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Streszczenie i stowa kluczowe

Praca doktorska koncentruje si¢ na badaniu mechanizmoéow dziatania amfoterycyny B
(AmB), popularnego antybiotyku przeciwgrzybiczego, ze szczegdlnym uwzglednieniem
jego interakcji z btonami komorkowymi. Gléwnym celem badan bylo szczegélowe
wyjasnienie molekularnych podstaw aktywnosci AmB oraz analiza potencjatu
przeciwgrzybowego hybrydowych nanoczastetk AmB ze srebrem (AmB-Ag).
Wykorzystujac zaawansowane techniki spektroskopii molekularnej 1 obrazowania, w tym
czasowo rozdzielczg mikroskopie fluorescencyjng (FLIM) oraz spektroskopi¢ ramanowska,
poddano analizie interakcje nanoczastek AmB-Ag z komérkami grzyba Candida albicans.
W badaniach wykazano, ze nanoczastki AmB-Ag wykazuja wyjatkowo wysoka skutecznos¢
przeciwgrzybicza przy jednoczesnej niskiej toksycznosci dla komorek ludzkich.
Kluczowym odkryciem byto wykazanie, ze AmB wnika do blon lipidowych tylko
w obecnos$ci ergosterolu, glownego sterolu bton komoérkowych grzybow. W blonach
zawierajacych ergosterol, AmB tworzy rdézne struktury molekularne, w tym
wewnatrzbtonowe skupiska o $rednicy 20-50 nm oraz pory o srednicy okoto 15 nm. Badania
potwierdzity, ze AmB nie wystepuje w btonach jako monomer, lecz przyjmuje bardziej
ztozone formy organizacji molekularnej, w ktorych podstawowa jednostka sa dimery.
Niniejsza praca dostarcza nowych informacji na temat molekularnego mechanizmu
dziatania amfoterycyny B, wskazujac na role dezintegracji blony komoérkowej jako
kluczowego czynnika w jej aktywno$ci przeciwgrzybiczej. Wykorzystanie nanoczgstek
AmB-Ag okazato si¢ skutecznym sposobem na zwigkszenie efektywnos$ci dostarczania
antybiotyku do komoérek grzyboéw. Wyniki badan majg istotne znaczenie dla zrozumienia
ztozonych mechanizméw dziatania AmB 1 moga przyczyni¢ si¢ do opracowania
skuteczniejszych 1 bezpieczniejszych formulacji tego leku w przysztosci, co jest szczegolnie

wazne w konteks$cie rosngcej opornosci grzybow na leki przeciwgrzybicze.

Stowa kluczowe: Amfoterycyna B, Nanoczastki AmB-Ag, Btony lipidowe, Infekcje

grzybicze, Candida albicans



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



1 Wstep

Infekcje grzybicze staly si¢ w ostatnich dziesigcioleciach coraz czestszym
1 powazniejszym problemem zdrowotnym. Powszechne stosowanie antybiotykéw, a takze
rosngca populacja 0s6b z obnizong odpornoscia, stworzyly S$rodowisko sprzyjajace
rozprzestrzenianiu si¢ r6znych gatunkow grzybow patogennych dla cztowieka. Antybiotyki,
cho¢ kluczowe w leczeniu infekcji bakteryjnych, moga zaburza¢ delikatng réwnowage

ludzkiego mikrobiomu, umozliwiajgc rozwdj oportunistycznych patogenow grzybowych.

Jednym z glownych czynnikow zwigkszajacych czgstos¢ wystepowania infekcji
grzybiczych jest powszechne stosowanie antybiotykéw o szerokim spektrum dzialania'?.
Antybiotyki moga eliminowa¢ pozyteczne bakterie, ktore w warunkach fizjologicznych
utrzymujg populacje grzyboéw pod kontrola, uniemozliwiajgc nadmierne namnazanie si¢
grzybow oportunistycznych, m.in. z rodzaju Candida. Kandydoza zwigzana z
antybiotykami, stanowi coraz wigkszy problem, szczegolnie w warunkach szpitalnych u
pacjentoOw z obnizong odporno$cig, w tym chorych na nowotwory. Ponadto, podatnos$¢ na
infekcje grzybicze zwigksza stosowanie lekow immunosupresyjnych, m.in. u biorcow

przeszczepow”.

