienowe, takie jak nystatyna i natamycyna, są stosowane głównie 

w miejscowych zakażeniach grzybiczych skóry, jamy ustnej i oczu31. 
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Przykłady antybiotyków polienowych 

• amfoterycyna B; 

• nystatyna; 

• natamycyna (pimarycyna); 

• kandydyna; 

• trichomycyna. 

Amfoterycyna B jest najczęściej stosowana w ogólnoustrojowych zakażeniach grzybiczych 

ze względu na jej szerokie spektrum działania i rzadką oporność patogenów30,31. 

Pochodzenie 

Antybiotyki polienowe są naturalnie wytwarzane przez różne gatunki bakterii 

z rodzaju Streptomyces30,31: 

• amfoterycyna B - Streptomyces nodosus; 

• nystatyna - Streptomyces noursei; 

• natamycyna - Streptomyces natalensis; 

• kandydyna - Streptomyces griseus; 

• trichomycyna - Streptomyces hachijoensis. 

Antybiotyki te zostały odkryte podczas badania próbek gleby pod kątem aktywności 

przeciwdrobnoustrojowej, co doprowadziło do izolacji i oczyszczenia tych związków 

z płynów pohodowlanych odpowiednich gatunków Streptomyces31,32. 

Chociaż antybiotyki polienowe, takie jak amfoterycyna B, są wysoce skuteczne 

w zwalczaniu patogenów grzybowych, ich stosowanie wiąże się ze znaczną toksycznością, 

zwłaszcza nefrotoksycznością. Wynika to z ich zdolności do wiązania się z cholesterolem 

w błonach komórkowych ssaków, co prowadzi do tworzenia porów w błonie, ale również 

aktywacji mechanizmów prowadzących do sekwestracji steroli oraz zaburzeń 

przepuszczalności błony komórkowej przez jej uszczelnienie, a w efekcie uszkodzenie 

komórek. Aby złagodzić te niekorzystne skutki, opracowano preparaty lipidowe, takie jak 

liposomalna amfoterycyna B (np. AmBisome, Abelcet), oferujące lepsze profile 

bezpieczeństwa przy jednoczesnym zachowaniu skuteczności przeciwgrzybiczej33–35. 

Inne strategie mające na celu zmniejszenie toksyczności obejmują opracowanie 

kompleksu lipidowego amfoterycyny B (ABLC) i koloidalnej dyspersji amfoterycyny B 
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(ABCD). Wykazano, że preparaty te zmniejszają nefrotoksyczność i reakcje związane 

z infuzją w porównaniu do konwencjonalnego dezoksycholanu amfoterycyny B36,37. 

Mechanizmy oporności 

Podobnie, jak w przypadku innych leków o działaniu przeciwgrzybowym, C. albicans 

może wykazywać oporność również na antybiotyki polienowe. Mechanizmy opornościowe 

są związane z31,38–40: 

• zmianą w procesie biosyntezy ergosterolu lub składu błon, zmniejszającą 

powinowactwo do wiązania polienów - mutacja w genach kodujących ergosterol 

skutkuje zamianą ergosterolu w błonie na inne sterole, np. lanosterol; 

• modyfikacją ściany komórkowej, polegającą głównie na zwiększeniu ilości β-1,3-

glukanu w ścianie komórkowej, zmniejszającą dostępność polienów do ich celu; 

• dezaktywacją lub degradacją cząsteczek polienów poprzez mechanizmy 

enzymatyczne; 

• mechanizm oporności związany z regulacją stresu oksydacyjnego. Grzyby, u których 

stwierdzono wyższy poziom enzymów antyoksydacyjnych, np. katalazy były 

bardziej oporne na działanie AmB ze względu na zdolność redukcji stresu 

oksydacyjnego wywołanego przez AmB, który mógłby doprowadzić do śmierci 

komórki; 

• udziałem białek szoku cieplnego Hsp90. 

Oporność na antybiotyki polienowe jest coraz większym problemem, szczególnie 

w przypadku gatunków Candida innych niż C. albicans i Aspergillus fumigatus, co 

podkreśla potrzebę rozsądnego stosowania i opracowywania nowych środków 

przeciwgrzybiczych41. 

Amfoterycyna B oddziałuje w inny sposób z cholesterolem w błonach komórkowych 

ssaków w porównaniu do jej interakcji z ergosterolem w błonach komórkowych grzybów42. 

Wiązanie AmB z cholesterolem w błonach komórkowych ssaków prowadzi do powstawania 

porów lub kanałów transbłonowych. Tworzenie porów zakłóca integralność błony i 

powoduje niekontrolowany wypływ składników komórkowych, przyczyniając się 

do toksyczności AmB u ludzi42,43. Powinowactwo wiązania AmB do cholesterolu jest niższe 

niż jego powinowactwo do ergosterolu. Ta różnica wynika z rozbieżności strukturalnych 
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między cholesterolem a ergosterolem, tj. w cząsteczce ergosterolu występuje dodatkowe 

wiązanie podwójne i grupa metylowa44,45. Symulacje dynamiki molekularnej wykazały, 

że cząsteczki AmB mogą łatwiej agregować i tworzyć kanały w obecności ergosterolu niż 

w obecności cholesterolu46. Tworzenie tych kanałów jest ułatwione przez specyficzne 

interakcje między AmB i ergosterolem44,45. W błonach zawierających cholesterol, AmB ma 

tendencję do przyjmowania bardziej wydłużonej konformacji, która jest mniej korzystna dla 

tworzenia kanałów w porównaniu do jej konformacji w błonach zawierających 

ergosterol44,45. Obecność cholesterolu może modyfikować dynamikę i orientację AmB 

w błonie, wpływając na jej zdolność do tworzenia stabilnych porów lub kanałów47. Niższe 

powinowactwo AmB do cholesterolu i mniejsza tendencja do tworzenia kanałów w błonach 

zawierających cholesterol przyczyniają się do niższej toksyczności AmB wobec komórek 

ssaków, w porównaniu z jej aktywnością przeciwgrzybiczą wobec komórek grzybów 

zawierających ergosterol44,45,47. 

Pomimo, że AmB może oddziaływać z cholesterolem i zaburzać funkcjonowanie 

błony w komórkach ssaków, jego selektywność wobec błon grzybowych zawierających 

ergosterol jest kluczowym czynnikiem w jego terapeutycznym zastosowaniu jako środka 

przeciwgrzybiczego. Zrozumienie molekularnych interakcji AmB z różnymi sterolami ma 

kluczowe znaczenie dla opracowania strategii poprawy jego selektywności i zmniejszenia 

toksyczności45,47. 

2.3  Błony komórkowe 

Błony komórkowe są fundamentem życia komórki, pełniąc kluczowe funkcje 

ochronne, transportowe, sygnalizacyjne oraz metaboliczne. Są one wysoce 

zorganizowanymi strukturami, składającymi się głównie z lipidów, białek i węglowodanów, 

co nadaje im m.in. właściwości półprzepuszczalne. Ta właściwość pozwala komórce na 

kontrolowaną wymianę substancji z otoczeniem, co jest niezbędne dla utrzymania 

homeostazy48. 

Podstawowym składnikiem błon komórkowych są fosfolipidy, takie jak 

fosfatydylocholina, fosfatydyloetanoloamina, fosfatydyloseryna i fosfatydyloinozytol, oraz 

sterole, takie jak cholesterol, który jest kluczowy dla stabilizacji błony oraz regulacji jej 

płynności49. Cholesterol zwiększa szczelność błony, co utrudnia przenikanie małych 

cząsteczek i jonów, jednocześnie nadając błonie elastyczność i odporność na zmiany 

temperatury. Dwuwarstwa ta jest dynamiczna, co umożliwia przemieszczanie się lipidów 
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i białek w płaszczyźnie błony. To właśnie model mozaiki płynnej, zaproponowany przez 

Singera i Nicolsona50, najlepiej opisuje tę strukturę. Białka błonowe, zarówno integralne, jak 

i peryferyjne, pełnią różnorodne funkcje, od transportu cząsteczek, przez katalizę reakcji 

chemicznych, po przekazywanie sygnałów z otoczenia komórki49. 

Ważnym aspektem funkcjonowania błon komórkowych jest ich płynność, która zależy 

od składu lipidowego i temperatury. Płynność błony wpływa na funkcje białek błonowych, 

co jest istotne dla procesów takich jak endocytoza, egzocytoza, czy fuzja błon49. Zmiany 

w składzie lipidowym błon mogą przyczyniać się do rozwoju zmian chorobowych, takich 

jak miażdżyca, choroba Alzheimera, nowotwory czy choroby zakaźne co podkreśla 

znaczenie badań nad biochemią błon komórkowych49.  

Błony komórkowe są również kluczowe dla sygnalizacji międzykomórkowej. 

Receptory na powierzchni błon komórkowych mogą wiązać się z ligandami, co inicjuje 

kaskady sygnalizacyjne wewnątrz komórki, prowadzące do odpowiednich reakcji 

biologicznych. Przykładem takiego mechanizmu jest sygnalizacja za pośrednictwem 

receptorów sprzężonych z białkami G, które odgrywają istotną rolę w licznych procesach 

fizjologicznych, w tym w regulacji pracy serca, funkcji immunologicznych oraz percepcji 

bodźców zmysłowych51. 

Komórki eukariotyczne posiadają różnorodne organella otoczone błonami, takie jak 

jądro, mitochondria, retikulum endoplazmatyczne i aparat Golgiego, co umożliwia 

oddzielenie różnych procesów metabolicznych w określonych obszarach komórki52. Na 

przykład mitochondria, otoczone dwiema błonami lipidowymi, są miejscem zachodzenia 

procesów oddychania komórkowego i produkcji ATP, a chloroplasty w komórkach 

roślinnych przeprowadzają fotosyntezę. 

Rola błon komórkowych w komunikacji między komórkami i adaptacji do 

zmieniających się warunków środowiskowych jest nie do przecenienia. Specjalne domeny 

błonowe, takie jak tratwy lipidowe, są zaangażowane w segregację i organizację 

komponentów błonowych, co wpływa na skuteczność przekazywania sygnałów53. 

2.4  Dwuwarstwy lipidowe 

Dwuwarstwy lipidowe są fundamentalnymi strukturami błon komórkowych, 

umożliwiającymi komórkom przetrwanie i funkcjonowanie w dynamicznym środowisku. 

Struktury te są zbudowane głównie z fosfolipidów, które charakteryzują się amfipatyczną 
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budową – posiadają hydrofilowe "głowy" i hydrofobowe "ogony"54. Dzięki tej budowie, 

fosfolipidy spontanicznie organizują się w środowisku wodnym w dwuwarstwy, 

z hydrofobowymi ogonami skierowanymi do wnętrza i hydrofilowymi głowami 

zwróconymi na zewnątrz, tworząc barierę oddzielającą wnętrze komórki od jej otoczenia50. 

Dwuwarstwy lipidowe cechują się dużą płynnością. Płynność ta pozwala na lateralną 

dyfuzję lipidów i białek w płaszczyźnie błony, co jest istotne dla funkcji takich jak transport 

substancji, sygnalizacja komórkowa i fuzja błon55. Na płynność błony wpływa skład 

lipidowy oraz temperatura otoczenia. Na przykład, cholesterol, obecny w błonie, może 

stabilizować dwuwarstwę lipidową, wpływając na jej płynność 49. Fosfolipidy, takie jak 

fosfatydylocholina i fosfatydyloseryna, są najczęściej występującymi lipidami w błonach 

eukariotycznych, podczas gdy glikolipidy i sfingolipidy pełnią szczególną rolę 

w sygnalizacji komórkowej i tworzeniu domen lipidowych56. 

Dwuwarstwy lipidowe integrują białka błonowe, które odgrywają kluczową rolę 

w transporcie cząsteczek przez błonę, katalizowaniu reakcji biochemicznych oraz 

przekazywaniu sygnałów. Białka integralne, pełniące role kanałów jonowych i receptorów, 

wbudowane są w dwuwarstwę lipidową, co umożliwia im interakcję zarówno 

z wewnętrznym, jak i zewnętrznym środowiskiem komórki57. Białka te mogą poruszać się 

w płaszczyźnie błony, co jest istotne dla ich funkcji w procesach takich jak przekazywanie 

sygnałów i transport substancji. 

Współczesne badania nad dwuwarstwami lipidowymi podkreślają ich dynamiczny 

i heterogeniczny charakter. Badania z wykorzystaniem technik obrazowania o wysokiej 

rozdzielczości, takich jak mikroskopia fluorescencyjna, wykazały, że dwuwarstwy lipidowe 

mogą mieć złożoną architekturę, którą tworzą różne domeny o odmiennych właściwościach 

fizykochemicznych58,59. Te odkrycia otwierają nowe perspektywy w zrozumieniu funkcji 

błon komórkowych i ich roli zarówno w prawidłowo funkcjonującym organizmie jak 

i chorobowo zmienionym. 

Przykładem mogą być tratwy lipidowe, które są bogate w sfingolipidy i cholesterol, 

tworzą mikrodomeny56. Zaburzenia w organizacji tych mikrodomen mogą prowadzić do 

chorób neurodegeneracyjnych i kardiologicznych60. Ponadto, dwuwarstwy lipidowe 

uczestniczą w procesach takich jak endocytoza i egzocytoza, które są kluczowe dla 

transportu makromolekuł i komunikacji międzykomórkowej61. 
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2.5  Modelowe błony lipidowe 

Modelowe systemy membranowe są kluczowymi narzędziami w badaniach nad 

strukturą i funkcją błon biologicznych. Pozwalają one na analizę złożonych procesów 

zachodzących w błonach komórkowych w uproszczonym i kontrolowanym środowisku. 

Jednym z podstawowych typów modelowych systemów membranowych są dwuwarstwy 

lipidowe. Mogą one występować w formie płaskich, osadzonych na podłożu dwuwarstw lub 

sferycznych pęcherzyków (liposomów). Systemy te umożliwiają badanie interakcji lipid-

lipid, płynności błon oraz zachowania fazowego62. Pęcherzyki lipidowe (liposomy) są 

szczególnie przydatne do analizy krzywizny błon, procesów fuzji oraz zachowania białek 

błonowych. Mogą one występować w różnych rozmiarach, od małych jednowarstwowych 

pęcherzyków (SUV),  przez średniej wielkości (LUV), do olbrzymich jednowarstwowych 

pęcherzyków (GUV) [Ryc. 3] 63. Dużą zaletą modelowych systemów membranowych jest 

możliwość odtworzenia asymetrii lipidowej charakterystycznej dla naturalnych błon 

komórkowych. Jak podkreślają Scott i współpracownicy, asymetria ta jest kluczowa dla 

wielu procesów biologicznych, ale jej odtworzenie w systemach modelowych stanowi wciąż 

duże wyzwanie64. Modelowe systemy membranowe znajdują szerokie zastosowanie 

w badaniach nad interakcjami lek-błona. Pozwalają one na analizę mechanizmów działania 

leków przeciwdrobnoustrojowych oraz przewidywanie ich farmakokinetyki62. Symulacje 

komputerowe stanowią cenne uzupełnienie tych badań. Umożliwiają one analizę dynamiki 

błon na poziomie molekularnym. Pomimo ogromnego postępu w tej dziedzinie, modelowe 

systemy membranowe wciąż mają pewne ograniczenia. Jednym z głównych wyzwań jest 

odtworzenie pełnej złożoności naturalnych błon biologicznych, w tym obecności 

różnorodnych białek błonowych i innych składników63,64. Modelowe systemy membranowe 

stanowią nieocenione narzędzie w badaniach nad biologią błon komórkowych. Dalszy 

rozwój tych systemów, w kierunku coraz lepszego odwzorowania złożoności naturalnych 

błon, pozwoli na jeszcze głębsze zrozumienie procesów komórkowych i może przyczynić 

się do opracowania nowych strategii terapeutycznych65. 
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Ryc. 3 Struktura jednowarstwowych liposomów. Na podstawie 66,67 
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3 Metody eksperymentalne 

3.1  Mikroskopia konfokalna 

Mikroskopia konfokalna to zaawansowana technika obrazowania, która 

zrewolucjonizowała badania biologiczne, oferując znaczącą poprawę rozdzielczości 

i kontrastu w porównaniu do tradycyjnej mikroskopii świetlnej68. Zasada działania 

mikroskopu konfokalnego opiera się na selektywnym oświetlaniu i detekcji światła 

z pojedynczej płaszczyzny ogniskowej próbki. W mikroskopie konfokalnym światło lasera 

jest skupiane przez obiektyw na małym obszarze próbki. Kluczowym elementem jest 

zastosowanie przesłony konfokalnej (pinhole) zarówno w ścieżce oświetlenia, jak i detekcji 

[Ryc. 4]. Przesłona w ścieżce oświetlenia zapewnia, że tylko mały punkt próbki jest 

oświetlany w danym momencie. Światło emitowane lub odbite od tego punktu jest następnie 

zbierane przez ten sam obiektyw i kierowane przez drugą przesłonę konfokalną do detektora. 

Ta druga przesłona odgrywa kluczową rolę, blokując światło pochodzące spoza płaszczyzny 

ogniskowej, co skutkuje eliminacją sygnału tła i poprawą rozdzielczości osiowej69. Obraz 

całej próbki jest tworzony poprzez skanowanie wiązki laserowej punkt po punkcie 

w płaszczyźnie XY. Po zeskanowaniu jednej płaszczyzny, płaszczyzna ogniskowa jest 

przesuwana w osi Z, co umożliwia uzyskanie trójwymiarowych rekonstrukcji badanych 

obiektów70. Najpopularniejszym jest tryb fluorescencyjny, gdzie próbka jest znakowana 

fluoroforami lub wykorzystywane są naturalne fluorofory występujące w badanym układzie, 

które po wzbudzeniu emitują światło o określonej długości fali. Innym trybem jest 

obrazowanie w świetle odbitym, przydatne w badaniach materiałów nieprzezroczystych. 