Wplyw chorob grzybiczych na zdrowie czlowieka jest znaczacy, ale czesto
niedoceniany. Inwazyjne infekcje grzybicze, takie jak aspergiloza, kryptokokoza
1 zygomikoza, moga zagraza¢ zyciu, szczegdlnie u o0s6b z ostabionym uktadem
odpornosciowym!>*. C. albicans odpowiada za 70% przypadkéow grzybic inwazyjnych,

ktorych $miertelno$¢ wynosi ok. 40%°.

1.1 Motywacja

Motywacja do badan nad amfoterycyna B wynika z kilku kluczowych czynnikow.
Mimo wieloletniego stosowania w medycynie 1 wysokiej skutecznos$ci przeciwko infekcjom
grzybiczym, dokladne mechanizmy dziatania biologicznego AmB nie byly dotychczas
w pelni wyjasnione i pozostawaly przedmiotem dyskusji®. Jest to paradoksalne, biorgc pod
uwage, ze lek ten jest stosowany od kilkudziesigciu lat i uwazany za "zloty standard"
w leczeniu inwazyjnych infekcji grzybiczych’. Istnieje kilka proponowanych mechanizméw
dziatania AmB, w tym destabilizacja blon, sekwestracja steroli i tworzenie kanatow
jonowych. Jednak nie jest jasne, ktory z tych mechanizmoéw jest gtdéwnie odpowiedzialny

za efekty przeciwgrzybicze®’. Ta niepewno$¢ zmotywowata mnie do dalszych badan, aby
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wyjasni¢ molekularne podstawy dziatania leku. Zrozumienie precyzyjnych interakcji
molekularnych miedzy AmB a blonami lipidowymi jest kluczowe dla opracowania
ulepszonych formulacji leku o zmniejszonych toksycznych skutkach ubocznych dla
pacjentow'’. W tym celu wykorzystalem hybrydowe nanoczgstki AmB-Ag (publikacja 1).
AmB jest szeroko stosowanym antybiotykiem przeciwgrzybiczym, jednak jego stosowanie
wigze si¢ z powaznymi skutkami ubocznymi. Dazylem do znalezienia sposobu na
zwigkszenie skutecznosci AmB przy jednoczesnym zmniejszeniu jego toksycznosci.
Wykorzystanie hybrydowych nanoczastek AmB-Ag miato na celu poprawe wilasciwosci
fizykochemicznych 1 biologicznych antybiotyku poprzez zapobieganie agregacji
antybiotyku, co przektadato si¢ na zwigkszenie selektywnosci wzgledem komorek
grzybowych i zwierzecych. Celem moich badan byta ocena, czy nanoczastki AmB-Ag moga
skuteczniej pokonywac bariere sciany komorkowej grzybow w poréwnaniu do nie zwigzanej
AmB 1 dostarcza¢ antybiotyk bezposrednio do blony komodrkowej. Zastosowanie
zaawansowanych technik mikroskopowych i spektroskopowych umozliwito bezposrednia
obserwacje¢ interakcji AmB z btonami lipidowymi na poziomie pojedynczych czasteczek.
W badaniach wykorzystatem szereg zaawansowanych technik, w tym mikroskopie
obrazowania czasow zycia fluorescencji (FLIM), mikroskopi¢ emisji fluorescencji,
mikroskopi¢ Ramana, obrazowanie mikroskopowe pecherzykow lipidowych oraz testy
zywotno$ci komorek. Technika FLIM pozwolita na §ledzenie dystrybucji 1 dynamiki AmB
w komorkach w czasie rzeczywistym, co jest kluczowe dla zrozumienia mechanizmu
dzialania antybiotyku'"'?. Podobnie, spektroskopia emisji fluorescencji, ktora umozliwita
analiz¢ stanu agregacji AmB'*'*. Mikroskopia Ramana pozwolila na identyfikacje

1516 Obrazowanie

1 lokalizacjc AmB w komorkach bez koniecznosci jej znakowania
mikroskopowe pecherzykow lipidowych umozliwito bezposrednig obserwacje oddziatywan
AmB z modelowymi blonami lipidowymi ktore sa kluczowymi narzedziami w badaniach
nad strukturg i funkcjg bton biologicznych!®. Pozwalaja one na analize ztozonych procesow
zachodzacych w btonach komorkowych. Testy zywotnosci komorek C. albicans byly

kluczowe dla oceny skuteczno$ci przeciwgrzybowej AmB i AmB-Ag'™".

Synteza
hybrydowych nanoczastek amfoterycyny B ze srebrem jest innowacyjnym podejsciem do
zwigkszenia skutecznos$ci przeciwgrzybicze] AmB. Tutaj 1 wspotpracownicy (2015)
dokonali kompleksowej charakterystyki fizykochemicznej i biologicznej nanoczastek AmB-
Ag'. Kazda z wykorzystanych przeze mnie technik badawczych dostarczyta unikalnych

informacji, ktore umozliwity zrozumienie mechanizmu dziatania AmB i1 ocen¢ potencjatu

terapeutycznego nanoczastek AmB-Ag. AmB, mimo swojej skutecznosci, jest znana
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z powaznych efektow ubocznych, co ogranicza jej stosowanie. Dlatego badania nad
mechanizmem jej dzialania mogg przyczyni¢ si¢ do opracowania bezpieczniejszych terapii.
Ztozona struktura molekularna AmB prowadzi do réznych interakcji w $rodowisku
btonowym, ktore przejawiaja si¢ roznie w zaleznosci od zastosowanych technik
badawczych. Ta ztozono$¢ wymaga wieloaspektowego podejscia, aby w pelni wyjasnicé
mechanizmy dziatania leku (Publikacja 2). Zaawansowane techniki obrazowania, takie jak
mikroskopia sit atomowych i mikroskopia obrazowania czaséw zycia fluorescencji, pozwala
na wizualizacj¢ réznorodnych interakcji AmB z modelowymi pojedynczymi btonami
lipidowymi w wysokiej rozdzielczosci w obrgbie jednego badanego preparatu. Wyjasnienie,
w jaki sposob AmB wnika do bton 1 jaki jest pdzniejszy wptyw na strukture 1 funkcje blon,
moze dostarczy¢ cennych informacji shluzacych optymalizacji istniejagcych schematow

leczenia grzybic uktadowych.

1.2 Zarys prac

Amfoterycyna B od ponad 60 lat pozostaje kluczowym antybiotykiem w leczeniu
inwazyjnych  zakazen  grzybowych®. Jednakze, jej toksyczno$¢, zwlaszcza
nefrotoksycznos$¢, stanowi powazne ograniczenie w terapii. Najnowsze badania skupiajg si¢

na opracowaniu nowych formulacji i strategii podawania leku?!-??

, ktore moglyby
zminimalizowa¢ dziatania niepozadane przy zachowaniu skuteczno$ci przeciwgrzybiczej'’.
Ponadto, rosngca opornos¢ na leki przeciwgrzybicze stanowi globalne zagrozenie dla
zdrowia publicznego™. W tym kontekécie, badania nad nowymi zastosowaniami
amfoterycyny B, w tym jej potencjatem w leczeniu infekcji wirusowych 1 pasozytniczych,
otwierajg fascynujace perspektywy***. W ponizszych punktach przedstawitem etapy badan
dotyczacych mechanizméw dzialania amfoterycyny B, w oparciu o modelowe blony
lipidowe oraz komoérki Candida albicans.