Rozdzielczość mikroskopu konfokalnego jest ograniczona dyfrakcyjnie, ale dzięki 

eliminacji światła spoza płaszczyzny ogniskowej, osiąga się znacznie lepszą rozdzielczość 

niż w mikroskopii szerokopolowej, szczególnie w osi Z. Przy użyciu obiektywu o wysokiej 

aperturze numerycznej teoretyczna rozdzielczość lateralna (XY) mikroskopu konfokalnego 

wynosi około 0,2 μm, a rozdzielczość osiowa (Z) około 0,5 μm 71. Zastosowanie mikroskopii 

konfokalnej w biologii jest niezwykle szerokie. Technika ta umożliwia obrazowanie żywych 

komórek i tkanek z wysoką rozdzielczością przestrzenną i czasową, co jest kluczowe 

w  badaniach dynamiki procesów komórkowych72. Ponadto, pozwala na analizę lokalizacji 

i interakcji białek w komórkach, dzięki zastosowaniu technik immunofluorescencji i białek 

fuzyjnych z fluorescencyjnymi znacznikami73. Mikroskopia konfokalna jest również 

niezastąpiona w badaniu struktury i funkcji organelli komórkowych, takich jak 
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mitochondria, aparat Golgiego czy jądro komórkowe74. W biologii rozwoju, umożliwia 

obserwację procesów rozwojowych organizmów modelowych, np. embriogenezy 

Drosophila melanogaster czy Danio rerio75. W badaniach roślin, technika ta znajduje 

zastosowanie w analizie struktury i funkcji tkanek roślinnych, w tym w badaniach nad 

transportem międzykomórkowym i reakcjami na stres środowiskowy76. Mikroskopia 

konfokalna jest również wykorzystywana w badaniach nad organizacją przestrzenną 

genomu w jądrze komórkowym poprzez techniki fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ 

(FISH) , a także w monitorowaniu zmian poziomu jonów wewnątrzkomórkowych, takich 

jak wapń, z wykorzystaniem fluorescencyjnych sond jonowych77,78. Jedną z kluczowych 

zalet mikroskopii konfokalnej jest możliwość obrazowania próbek biologicznych o dużej 

grubości bez konieczności ich fizycznego cięcia. Pozwala to na zachowanie integralności 

strukturalnej badanych obiektów i umożliwia obserwacje in vivo79. Rozwój technik 

mikroskopii konfokalnej, takich jak skanowanie wielopunktowe (ang. spinning disk 

confocal microscopy)80 czy mikroskopia konfokalna z super-rozdzielczością (np. STED - 

Stimulated Emission Depletion)81,82, jeszcze bardziej rozszerza możliwości badawcze 

w biologii. Mikroskopia konfokalna stała się nieodzownym narzędziem w nowoczesnych 

badaniach biologicznych, umożliwiając naukowcom głębsze zrozumienie struktury i funkcji 

komórek oraz tkanek na poziomie submikronowym. Jej ciągły rozwój i integracja z innymi 

technikami obrazowania otwierają nowe perspektywy w badaniach nad funkcjonowaniem 

organizmów żywych oraz ich oddziaływaniem ze środowiskiem zewnętrznym83. 
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Ryc. 4 Schemat działania konfokalnego mikroskopu świetlnego w którym znajduje się dodatkowa przesłona 
(pinhole). Na podstawie materiałów promocyjnych ZEISS (1). 

3.2  Mikroskopia Ramana 

Mikroskopia Ramana jest zaawansowaną metodą analityczną, która łączy tradycyjną 

mikroskopię optyczną ze spektroskopią Ramana, umożliwiając identyfikację chemiczną 

i analizę próbek na poziomie mikroskopowym. Technika ta oparta jest na zjawisku 

rozpraszania Ramana, odkrytym przez C.V. Ramana w 1928 roku, pozwala na badanie 

obiektów o rozmiarach 0,5 μm84. Zjawisko rozpraszania Ramana polega na nieelastycznym 

rozpraszaniu światła przez próbkę, gdzie niewielka część fotonów (około 1 na 106-107) 

zmienia swoją energię w sposób charakterystyczny dla określonych wiązań chemicznych 

i struktur molekularnych. Kiedy foton oddziałuje z cząsteczką, mogą wystąpić trzy 

scenariusze: rozpraszanie elastyczne (rozpraszanie Rayleigha), gdzie foton nie zmienia 

swojej energii po oddziaływaniu z cząsteczką i jest rozpraszany elastycznie; rozpraszanie 



Metody eksperymentalne 

 

26 

 

Stokesa, gdzie foton traci część swojej energii na rzecz cząsteczki, co skutkuje niższą energią 

fotonu rozproszonego i wzbudzonym stanem wibracyjnym cząsteczki; oraz rozpraszanie 

anty-Stokesa, gdzie foton zyskuje energię od cząsteczki znajdującej się w stanie 

wzbudzonym, co skutkuje wyższą energią fotonu rozproszonego85. Różnice energii między 

fotonem padającym a rozproszonym odpowiadają energiom przejść wibracyjnych 

w cząsteczkach, co umożliwia identyfikację związków chemicznych i badanie ich 

struktury86 [Ryc. 5]. Typowy układ mikroskopu Ramana składa się ze źródła światła 

laserowego, mikroskopu optycznego, może to również być układ konfokalny, 

monochromatora lub spektrografu, detektora (zwykle CCD) oraz systemu komputerowego 

służącego do analizy i interpretacji danych. Światło laserowe jest skupiane na próbce przez 

obiektyw mikroskopu, a rozproszone światło jest zbierane przez ten sam obiektyw 

i analizowane, dostarczając szczegółowych informacji o składzie chemicznym i strukturze 

badanego materiału87. 

 

Ryc. 5 Diagram Jabłońskiego pokazuje zmiany energii podczas rozpraszania Rayleigha i Ramana. S0, S1, S2 to 
typowe elektronowe poziomy energetyczne, z poziomami wibracyjnymi o wyższej energii. Na podstawie (2). 

Współczesna mikroskopia Ramana jest często stosowana w naukach biologicznych 

ze względu na jej łagodne działanie na próbkę (dzięki czułym detektorom intensywność 

światła laserowego może być zminimalizowana) i możliwość dostarczania szczegółowych 

informacji molekularnych bez konieczności użycia zewnętrznych znaczników lub 

barwników. Mikroskopia Ramana umożliwia analizowanie składu chemicznego 

pojedynczych komórek i ich organelli, umożliwiając badanie procesów biochemicznych w 

komórkach, identyfikację różnych typów komórek oraz obserwację zmian w komórkach w 

różnych warunkach87. Technika ta pozwala również na śledzenie in vivo obecności 
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metabolitów w żywych organizmach, dostarczając informacji o szlakach metabolicznych i 

reakcjach komórek na różne bodźce88. Mikroskopia Ramana jest także użyteczna w 

diagnostyce chorób umożliwiając identyfikację specyficznych sygnatur molekularnych 

związanych ze stanami patologicznymi, na przykład, pozwala odróżnić zdrowe tkanki od 

tkanek zmienionych nowotworowo na podstawie ich widm Ramana89. Technika ta jest 

również wykorzystywana do badania białek, kwasów nukleinowych, lipidów i innych 

biomolekuł, pomagając w zrozumieniu ich struktury, interakcji i funkcji w kontekście 

biologicznym86. 

Jedną z głównych zalet mikroskopii Ramana jest zachowanie natywnego stanu badanej 

próbki, ponieważ metoda ta nie wymaga wstępnego przygotowania (znakowania) mogącego 

zmienić jej właściwości. Technika ta eliminuje potrzebę używania barwników lub 

znaczników, co redukuje możliwość powstania artefaktów, a także zapewnia stosunkowo 

wysoką rozdzielczość przestrzenną, umożliwiając szczegółowe mapowanie przestrzenne 

próbki na poziomie mikroskopowym. Mikroskopia Ramana umożliwia analizę próbki 

w różnych stanach skupienia (stałym, ciekłym, gazowym) i warunkach środowiskowych 

(temperatura, ciśnienie). Jednym z głównych wyzwań jest zakłócenie (tło) fluorescencyjne, 

które może sprawić, że sygnał Ramana jest trudny do detekcji gdy intensywność 

fluorescencji jest zbyt duża, utrudniając interpretację danych. Jednak techniki, takie jak 

SERS (Surface-Enhanced Raman Spectroscopy) oraz stosowanie różnych (w szczególności 

bardziej długofalowych) długości fal laserowych mogą zniwelować ten problem90. 

Rozpraszanie Ramana jest ze swojej  natury mało wydajne, co wymaga czułych detektorów 

i zoptymalizowanych ustawień, aby zwiększyć wykrywalność sygnału. Nowoczesne 

mikroskopy Ramana są wysoce zautomatyzowane, umożliwiając szybkie przełączanie 

między laserami, automatyczne dostosowywanie filtrów i siatek oraz ciągłą kalibrację dla 

precyzyjnych pomiarów. Zaawansowane oprogramowanie umożliwia kompleksową analizę 

danych i tworzenie map chemicznych, co ułatwia szczegółowe i dokładne badania 

biologiczne84. 