Artykut 1. Amphotericin B-Silver Hybrid Nanoparticles Help to Unveil the Mechanism of
Biological Activity of the Antibiotic: Disintegration of Cell Membranes.

Cel pracy:

e Analiza oddziatywania hybrydowych nanoczastek amfoterycyny B ze srebrem
(AmB-Ag) z komérkami Candida albicans;

e Analiza mechanizmu dzialania AmB-Ag na btony komdrkowe grzybow.

Metody badawcze:

10
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o Technika mikroskopii i spektroskopii molekularnej, w tym obrazowanie czasow

zycia fluorescencji (FLIM) i spektroskopia ramanowska.
Wyniki i wnioski:

o AmB-Ag skutecznie przenika przez Sciang komorkowa i dostarcza czasteczki
antybiotyku do bton komorkowych;

o Dezintegracji bton komoérkowych nastepuje w ciagu kilku minut po ekspozycji
na AmB-Ag;

e« AmB-Ag wykazuje wigkszg skutecznos$¢ grzybobojcza w porownaniu do wolnej
AmB w badaniu przezywalnosci komorek C. albicans. AmB-Ag w stezeniu 0,031
ug/ml wykazuje 2,74-krotnie wyzszg aktywnos¢, natomiast w stezeniu 0,062 pg/ml
az 74,3-krotnie wyzszg.

Artykut 2. How Does the Antibiotic Amphotericin B Enter Membranes and What Does It
Do There?.

Cel pracy:
e Analiza procesu wnikania AmB do modelowych bton lipidowych zawierajacych
ergosterol.

Techniki badawcze:

e Monowarstwy fosfolipidowe jako modelu bton grzybow;
e Mikroskopia sit atomowych (AFM) i mikroskopia czasoéw zycia fluorescenciji

(FLIM) wykorzystana do analizy organizacji molekularnej AmB w btonach.
Wyniki i wnioski:

o Formowanie wewnatrzbtonowych skupisk AmB o réznych rozmiarach oraz porow
blonowych w obrebie pojedynczej probki;
o Identyfikacja réznych form organizacji molekularnej AmB w btonach (dimery,

male agregaty).
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2 Wprowadzenie

2.1 Zakazenia spowodowane Candida albicans

Candida albicans jest grzybem komensalnym, ktory moze powodowaé infekcje
oportunistyczne u ludzi. Jest gtownym patogenem odpowiedzialnym za rozne formy
kandydozy, od powierzchownych infekcji blon Sluzowych po zagrazajace zyciu choroby
inwazyjne®®. Wyr6zni¢ mozna trzy formy morfologiczne C. albicans: komorki
drozdzopodobne (blastospory, ang. yeast cells), strzepki i pseudostrzepki [Ryc. 1]°.

F . Pseudostrzgpki
Blastospory 5 S

‘0‘

’
yig

Strzepki

Ryc. 1 Candida albicans formy wystepowania w postaci strzepek, pseudostrzepek oraz blastospor. Na podstawie °

C. albicans posiada wiele czynnikow wirulencji, ktére przyczyniaja si¢ do jej

patogenno$ci’®?’:

e Adhezja: dzigki adhezynom C. albicans moze przylega¢ do komodrek gospodarza
1 urzadzen medycznych, utatwiajac ich kolonizacje;

e Biofilm: grzyb C. albicans moze tworzy¢ biofilmy na tkankach gospodarza
1 urzadzeniach medycznych, co czyni go odpornym na $rodki przeciwgrzybicze
1 obrong immunologiczng gospodarza;

e Pleomorfizm: C. albicans moze tworzy¢ rdézne formy morfologiczne: komorki
drozdzopodobne, pseudostrzepki i strzgpki, przy czym strzepki sa bardziej inwazyjne

1 zdolne do penetracji tkanek;
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e Wydzielanie enzymoéw hydrolitycznych: C. albicans wydziela enzymy, takie jak
proteazy, fosfolipazy i lipazy, ktore ulatwiajg inwazje i pozyskiwanie sktadnikow

odzywczych z tkanek gospodarza;

Objawy kliniczne spowodowane zakazeniem C. albicans>>®

¢ Kandydoza jamy ustnej

C. albicans jest gtdwnym czynnikiem wywotujacym kandydozg jamy ustnej, ktéora moze
objawia¢ si¢ w postaci rzekomobtoniastej (plesniawki), rumieniowej lub hiperplastyczne;.
Czynniki ryzyka obejmujg stosowanie protez zebowych, kserostomig, antybiotykoterapie

1 Immunosupresjg.
e Kandydoza przewodu pokarmowego

Przewdd pokarmowy jest gtownym rezerwuarem C. albicans. Infekcje moga wystapic
z powodu dysbiozy, dysfunkcji immunologicznej lub zaburzenia bariery $luzowkowe;,
prowadzac do standéw, takich jak kandydoza przetyku, kandydoza zotadka i1 inwazyjna
kandydoza.

e Kandydemia i inwazyjna kandydoza

C. albicans jest gtbwng przyczyng kandydemii i inwazyjnej kandydozy, ktora moze
obejmowac rdézne narzady, takie jak nerki, watroba, $ledziona, mozg 1 serce. Infekcje

te wigzg si¢ z wysoka Smiertelnoscia, szczegolnie u 0s6b z obnizong odpornoscia.
e Kandydoza sromu i pochwy

C. albicans jest odpowiedzialny za wigkszos¢ przypadkow kandydozy sromu i pochwy,
powszechnej infekcji u kobiet w wieku rozrodczym. Czynniki ryzyka obejmujg cigze,

cukrzyce 1 stosowanie antybiotykow.
e Kandydoza skorna

C. albicans moze powodowaé rozne infekcje skorne, w tym przewlekla kandydoze
Sluzowkowo-skorng czy wyprzenia drozdzakowe, szczegdlnie u os6b z uposledzong

odpornos$cia komorkowa oraz towarzyszy¢ m.in. pieluszkowemu zapaleniu skory.

Skuteczne leczenie zakazen C. albicans obejmuje wczesng diagnostyke, odpowiednia
terapi¢ przeciwgrzybicza i1 eliminacj¢ podstawowych czynnikéw predysponujacych do

rozwoju zakazen. Opornos$¢ na srodki przeciwgrzybicze i dodatkowo obecnos¢ gatunkow
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Candida innych niz C. albicans stanowia kolejne wyzwania w leczeniu tych zakazen.
Lekami przeciwgrzybiczymi stosowanymi w drugim rzucie w przypadku zakazen

spowodowanych C. albicans s antybiotyki z grupy polienow?’.