3.3  Mikroskopia czasów życia fluorescencji  

Mikroskopia obrazowania czasów życia fluorescencji (FLIM) to zaawansowana 

technika mikroskopowa, która umożliwia badanie procesów zachodzących w próbkach 

biologicznych poprzez pomiar czasu życia fluorescencji. Zasada działania FLIM opiera się 

na pomiarze czasu, przez jaki cząsteczki pozostają w stanie wzbudzonym przed powrotem 

do stanu podstawowego. Czas życia fluorescencji (τ) definiuje się jako średni czas, w którym 
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intensywność fluorescencji emitera spada do poziomu 1/e po jego wzbudzeniu. Wzbudzenie 

próbki realizowane jest za pomocą krótkich impulsów świetlnych, najczęściej 

generowanych przez laser femtosekundowy lub pikosekundowy. Do detekcji stosuje się 

metodę skorelowanego czasowo zliczania pojedynczych fotonów (TCSPC), która rejestruje 

profile zaniku intensywności fluorescencji dla każdego piksela próbki. Analiza danych 

polega na tworzeniu mapy rozkładu długości czasu życia fluorescencji w badanej próbce12 

[Ryc. 6].  

 

Ryc. 6 Pomiar czasów start-stop w pomiarze fluorescencji z rozdzielczością czasową za pomocą 
TCSPC.  Na podstawie91. 

Technika FLIM znajduje szerokie zastosowanie w różnych dziedzinach nauki 

i medycyny. W badaniach biologicznych umożliwia analizę procesów zachodzących 

w żywych komórkach i tkankach, co jest niezwykle cenne dla zrozumienia funkcjonowania 

organizmów na poziomie molekularnym12. W diagnostyce medycznej technika FLIM może 

być wykorzystywana do wykrywania zmian patologicznych w tkankach, co ma potencjał 

w rozwoju nowych metod diagnostycznych92. Technika ta jest szczególnie przydatna 

w badaniach interakcji molekularnych, zwłaszcza z wykorzystaniem metody opartej o FRET 

(Förster Resonance Energy Transfer), gdyż pozwala na badanie oddziaływań między 

białkami z wysoką precyzją przestrzenną i czasową11. Ponadto, FLIM umożliwia analizę 

mikrośrodowiska, ponieważ czas życia fluorescencji zależy od warunków środowiskowych, 

takich jak pH, temperatura czy obecność jonów, co pozwala na ocenę tych parametrów w 

próbkach biologicznych93. FLIM oferuje szereg zalet w porównaniu do tradycyjnych technik 

mikroskopii fluorescencyjnej. Jedną z kluczowych cech jest niezależność (w większości 

przypadków) długości czasu życia fluorescencji od zmian intensywności oświetlenia czy 

rozpraszania światła, co przekłada się na większą dokładność i powtarzalność pomiarów. 

Dzięki temu FLIM staje się coraz bardziej popularnym narzędziem w zaawansowanych 
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badaniach biologicznych i medycznych. Technika ta umożliwia nie tylko wizualizację 

struktur komórkowych, ale także dostarcza informacji o dynamice procesów molekularnych 

zachodzących w czasie rzeczywistym. W kontekście badań biomedycznych, FLIM znalazła 

zastosowanie w analizie procesów apoptozy, badaniach metabolizmu komórkowego oraz w 

ocenie skuteczności terapii przeciwnowotworowych94. W dziedzinie neuronauki, FLIM 

wykorzystywana jest do badania funkcji synaps i dynamiki neurotransmiterów, co 

przyczynia się do lepszego zrozumienia procesów zachodzących w mózgu95. Warto 

podkreślić, że FLIM może być łączona z innymi technikami mikroskopowymi, takimi jak 

mikroskopia konfokalna czy wielofotonowa, co dodatkowo rozszerza możliwości badawcze. 

Połączenie FLIM z mikroskopią super-rozdzielczą otwiera nowe perspektywy w badaniach 

struktur subkomórkowych z niespotykaną dotąd precyzją92,96. W ostatnich latach obserwuje 

się również rozwój technik FLIM opartych na mikroskopii z wykorzystaniem siatki 

modyfikującej wiązkę lasera (ang. Structured Illumination Microscope) (SIM-FLIM), co 

pozwala na uzyskanie obrazów o wysokiej rozdzielczości przestrzennej przy jednoczesnym 

zachowaniu informacji o czasach życia fluorescencji97. Postęp technologiczny w dziedzinie 

detektorów i źródeł światła przyczynia się do ciągłego doskonalenia techniki FLIM. Nowe 

generacje kamer FLIM umożliwiają coraz szybszą akwizycję danych, co jest kluczowe dla 

badania dynamicznych procesów biologicznych. Rozwój laserów femtosekundowych 

i pikosekundowych pozwala na precyzyjniejsze wzbudzanie próbek, co przekłada się na 

lepszą jakość uzyskiwanych danych. Ponadto, postęp w dziedzinie analizy danych i uczenia 

maszynowego otwiera nowe możliwości w interpretacji złożonych zestawów danych FLIM, 

umożliwiając automatyczną klasyfikację tkanek czy detekcję subtelnych zmian 

w mikrośrodowisku komórkowym98. Wyzwaniem w stosowaniu techniki FLIM pozostaje 

interpretacja uzyskanych danych, szczególnie w przypadku złożonych systemów 

biologicznych, gdzie na czas życia fluorescencji może wpływać wiele czynników. Dlatego 

też, równolegle z rozwojem samej techniki, prowadzone są badania nad nowymi metodami 

analizy danych i modelowania matematycznego, które pozwalają na lepsze zrozumienie 

obserwowanych zjawisk99. Mimo tych wyzwań, FLIM pozostaje jedną z najbardziej 

obiecujących technik w dziedzinie obrazowania biomedycznego, oferując unikalne 

możliwości w badaniach nad funkcjonowaniem organizmów żywych na poziomie 

molekularnym. 
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3.4  Mikroskopia sił atomowych 

Mikroskopia sił atomowych (AFM - Atomic Force Microscopy) to technika obrazowania 

powierzchni materiałów z rozdzielczością na poziomie atomowym. Metoda ta opracowana 

w 1986 roku przez Gerd Binniga, Calvina Quate'a i Christopha Gerbera, stanowi przełom 

w dziedzinie nanotechnologii i badań powierzchni100. AFM umożliwia trójwymiarowe 

obrazowanie topografii powierzchni z niezwykłą precyzją, a także badanie właściwości 

mechanicznych, elektrycznych i magnetycznych materiałów w skali nanometrowej. Zasada 

działania AFM opiera się na pomiarze sił oddziaływania między ostrym zakończeniem 

sondy (zwanym ostrzem lub tipem) a powierzchnią badanej próbki. Ostrze, zazwyczaj 

wykonane z krzemu lub azotku krzemu, jest zamontowane na elastycznej dźwigni 

(cantilever). Podczas skanowania powierzchni próbki, siły działające między ostrzem 

a powierzchnią powodują ugięcie dźwigni. To ugięcie jest mierzone za pomocą 

precyzyjnego układu detekcji, najczęściej wykorzystującego odbicie wiązki laserowej od 

powierzchni dźwigni. Zmiany położenia odbitej wiązki lasera są rejestrowane przez 

fotodiodę, co pozwala na określenie topografii powierzchni z dokładnością do ułamków 

nanometra101[Ryc. 7].  

 

Ryc. 7 Zasada działania mikroskopu sił atomowych. Podczas skanowania próbki siłowniki piezoelektryczne 
działają w elektronicznej pętli sprzężenia zwrotnego, tak aby przesunąć końcówkę sondy (lub próbkę) bliżej lub 
dalej od siebie, w taki sposób aby utrzymać względną odległość końcówka sondy - próbka na stałej, zadanej 
wartości. Na podstawie (3). 

AFM może pracować w różnych trybach, z których najważniejsze to tryb kontaktowy, 

bezkontaktowy i przerywanego kontaktu (tapping mode). W trybie kontaktowym ostrze 

pozostaje w stałym kontakcie z powierzchnią, co umożliwia uzyskanie wysokiej 

rozdzielczości, ale może prowadzić do uszkodzenia delikatnych próbek lub sondy 
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pomiarowej. Tryb bezkontaktowy polega na utrzymywaniu ostrza w niewielkiej odległości 

od powierzchni, co minimalizuje ryzyko uszkodzenia próbki, ale może skutkować niższą 

rozdzielczością. Tryb przerywanego kontaktu stanowi kompromis między tymi dwoma 

podejściami, oferując dobrą rozdzielczość przy jednoczesnym zmniejszeniu ryzyka 

uszkodzenia próbki101. Zastosowania AFM są niezwykle szerokie i obejmują wiele dziedzin 

nauki i technologii. W biologii molekularnej i biochemii AFM wykorzystywane jest do 

badania struktur białek, kwasów nukleinowych i błon komórkowych z rozdzielczością 

nanometrową102. W nauce o materiałach AFM umożliwia charakteryzację powierzchni 

polimerów, metali, ceramiki i nanomateriałów, dostarczając informacji o ich topografii, 

chropowatości i właściwościach mechanicznych103. Jedną z kluczowych zalet AFM jest 

możliwość prowadzenia badań w różnych środowiskach, w tym w powietrzu, próżni 

i cieczach. Ta ostatnia cecha jest szczególnie istotna dla badań biologicznych, umożliwiając 

obserwację procesów zachodzących w warunkach zbliżonych do fizjologicznych. AFM 

pozwala również na manipulację pojedynczymi atomami i cząsteczkami, co otworzyło nowe 

możliwości w dziedzinie nanotechnologii i inżynierii molekularnej104. W ostatnich latach 

obserwuje się dynamiczny rozwój technik AFM. Wprowadzenie 

wysokoczęstotliwościowego AFM (HS-AFM) umożliwiło obrazowanie dynamicznych 

procesów biologicznych w czasie rzeczywistym, takich jak zmiany konformacyjne białek105. 

Połączenie AFM z innymi technikami, takimi jak spektroskopia Ramana (AFM-Raman) 

czy mikroskopia fluorescencyjna (AFM-FLIM), pozwala na jednoczesne uzyskiwanie 

informacji o topografii i właściwościach chemicznych badanych próbek106. Wyzwaniem 

w stosowaniu AFM pozostaje interpretacja uzyskanych danych, szczególnie w przypadku 

złożonych systemów biologicznych czy zaawansowanych nanomateriałów. Dlatego 

równolegle z rozwojem samej techniki prowadzone są badania nad nowymi metodami 

analizy danych i modelowania, które pozwalają na lepsze zrozumienie obserwowanych 

zjawisk na poziomie atomowym i molekularnym107. Mikroskopia sił atomowych stanowi 

potężne narzędzie badawcze, które zrewolucjonizowało nasze możliwości obrazowania 

i manipulacji materią na poziomie nanometrowym. Dzięki ciągłemu rozwojowi 

technologicznemu i metodologicznemu, AFM pozostaje kluczową techniką w naukach 

o materiałach, biologii molekularnej, nanotechnologii i wielu innych dziedzinach, 

przyczyniając się do postępu w zrozumieniu fundamentalnych procesów zachodzących 

w skali atomowej i molekularnej. 



Metody eksperymentalne 

 

32 

 

3.5  Technika Langmuir-Blodgett 

Technika Langmuir-Blodgett (LB) jest cennym narzędziem w badaniach biologicznych, 

umożliwiającym tworzenie i analizę modelowych błon biologicznych. Metoda ta pozwala 

na otrzymywanie uporządkowanych monowarstw lipidowych o ściśle kontrolowanym 

składzie i orientacji cząsteczek. Zasada działania techniki LB opiera się na właściwościach 

cząsteczek amfifilowych, które posiadają zarówno hydrofilową, jak i hydrofobową część. 

Proces tworzenia monowarstw rozpoczyna się od przygotowania roztworu amfifilowych 

cząsteczek (najczęściej lipidów) w lotnym rozpuszczalniku organicznym. Następnie roztwór 

nanosi się kroplami na powierzchnię wody w specjalnej wannie Langmuira. Po odparowaniu 

rozpuszczalnika, cząsteczki pozostają na powierzchni wody. Kolejnym etapem jest 

kompresja monowarstwy za pomocą ruchomych barierek, które powoli zmniejszają 

dostępną dla badanych cząstek powierzchnię, co prowadzi do zagęszczenia i samoistnego 

uporządkowania cząsteczek. Proces ten monitoruje się poprzez pomiar ciśnienia 

powierzchniowego. Ostatnim etapem jest przeniesienie uporządkowanej monowarstwy na 

stałe podłoże (np. szkło, krzem, mika) poprzez jego pionowe zanurzenie i wynurzenie. 

Proces ten można powtarzać, tworząc struktury wielowarstwowe108 [Ryc. 8].  

 

Ryc. 8 Warstwy Langmuira osadzają się na powierzchni podłoża stałego poprzez pionowe zanurzenie stałego 
podłoża z fazy gazowej do fazy ciekłej (lub odwrotnie). Na podstawie materiałów promocyjnych Biolin Scientific 
(4). 
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Zastosowania techniki LB w biologii są liczne i różnorodne. Jednym z głównych 

obszarów jest modelowanie błon biologicznych, co umożliwia badanie wpływu składu 

lipidowego na właściwości błon, analizę interakcji między różnymi klasami lipidów oraz 

tworzenie asymetrycznych błon modelowych, odzwierciedlających naturalne błony 

komórkowe109. Technika ta jest również niezastąpiona w badaniu interakcji lipid-białko, 

pozwalając na analizę mechanizmów wiązania białek peryferyjnych do błon, badanie 

wpływu białek na organizację lipidów w błonie oraz określanie roli specyficznych lipidów 

w funkcjonowaniu białek błonowych110. LB umożliwia także szczegółową analizę 

właściwości fizykochemicznych błon, w tym badanie przejść fazowych, określanie wpływu 

cholesterolu na płynność i uporządkowanie błon oraz analizę właściwości elektrycznych 

i mechanicznych monowarstw lipidowych111. Kolejnym ważnym zastosowaniem jest 

badanie wpływu czynników zewnętrznych na błony, takich jak analiza oddziaływania leków 

z błonami lipidowymi, badanie wpływu peptydów antybakteryjnych na integralność błon 

czy określanie mechanizmów działania toksyn i innych czynników zaburzających błony112. 

Technika LB znajduje również zastosowanie w konstruowaniu biosensorów, umożliwiając 

tworzenie układów do detekcji specyficznych cząsteczek, projektowanie czujników 

do monitorowania interakcji lek-błona oraz rozwój platform do badań przesiewowych 

nowych leków113. Technika LB jest również cennym narzędziem w badaniu procesów fuzji 

błon, umożliwiając analizę mechanizmów łączenia się błon lipidowych, badanie roli 

specyficznych lipidów w procesach fuzji oraz modelowanie procesów egzo- i endocytozy114. 

Dzięki swojej wszechstronności i precyzji, technika Langmuir-Blodgett pozostaje 

kluczowym narzędziem w badaniach nad błonami biologicznymi, umożliwiając nie tylko 

tworzenie uproszczonych modeli błon, ale także badanie złożonych interakcji 

molekularnych w kontrolowanych warunkach. Połączenie tej techniki z zaawansowanymi 

metodami analitycznymi, takimi jak mikroskopia sił atomowych (AFM) czy spektroskopia 

fluorescencyjna, otwiera nowe możliwości w zrozumieniu fundamentalnych procesów 

biologicznych zachodzących na poziomie błon komórkowych. 
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4 Amphotericin B-Silver Hybrid Nanoparticles Help to Unveil 

the Mechanism of Biological Activity of the Antibiotic: 

Disintegration of Cell Membranes  

Amfoterycyna B (AmB) jest powszechnie stosowanym antybiotykiem przeciwgrzybiczym, 

który od dziesięcioleci ratuje życie pacjentom z ciężkimi infekcjami grzybiczymi. Mimo 

długiej historii stosowania, dokładny mechanizm działania AmB na poziomie molekularnym 

wciąż pozostaje przedmiotem dyskusji naukowych. Wśród najczęściej rozważanych 

mechanizmów wymienia się tworzenie kanałów jonowych w błonach komórkowych oraz 

sekwestrację steroli błonowych. Zrozumienie tych mechanizmów ma kluczowe znaczenie 

nie tylko poznawcze, ale przede wszystkim praktyczne - pozwoliłoby na opracowanie 

skuteczniejszych i bezpieczniejszych form leku, ograniczając jego toksyczne działania 

niepożądane. W ostatnich latach uwagę naukowców przyciągnęły hybrydowe nanocząstki 

AmB ze srebrem (AmB-Ag), które wykazują wyjątkowo wysoką skuteczność 

przeciwgrzybiczą przy jednoczesnym zmniejszeniu toksyczności dla komórek ludzkich. 

Mechanizm działania tych nanocząstek nie został jednak w pełni wyjaśniony. Celem 

niniejszej pracy było zgłębienie molekularnych podstaw aktywności biologicznej AmB-Ag 

w odniesieniu do komórek Candida albicans. Zaawansowane techniki spektroskopii 

molekularnej i obrazowania, w tym mikroskopia fluorescencyjna z rozdzielczością czasową 

(FLIM) oraz mikrospektroskopia ramanowska, pozwoliły na analizę interakcji nanocząstek 

AmB-Ag z komórkami grzyba na poziomie nanometrowym. Badania te mają kluczowe 

znaczenie dla zrozumienia mechanizmu działania AmB oraz optymalizacji jego form 

farmaceutycznych, co może przyczynić się do opracowania skuteczniejszych 

i bezpieczniejszych terapii przeciwgrzybiczych.  

Badania rozpocząłem od syntezy nanocząstek AmB-Ag o średnicy około 7 nm, gdzie 

amfoterycyna B pełniła podwójną rolę - zarówno czynnika redukującego, jak 

i stabilizującego. Ta unikalna metoda syntezy pozwoliła na uzyskanie monodyspersyjnych 

nanocząstek o ściśle kontrolowanych właściwościach. W tym celu AmB została oczyszczona 

dwuetapowo: pierwsza faza polegała na oczyszczaniu na granicy faz woda-chloroform, zaś 

druga na oczyszczaniu metodą wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC ang. 

High-Performance Liquid Chromatography). Następnie zastosowałem zaawansowane 

techniki mikroskopowe i spektroskopowe do analizy interakcji AmB-Ag z układem 
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modelowym w postaci GUV wykonanych z DMPC (ang. 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-

phosphocholine) oraz Ergo (ergosterol).  

Badania wstępne 

W celu identyfikacji zjawisk zachodzących w układzie pomiarowym wykonałem 

pomiary kontrolne dla poszczególnych elementów układu pomiarowego w celu weryfikacji 

widm charakterystycznych dla tych komponentów [Ryc. 9; Ryc.10]. 