2.2 Antybiotyki polienowe

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

ktore sg szeroko stosowane w leczeniu roznych zakazen grzybiczych.
Dzialanie

Dzialanie przeciwgrzybicze antybiotykow polienowych jest warunkowane przez
wigzanie si¢ z ergosterolem, glownym sktadnikiem btony komorkowej grzybow. Wigzanie
to prowadzi do powstawania poroOw transmembranowych, co skutkuje wypltywem
sktadnikow komoérkowych i ostatecznie powoduje $mieré¢ komorki®®3!. Struktura polienowa,
charakteryzujaca si¢ szeregiem sprzgzonych wigzan podwdjnych, ma kluczowe znaczenie
dla tego mechanizmu dziatania. W szczegodlnosci hydrofobowy region polienowy, ktory
oddziatuje z dwuwarstwa lipidowg zawierajacg ergosterol, podczas gdy regiony hydrofilowe
znajdujace si¢ wewnatrz tworzonej struktury tworzg pory. Amfoterycyna B jako antybiotyk
polienowy moze powodowa¢ zmiany w przepuszczalnosci blon, co z kolei powoduje
zaburzenia rownowagi osmotycznej. W niskich stg¢zeniach antybiotyku, w ktorych tworzenie
struktur molekularnych AmB nie jest mozliwe, czasteczki antybiotyku sg zorientowane
poziomo w stosunku do ptaszczyzny blony i1 sprawiaja, ze blona jest bardziej zwarta i mnie;j
przepuszczalna dla jonow. Kolejna z hipotez dziatania amfoterycyny opiera si¢
na destabilizacji biomembran realizowanej poprzez sekwestracje ergosterolu z warstw
lipidowych®. Specyficzno$é terapeutycznych poliendw wzgledem ergosterolu wynika
z faktu, ze ergosterol ma odmienng strukture trojwymiarowa w poréwnaniu do cholesterolu
ssakow, ktora umozliwia lepsze wigzanie do hydrofobowej ,.kieszeni” polienow, takich jak
AmB [Ryc. 2]. W wigzaniu AmB i ergosterolu odgrywaja rolg trzy sity: sity Van der Waalsa,
ktére sa najsilniejsze, gdy obie czasteczki sa zorientowane wspotplaszczyznowo
i réwnolegle; sie¢ wigzan wodorowych migdzy grupa 3B-OH sterolu i polarng grupa
mykozaminy AmB oraz n-n oddzialywania elektronowe migedzy fancuchem bocznym
ergosterolu 1 polienowym ,,ogonem” AmB. Ten ostatni, istotny ,,punkt przylaczenia” nie
wystepuje, gdy AmB wigze si¢ z cholesterolem. Co wigcej, interakcje Van Der Waalsa sg
stabsze mig¢dzy cholesterolem a AmB, ze wzgledu na sigmoidalng konformacj¢ tancucha

bocznego sterolu®!,
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Specyficzne wigzanie, oraz wyzszy stosunek ergosterolu do fosfolipidow w btonach
komoérkowych grzybéw, w porownaniu do stosunku cholesterolu do fosfolipidow

w komorkach ssakow, wyjasnia selektywno$é¢ wiekszosci poliendw do komoérek grzybow?!.

Wigzania
wodorowe

Oddzialywania
elektronowe 7t-7
a b c

Ryc. 2 Trojwymiarowy model amfoterycyny B (a) z cylindrycznym ergosterolem (b) i sigmoidalnym cholesterolem
(c). Trzy rodzaje nickowalencyjnych oddziatywarn miedzy amfoterycyng B i ergosterolem. Na podstawie 3!

Zastosowanie

Amfoterycyna B jest jednym z najczesciej stosowanych antybiotykéw polienowych
1jest uwazana za zloty standard w leczeniu cigzkich ogolnoustrojowych zakazen

grzybiczych, w tym:

e inwazyjnej kandydozy;

e kryptokokowego zapalenia opon mézgowych;
e inwazyjnej aspergilozy;

e mukormykozy;

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

Inne antybiotyki polienowe, takie jak nystatyna i natamycyna, sa stosowane glownie

w miejscowych zakazeniach grzybiczych skory, jamy ustnej i oczu®!.
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Przyklady antybiotykow polienowych

amfoterycyna B;

e nystatyna,

e natamycyna (pimarycyna);
e kandydyna;

e trichomycyna.

Amfoterycyna B jest najczesciej stosowana w ogolnoustrojowych zakazeniach grzybiczych

ze wzgledu na jej szerokie spektrum dziatania i rzadkg oporno$é patogenow?3!.

Pochodzenie

Antybiotyki polienowe sg naturalnie wytwarzane przez rozne gatunki bakterii

z rodzaju Streptomyces®>':

e amfoterycyna B - Streptomyces nodosus,
e nystatyna - Streptomyces noursei,

e natamycyna - Streptomyces natalensis,

e kandydyna - Streptomyces griseus;

e trichomycyna - Streptomyces hachijoensis.

Antybiotyki te zostaty odkryte podczas badania probek gleby pod katem aktywnos$ci
przeciwdrobnoustrojowej, co doprowadzito do izolacji 1 oczyszczenia tych zwigzkéw

z ptynéw pohodowlanych odpowiednich gatunkow Streptomyces®'-*2.