 

Ryc. 9 Widma Ramana dla pojedynczych elementów układu modelowego. Spektroskopia Ramana przy użyciu lasera 
458 nm. 
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Ryc. 10 Widma Ramana dla AmB oraz nonocząstek AmB-Ag wraz z widmem różnicowym w dolnym panelu. 

Spektroskopia Ramana przy użyciu lasera 458 nm. 

  

W następnym kroku dokonałem pomiarów układu modelowego w kilkudziesięciu 

powtórzeniach. Poniżej zamieszczam pomiar reprezentatywny [Ryc. 11].  
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Ryc. 11 Widmo Ramana dla układu modelowego w postaci GUV. Spektroskopia Ramana przy użyciu lasera 458 nm 
wykazała lokalizację Ag-AmB w warstwie lipidowej, potwierdzając ich silne powinowactwo do ergosterolu. Widmo 
Ramana dla nanocząstek AmB-Ag charakteryzuje się maksimum 1558cm-1. 

Analogicznie zostały wykonane badania wstępne z wykorzystaniem techniki FLIM 

[Ryc. 12] 

 

Ryc. 12 Obrazy mikroskopii fluorescencyjnej (FLIM) gigantycznych pęcherzyków jednowarstwowych (GUV) z 
ergosterolem przed i po dodaniu nanocząstek Ag-AmB skanowano laserem 405 nm. (a) intensywność czasów 
życia fluorescencji tuż po dodaniu nanocząstek Ag-AmB; (b) intensywność czasów życia fluorescencji dla czasów 
< 300 ps charakterystycznych dla nanocząstek Ag-AmB; (c) intensywność czasów życia fluorescencji dla czasów 
0,45 ns charakterystycznych dla amfoterycyny B. (d) intensywność czasów życia fluorescencji dla GUV bez 
dodanych nanocząstek Ag-AmB. 
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Badania te pozwoliły mi określić lokalizację i orientację cząsteczek AmB w błonie 

lipidowej. 

 Kolejnym etapem było wykorzystanie organizmu modelowego C. albicans jako 

naturalnego układu biologicznego. W tym celu drożdże C. albicans hodowano w podłożu 

YPD (1% ekstrakt drożdżowy, 2% pepton, 2% glukoza) w temperaturze 37 °C. 

W doświadczeniach wykorzystano drożdże w logarytmicznej fazie wzrostu. Następnie 

przeprowadzono badania mikroskopowe [Ryc. 13; Ryc. 14]. 

 

Ryc. 13 Spektroskopia Ramana przy użyciu lasera 458 nm wykazała lokalizację AmB-Ag wewnątrz komórek 
grzybów, potwierdzając ich silne powinowactwo do ergosterolu. Widmo Ramana dla nanocząstek Ag-AmB 
charakteryzuje się maksimum 1558cm-1. 



Amphotericin B-Silver Hybrid Nanoparticles Help to Unveil the Mechanism of 

Biological Activity of the Antibiotic: Disintegration of Cell Membranes 

 

39 

 

 

Ryc. 14 Czas życia fluorescencji wykazał, że gdy nanocząstki Ag-AmB zostały dodane do komórek grzybów Candida 
albicans, spowodowało to gwałtowne skrócenie czasu życia (górny panel). Dolny panel pokazuje rozmieszczenie w 
komórce nanocząstek Ag-AmB o charakterystycznym czasie życia <300 ps i utratę integralności błony komórkowej. 

Te komplementarne metody umożliwiły mi obserwację procesu przenikania AmB 

przez ścianę komórkową grzyba, wiązania się z błoną komórkową i strukturami 

wewnątrzkomórkowymi, a także monitorowanie dezintegracji błony komórkowej w czasie 

rzeczywistym. Kluczowym odkryciem było zaobserwowanie, że AmB w formie AmB-Ag 

może efektywnie pokonać barierę ściany komórkowej grzyba, co jest prawdopodobnie 

głównym powodem jej wyjątkowo wysokiej aktywności przeciwgrzybiczej. Po dotarciu do 

błony komórkowej, cząsteczki AmB odłączają się od nanocząstek srebra i wbudowują się 

w strukturę lipidową błony. Wykazałem, że proces ten zachodzi w ciągu kilku minut od 

ekspozycji komórek na AmB-Ag. Porównałem również aktywność AmB-Ag 

z konwencjonalną formą AmB, potwierdzając znacznie wyższą skuteczność hybrydowych 

nanocząstek w zwalczaniu grzybów. Przeprowadziłem testy przeżywalności komórek 

C. albicans po ekspozycji na różne stężenia obu form antybiotyku, co dostarczyło 

ilościowych danych potwierdzających przewagę AmB-Ag. Wyniki moich badań 

jednoznacznie wskazują, że jednym z głównych mechanizmów przeciwgrzybiczego 

działania AmB jest dezintegracja błony komórkowej. Proces ten zachodzi stosunkowo 

szybko po ekspozycji komórek na AmB-Ag, co prowadzi do wypływu zawartości komórki 

i ostatecznie do jej śmierci. Wykazałem, że kluczowym elementem wysokiej skuteczności 
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AmB-Ag jest zdolność do efektywnego pokonania bariery ściany komórkowej grzyba, a 

następnie szybkiego zaburzenia integralności błony komórkowej. 

Do oceny aktywności przeciwgrzybiczej Ag-Amb in vivo wobec grzyba C. albicans 

wybrałem gąsienice mola woskowego, Galleria mellonella.  powszechnie 

wykorzystywanego jako organizm modelowy w badaniach patogenezy grzybów C. 

albicans115. 

Gąsienicom G. mellonella podano w drodze iniekcji żywe komórki C. albicans w 

dawce 5×105, a następnie, po 2 godzinach, AmB-Ag w stężeniu odpowiadającym wartości 

10 MIC określonej in vitro. Prawdopodobieństwo przeżycia osobników zakażonych 

grzybem, a następnie poddanych działaniu AmB-Ag było istotnie statystycznie wyższe 

w porównaniu z larwami kontrolnymi, którym po zakażeniu podano roztwór 

woda:izopropanol, w którym były zawieszone cząstki AmB-Ag. Analiza przeżywalności 

wykazała, że prawdopodobieństwo przeżycia 60 h przez gąsienice, którym wstrzyknięto C. 

albicans, a następnie roztwór woda;izopropanol, wynosiło około 30%, natomiast larw, 

którym podano AmB-Ag około 55%. Prawdopodobieństwo przeżycia 100 h wynosiło około 

10% i 50%, odpowiednio dla zakażonych larw traktowanych roztworem woda;izopropanol 

i AmB-Ag. Wszystkie larwy zainfekowane C. albicans, którym następnie wstrzyknięto 

roztwór woda;izopropanol były martwe pod koniec obserwacji, po ok. 100 h. natomiast w 

tym samym czasie 50% larw, którym wstrzyknięto AmB-Ag, nadal żyło [Ryc. 15]. 
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Ryc. 15 Przeciwgrzybicze działanie AmB-Ag na modelu in vivo G. mellonella zakażonych uprzednio C. albicans. 
Larwom wstrzyknięto zawiesinę zawierającą komórki C. albicans, a po 2 godzinach inkubacji podano wodę lub 

roztwór woda;izopropanol (kontrola) lub AmB-Ag. Oceniono przeżywalność larw, a prawdopodobieństwo 
przeżycia oszacowano przy użyciu estymatora Kaplana-Meiera. Porównania przeżywalności między grupą 
kontrolną a badaną dokonano za pomocą testu log-rank. Stwierdzono istotną statystycznie różnicę między grupą 
kontrolną a grupą badaną. Wykres przedstawia wyniki z trzech niezależnych eksperymentów. 

 

Badania przeżywalności przeprowadzone przy użyciu owadziego organizmu 

modelowego  G. mellonella wskazały, że  AmB-Ag  wykazuje aktywność przeciwgrzybiczą 

in vivo wobec C. albicans w stężeniu odpowiadającym wartości 10 MIC określonej in vitro. 

Uzyskane wyniki potwierdzają także użyteczność tego modelu do testowania aktywności 

przeciwdrobnoustrojowej takich cząsteczek. 
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5 How Does the Antibiotic Amphotericin B Enter Membranes 

and What Does It Do There?  

Niniejszy artykuł przedstawia wyniki badań mających na celu wyjaśnienie, w jaki 

sposób cząsteczki AmB wnikają do błon lipidowych oraz jakie zmiany wywołują w ich 

strukturze. W tym celu, do analizy monowarstw lipidowych zawierających ergosterol 

zastosowano innowacyjne podejście, łączące różne techniki obrazowania, w tym 

mikroskopię sił atomowych i mikroskopię fluorescencyjną z rozdzielczością czasową. 

Badania te mają kluczowe znaczenie dla wyjaśnienia złożonych mechanizmów działania 

przeciwgrzybiczego AmB, co może przyczynić się do opracowania skuteczniejszych 

i bezpieczniejszych formulacji tego leku w przyszłości. Artykuł rzuca nowe światło na 

interakcje AmB z błonami lipidowymi, ujawniając wielorakie efekty strukturalne, które 

mogą leżeć u podstaw jego aktywności farmakologicznej.  

W tym artykule przedstawiłem wyniki badań mechanizmów, dzięki którym 

amfoterycyna B oddziałuje z błonami lipidowymi, szczególnie tymi zawierającymi 

ergosterol, kluczowy składnik błon komórkowych grzybów. Pierwszym etapem było 

scharakteryzowanie układów kontrolnych dla czystej monowarstwy z DOPC (ang. 1,2-

dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine), ergosterolu oraz AmB za pomocą techniki AFM 

[Ryc. 16]. 

 

Ryc. 16 Obrazy AFM dla układów kontrolnych wykazują brak oddziaływań lipid-AmB. 
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Wyniki obrazowania FLIM również nie wykazywały sygnału w przypadku kontroli 

złożonej z DOPC+AmB [Ryc. 17]. 

 

 

Ryc. 17 Układ kontrolnej monowarstwy DOPC+AmB w skali czasów życia fluorescencji. 

Wszystkie monowarstwy zostały nałożone na podłoże stałe przy ciśnieniu 25 [mN/m] 

które przyjmuje się za odpowiednik ciśnienia naturalnej błony biologicznej [Ryc. 18].  

 

Ryc. 18 Przebieg izotermy dla mieszaniny DOPC-Ergo w proporcjach 7/3. 
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Monowarstwy złożone z DOPC i ergosterolu wykorzystałem jako model błon 

lipidowych grzybów. Wnikanie AmB do tych błon zachodzi tylko w obecności ergosterolu. 

Mikroskopia sił atomowych (AFM) i mikroskopia obrazowania czasów życia fluorescencji 

(FLIM) ujawniły tworzenie wewnętrznych klastrów oraz stosunkowo dużych porów 

błonowych (~15 nm średnicy) [Ryc. 19].  

 

Ryc. 19 Topograficzny obraz AFM monowarstwy złożonej z DOPC i Ergo (7:3) wystawionej na działanie AmB 

pokazujący klastry (powyżej) i pory (poniżej). 

 

Wyniki moich badań wykazały wiele sposobów działania AmB, w tym destabilizację 

struktury błon i tworzenie porów transbłonowych działających jako pasywne kanały jonowe. 

Zastosowanie AFM zapewniło wysoką rozdzielczość przestrzenną, podczas gdy FLIM 

oferowało czułość na organizację molekularną. Na obrazach FLIM widoczne były struktury 

w obrębie fazy lipidowej tworzone przez AmB, co sugeruje obecność dimerów i małych 

agregatów molekularnych [Ryc. 20].  

  nm

  nm

-2 1 pm
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Ryc. 20 Obraz FLIM filmu pojedynczej warstwy złożonej z DOPC i Ergo (7:3) wystawionej na działanie AmB. 

Za pomocą obrazowania AFM wykazałem, że monowarstwy lipidowe bogate 

w ergosterol tworzą odrębne klastry po dłuższym okresie inkubacji w obecności AmB 

[Ryc. 21].  

 

Ryc. 21 Obraz topograficzny AFM bogatej w ergosterol monowarstwy lipidowej tworzącej wyraźne klastry po 
dłuższej inkubacji w obecności AmB. 

AmB nie występuje jako monomer w błonie, lecz formuje dimery i większe agregaty. 

Obecność ergosterolu jest kluczowa dla penetracji i tworzenia struktur wielocząsteczkowych 

przez AmB w błonach lipidowych. Złożona organizacja molekularna AmB znacząco 

wpływa na właściwości strukturalne i funkcjonalność błon biologicznych. Tworzenie 

klastrów i porów przez AmB może prowadzić do niekontrolowanego transportu jonów, 

Czas życia [ns]
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co wpływa na fizjologię komórek. Wyniki moich badań wyjaśniają wieloaspektowe 

mechanizmy, dzięki którym AmB oddziałuje z błonami lipidowymi grzybów. Wskazują 

także na rolę ergosterolu w ułatwieniu wnikania AmB do wnętrza komórki oraz 

wynikających z tego zmian strukturalnych w błonie, które są kluczowe dla jej efektów 

farmakologicznych. Odkrycia te mają istotne znaczenie dla przyszłego projektowania 

formulacji AmB z ograniczonymi efektami ubocznymi.  

  



How Does the Antibiotic Amphotericin B Enter Membranes and What Does It Do 

There? 

 

61 

 



How Does the Antibiotic Amphotericin B Enter Membranes and What Does It Do 

There? 

 

62 

 



How Does the Antibiotic Amphotericin B Enter Membranes and What Does It Do 

There? 

 

63 

 



How Does the Antibiotic Amphotericin B Enter Membranes and What Does It Do 

There? 

 

64 

 



How Does the Antibiotic Amphotericin B Enter Membranes and What Does It Do 

There? 

 

65 

 



How Does the Antibiotic Amphotericin B Enter Membranes and What Does It Do 

There? 

 

66 

 



How Does the Antibiotic Amphotericin B Enter Membranes and What Does It Do 

There? 

 

67 

 



How Does the Antibiotic Amphotericin B Enter Membranes and What Does It Do 

There? 

 

68 

 



How Does the Antibiotic Amphotericin B Enter Membranes and What Does It Do 

There? 

 

69 

 



How Does the Antibiotic Amphotericin B Enter Membranes and What Does It Do 

There? 

 

70 

 



How Does the Antibiotic Amphotericin B Enter Membranes and What Does It Do 

There? 

 

71 

 



How Does the Antibiotic Amphotericin B Enter Membranes and What Does It Do 

There? 

 

72 

 



How Does the Antibiotic Amphotericin B Enter Membranes and What Does It Do 

There? 

 

73 

 



How Does the Antibiotic Amphotericin B Enter Membranes and What Does It Do 

There? 

 

74 

 



How Does the Antibiotic Amphotericin B Enter Membranes and What Does It Do 

There? 

 

75 

 



How Does the Antibiotic Amphotericin B Enter Membranes and What Does It Do 

There? 

 

76 

 



How Does the Antibiotic Amphotericin B Enter Membranes and What Does It Do 

There? 

 

77 

 

 



 

78 

 

6 Dyskusja 

Wyniki moich badań dostarczają nowych informacji na temat mechanizmów działania 

amfoterycyny B, powszechnie stosowanego antybiotyku przeciwgrzybiczego. Pomimo 

wieloletniego stosowania w medycynie, dokładny mechanizm działania AmB na poziomie 

molekularnym pozostawał przedmiotem dyskusji naukowych116. Kluczowym odkryciem, 

przedstawionym w obu artykułach, jest jednoczesny, wieloaspektowy wpływ AmB na błony 

lipidowe zawierające ergosterol. Analiza obrazów FLIM wskazuje, że AmB wbudowana 

w błonę DOPC-Ergo nie jest rozmieszczona jednorodnie, ale raczej samoasocjuje w klastry 

o wymiarach w zakresie 250-750 nm. Analiza fluorescencji czasowo-rozdzielczej wykazała, 

że AmB w badanym układzie występuje w trzech formach organizacji molekularnej 

charakteryzujących się czasami życia fluorescencji τ₁ = 0,35 ns (12%), τ₂ = 1,8 ns (34%) i τ₃ 

= 6,8 ns (54%), przypisanymi odpowiednio małym agregatom (np. tetramerom), dimerom 

równoległym i dimerom antyrównoległym. Co ważne, amplitudy składowych czasu życia 

fluorescencji AmB w monowarstwie pokazują, że antybiotyk nie występuje w 

monowarstwie lipidowej jako monomer, a dimery są głównymi formami organizacji 

molekularnej w tym układzie pomiarowym. W badaniach monowarstw zaobserwowano 

również dwie zasadniczo różne formy organizacji molekularnej AmB w błonie, ważne z 

punktu widzenia relacji struktura-funkcja: wewnątrzbłonowe klastry oddzielone od fazy 

lipidowej (20 do 50 nm średnicy) i pory ~15 nm. Co ważne, AmB nie występuje jako 

monomer, ale przyjmuje bardziej złożone formy. Wnioskuje się, że składniki błony, 

prawdopodobnie lipidy i sterole, uczestniczą w tworzeniu i stabilizacji obserwowanych 

struktur. Obserwacje te są zgodne z wcześniejszymi badaniami sugerującymi, że AmB może 

destabilizować błony poprzez tworzenie kanałów jonowych lub sekwestrację steroli9,10. 

Ważnym odkryciem było potwierdzenie znaczenia ergosterolu dla aktywności  AmB. 