Chociaz antybiotyki polienowe, takie jak amfoterycyna B, s3 wysoce skuteczne
w zwalczaniu patogenow grzybowych, ich stosowanie wigze si¢ ze znaczng toksycznos$cia,
zwlaszcza nefrotoksyczno$cig. Wynika to z ich zdolno$ci do wiazania si¢ z cholesterolem
w blonach komoérkowych ssakéw, co prowadzi do tworzenia poréw w btonie, ale rOwniez
aktywacji mechanizméw prowadzacych do sekwestracji steroli oraz zaburzen
przepuszczalnosci btony komoérkowej przez jej uszczelnienie, a w efekcie uszkodzenie
komorek. Aby ztagodzi¢ te niekorzystne skutki, opracowano preparaty lipidowe, takie jak
liposomalna amfoterycyna B (np. AmBisome, Abelcet), oferujace lepsze profile

bezpieczefistwa przy jednoczesnym zachowaniu skutecznosci przeciwgrzybiczej®* 3>,

Inne strategie majace na celu zmniejszenie toksyczno$ci obejmujga opracowanie

kompleksu lipidowego amfoterycyny B (ABLC) i koloidalnej dyspersji amfoterycyny B
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(ABCD). Wykazano, ze preparaty te zmniejszaja nefrotoksyczno$¢ i reakcje zwigzane

z infuzjg w poréwnaniu do konwencjonalnego dezoksycholanu amfoterycyny B3¢’
Mechanizmy opornosci

Podobnie, jak w przypadku innych lekoéw o dzialaniu przeciwgrzybowym, C. albicans
moze wykazywaé oporno$¢ rowniez na antybiotyki polienowe. Mechanizmy opornos$ciowe

sg zwigzane z°!3840:

e zmiang W procesie biosyntezy ergosterolu lub sktadu bton, zmniejszajaca
powinowactwo do wigzania polienéw - mutacja w genach kodujacych ergosterol

skutkuje zamiang ergosterolu w btonie na inne sterole, np. lanosterol;

e modyfikacjg $ciany komorkowej, polegajaca gldwnie na zwigkszeniu ilosci B-1,3-

glukanu w $cianie komérkowej, zmniejszajacag dostepnos¢ polienow do ich celu;

e dezaktywacja lub degradacja czasteczek poliendw poprzez mechanizmy

enzymatyczne,

¢ mechanizm oporno$ci zwigzany z regulacjg stresu oksydacyjnego. Grzyby, u ktorych
stwierdzono wyzszy poziom enzymow antyoksydacyjnych, np. katalazy byly
bardziej oporne na dziatanie AmB ze wzgledu na zdolno$¢ redukcji stresu
oksydacyjnego wywotanego przez AmB, ktéry moéglby doprowadzi¢ do $mierci

komorki;

udziatem biatek szoku cieplnego Hsp90.

Opornos¢ na antybiotyki polienowe jest coraz wiekszym problemem, szczeg6lnie
w przypadku gatunkéw Candida innych niz C. albicans 1 Aspergillus fumigatus, co
podkresla potrzebe rozsadnego stosowania 1 opracowywania nowych $rodkow

przeciwgrzybiczych*!.

Amfoterycyna B oddzialuje w inny sposob z cholesterolem w btonach komérkowych
ssakow w poréwnaniu do jej interakcji z ergosterolem w blonach komérkowych grzybow*2.
Wigzanie AmB z cholesterolem w btonach komérkowych ssakow prowadzi do powstawania
poréw lub kanatow transbtonowych. Tworzenie poréw zakloca integralno$¢ blony i
powoduje niekontrolowany wyplyw sktadnikéw komorkowych, przyczyniajac sie
do toksycznoéci AmB u ludzi***. Powinowactwo wigzania AmB do cholesterolu jest niZsze