Wyniki badań zaprezentowane w obu artykułach potwierdzają, że obecność ergosterolu jest 

kluczowa dla efektywnego wnikania AmB do błon lipidowych. Efekty związane z AmB 

obserwuje się tylko w błonach lipidowych zawierających sterole. Dowodzi to, że sterole są 

niezbędnymi składnikami błon, które pozwalają cząsteczkom AmB przenikać do fazy 

lipidowej i zapewniają pionową orientację cząsteczek antybiotyku, wzdłuż osi prostopadłej 

do płaszczyzny błony. Jest to zgodne z innymi wynikami badaczy pokazującymi, że AmB 

ma wyższe powinowactwo do błon zawierających ergosterol niż cholesterol, co tłumaczy 

jego selektywną toksyczność wobec komórek grzybów117,118, oraz sugerują że AmB może 
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wpływać na morfologię powierzchni monowarstwy fosfolipidowo-sterolowej w zależności 

od zastosowanego sterolu119. Wszystkie te formy organizacji molekularnej AmB znacząco 

wpływają na właściwości strukturalne błon biologicznych, które są ważne z fizjologicznego 

punktu widzenia. Separacja faz błonowych, pojawiająca się jako klastry bogate w AmB, 

generuje granice międzyfazowe, które mogą ułatwiać niekontrolowany transport w poprzek 

błony małych cząsteczek, w tym jonów. Jeszcze większego ryzyka tego procesu można 

oczekiwać w obecności porów błonowych. Tworzenie struktur zewnątrzbłonowych wydaje 

się również ważne z biologicznego punktu widzenia. Prawdopodobnie reprezentują one 

formy organizacji molekularnej zidentyfikowane wcześniej jako bogate w sterole "gąbki" 

AmB które zostały zaobserwowane przez inne grupy naukowe8. Wyniki moich badań 

wykazały także, że AmB w połączeniu z nanocząstkami srebra (AmB-Ag) charakteryzuje 

się wyższą aktywnością przeciwgrzybową potwierdzoną badaniami przeżywalności na 

komórkach C. albicans. Sugeruje to, że nanocząstki mogą pełnić funkcję nośników 

ułatwiających przenikanie AmB przez ścianę komórkową grzybów. AmB-Ag nanocząstki 

mogą efektywnie przekraczać barierę ściany komórkowej grzybów, co umożliwia 

bezpośrednie działanie amfoterycyny B na błonę komórkową. Analiza obrazów FLIM 

wykazała, że nanocząstki AmB-Ag penetrują komórkę niemal natychmiast po ich aplikacji, 

wiążąc się z błoną komórkową oraz strukturami wewnątrzkomórkowymi. To odkrycie 

stanowi rozwinięcie badań wcześniej prowadzonych w naszej grupie badawczej, które 

sugerowały, że zdolność amfoterycyny B do tworzenia kanałów transbłonowych oraz jej 

interakcja ze sterolami błonowymi są głównymi mechanizmami odpowiedzialnymi za jej 

działanie przeciwgrzybowe10,19. Wpływ AmB na utratę integralności błony komórkowej C. 

albicans przedstawili również inni naukowcy za pomocą techniki patch-clamp dowodząc że 

dodanie AmB do komórki spowodowało spadek oporu na granicy, co wskazuje na 

zmniejszenie szczelności błony komórkowej120. Przedstawione badania mogą otwierać 

nowe możliwości w projektowaniu efektywniejszych formulacji AmB. Uzyskane wyniki 

wskazują, że AmB nie występuje w błonach jako monomer, ale raczej w formie dimerów i 

małych agregatów. Jest to zgodne z wcześniejszymi badaniami spektroskopowymi i 

sugeruje, że oligomeryzacja AmB może być istotna dla jej działania przeciwgrzybiczego117. 

Warto zauważyć, że przedstawione badania wykorzystują zaawansowane techniki 

obrazowania, takie jak mikroskopia sił atomowych (AFM) i mikroskopia fluorescencyjna 

czasów życia (FLIM), co pozwala na uzyskanie szczegółowych informacji o organizacji 

molekularnej AmB w błonach. Te metody uzupełniają wcześniejsze badania strukturalne 

prowadzone przez badaczy wykorzystujące spektroskopię NMR i modelowanie 
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molekularne, przedstawiając model kanału jonowego zbudowany z siedmiu cząsteczek AmB 

usytuowanego w poprzek błony lipidowej121,122.  

Podsumowując, przedstawione wyniki badań układów modelowych oraz C. albicans 

ukazują, że obecność AmB w błonie lipidowej zawierającej sterole powoduje wiele 

konsekwencji na poziomie organizacji molekularnej i właściwości strukturalnych błon. Co 

ważne, wszystkie one mogą upośledzać ich funkcjonalność biologiczną. Prowadzi to do 

wniosku, że molekularne podstawy działania farmakologicznego AmB są złożone i nie 

ograniczają się tylko do jednego mechanizmu. Chociaż obecne badanie ujawniło kilka 

efektów oddziaływania AmB z błoną, zdajemy sobie sprawę, że ze względu na specyfikę 

zastosowanych technik i ich rozdzielczość, kilka innych potencjalnych mechanizmów mogło 

nie zostać zaobserwowanych, np. tworzenie bardzo małych kanałów jonowych. 

Najwyraźniej stosunkowo złożona i specyficzna struktura molekularna samej AmB 

moduluje całą serię oddziaływań w środowisku błonowym, powodując jej znaczną 

reorganizację, która przejawia się na wiele różnych sposobów w zależności od zastosowanej 

techniki badawczej. Podsumowując, przedstawione badania dostarczają nowych informacji 

na temat złożonego mechanizmu działania amfoterycyny B na błony lipidowe. 

W niniejszych pracach wskazano, że AmB może tworzyć różnorodne struktury w błonach, 

w tym klastry wewnątrzbłonowe, pory oraz potencjalne "gąbki" sterolowe. Wszystkie 

te efekty mogą przyczyniać się do destabilizacji błon i zaburzenia ich funkcji. 

Ta wielopłaszczyznowość działania może stanowić wyjaśnienie dla wysokiej skuteczności 

AmB wobec komórek grzyba oraz trudności w rozwoju oporności na ten antybiotyk. Dalsze 

badania powinny skupić się na dokładniejszym określeniu struktury i dynamiki kompleksów 

AmB-ergosterol w błonach lipidowych oraz na optymalizacji formulacji AmB w celu 

zwiększenia jego skuteczności i zmniejszenia toksyczności. Wykorzystanie 

nanotechnologii, jak pokazano w przypadku AmB-Ag, może być obiecującym kierunkiem 

w rozwoju nowych, bardziej efektywnych terapii przeciwgrzybiczych. 
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  Podsumowanie i Wnioski  

Publikacja 1 

Artykuł przedstawia badania nad mechanizmem działania amfoterycyny B (AmB) - 

popularnego antybiotyku przeciwgrzybiczego, w formie hybrydowych nanocząstek 

z srebrem (AmB-Ag). Główne wnioski: 

• Kluczowym mechanizmem działania AmB-Ag jest zdolność do efektywnego 

przekraczania bariery ściany komórkowej grzybów i dostarczania cząsteczek 

antybiotyku bezpośrednio do błony komórkowej. 

• Po dotarciu do błony komórkowej, cząsteczki AmB odłączają się od nanocząstek srebra 

i wbudowują się w strukturę błony lipidowej. 

• Głównym mechanizmem przeciwgrzybiczego działania AmB jest dezintegracja błony 

komórkowej, co prowadzi do śmierci komórki grzyba. Proces ten zachodzi w ciągu kilku 

minut. 

• Zastosowanie technik spektroskopii i obrazowania molekularnego (FLIM, spektroskopia 

Ramana) pozwoliło na szczegółową analizę interakcji AmB-Ag z komórkami Candida 

albicans na poziomie molekularnym. 

Badania te przyczyniły się do lepszego zrozumienia mechanizmu działania AmB, co może 

pomóc w opracowaniu skuteczniejszych i bezpieczniejszych form tego antybiotyku. 

Podsumowując, praca dostarcza nowych informacji na temat molekularnego mechanizmu 

działania amfoterycyny B, podkreślając rolę dezintegracji błony komórkowej jako 

kluczowego czynnika w jej aktywności przeciwgrzybiczej. Wykorzystanie nanocząstek 

AmB-Ag okazało się skutecznym sposobem na zwiększenie efektywności dostarczania 

antybiotyku do komórek grzybów.  

Publikacja 2.  

Artykuł przedstawia badania nad mechanizmem działania amfoterycyny B, popularnego 

antybiotyku przeciwgrzybiczego. Główne wnioski z badań: 

• AmB w badanym układzie modelowym wnika do błony lipidowej tylko w obecności 

ergosterolu, głównego sterolu błon komórkowych grzybów. 
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• W błonach zawierających ergosterol, AmB tworzy jednocześnie różne struktury 

molekularne: 

• Wewnątrzbłonowe skupiska o średnicy 20-50 nm, składające się głównie 

z dimerów AmB; 

• Pory o średnicy około 15 nm. 

• AmB nie występuje w błonach jako monomer, lecz przyjmuje bardziej złożone formy 

organizacyjne, w których podstawową jednostką są dimery; 

• W tworzeniu i stabilizacji obserwowanych struktur prawdopodobnie uczestniczą lipidy 

i sterole błonowe; 

• Wszystkie zaobserwowane formy organizacji molekularnej AmB znacząco wpływają na 

właściwości strukturalne błon biologicznych, co może zaburzać ich funkcjonalność 

fizjologiczną. 

Podsumowując, badania wykazały, że mechanizm działania AmB jest złożony i obejmuje 

wiele różnych efektów na poziomie molekularnym. Obejmują one tworzenie skupisk 

wewnątrzbłonowych, porów oraz prawdopodobnie struktur pozabłonowych. Wszystkie te 

efekty mogą przyczyniać się do aktywności przeciwgrzybiczej AmB poprzez zaburzanie 

integralności i funkcji błon komórkowych grzybów. Wyniki te sugerują, że skuteczność 

AmB wynika z jednoczesnego działania kilku mechanizmów, a nie jednego dominującego 

efektu.   
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