niz jego powinowactwo do ergosterolu. Ta ro6znica wynika z rozbiezno$ci strukturalnych
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migdzy cholesterolem a ergosterolem, tj. w czasteczce ergosterolu wystepuje dodatkowe

wigzanie podwojne i grupa metylowa**

. Symulacje dynamiki molekularnej wykazaty,
ze czasteczki AmB moga tatwiej agregowac i1 tworzy¢ kanaty w obecnos$ci ergosterolu niz
w obecnosci cholesterolu*®. Tworzenie tych kanaléw jest utatwione przez specyficzne
interakcje miedzy AmB i ergosterolem***. W blonach zawierajacych cholesterol, AmB ma
tendencje do przyjmowania bardziej wydtuzonej konformacji, ktdra jest mniej korzystna dla
tworzenia kanatow w poréwnaniu do jej konformacji w blonach zawierajacych
ergosterol***>, Obecnoé¢ cholesterolu moze modyfikowaé¢ dynamike i orientacje AmB
w blonie, wplywajac na jej zdolno$é do tworzenia stabilnych poréw lub kanatéw*’. Nizsze
powinowactwo AmB do cholesterolu i mniejsza tendencja do tworzenia kanatow w btonach
zawierajacych cholesterol przyczyniajg si¢ do nizszej toksycznosci AmB wobec komorek
ssakow, w poroéwnaniu z jej aktywnoS$cig przeciwgrzybiczg wobec komorek grzybow

zawierajacych ergosterol*+*>47,

Pomimo, ze AmB moze oddziatywaé z cholesterolem i zaburza¢ funkcjonowanie
btony w komorkach ssakow, jego selektywnos$¢ wobec bton grzybowych zawierajacych
ergosterol jest kluczowym czynnikiem w jego terapeutycznym zastosowaniu jako srodka
przeciwgrzybiczego. Zrozumienie molekularnych interakcji AmB z r6znymi sterolami ma
kluczowe znaczenie dla opracowania strategii poprawy jego selektywnosci 1 zmniejszenia

toksycznosci®>’.

2.3 Blony komorkowe

Btony komorkowe sg fundamentem zycia komorki, petnigc kluczowe funkcje
ochronne, transportowe, sygnalizacyjne oraz metaboliczne. S3a one wysoce
zorganizowanymi strukturami, sktadajacymi si¢ glownie z lipidow, biatek 1 wgglowodanow,
co nadaje im m.in. wlasciwos$ci potprzepuszczalne. Ta wlasciwo$¢ pozwala komoérce na
kontrolowang wymiane substancji z otoczeniem, co jest niezbedne dla utrzymania

homeostazy™®.

Podstawowym sktadnikiem bton komodrkowych sa fosfolipidy, takie jak
fosfatydylocholina, fosfatydyloetanoloamina, fosfatydyloseryna i fosfatydyloinozytol, oraz
sterole, takie jak cholesterol, ktory jest kluczowy dla stabilizacji btony oraz regulacji jej

ptynnosci®’.

Cholesterol zwigksza szczelno$¢ btony, co utrudnia przenikanie matych
czasteczek 1 jonow, jednoczesnie nadajac btonie elastyczno$¢ 1 odporno$¢ na zmiany

temperatury. Dwuwarstwa ta jest dynamiczna, co umozliwia przemieszczanie si¢ lipidow
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i biatek w ptaszczyznie blony. To wlasnie model mozaiki ptynnej, zaproponowany przez
Singera i Nicolsona®’, najlepiej opisuje te strukture. Bialka blonowe, zaréwno integralne, jak
1 peryferyjne, pelnig roznorodne funkcje, od transportu czasteczek, przez katalize reakcji

chemicznych, po przekazywanie sygnatéw z otoczenia komorki®.

Waznym aspektem funkcjonowania bton komérkowych jest ich ptynnos¢, ktora zalezy
od sktadu lipidowego i temperatury. Ptynnos$¢ blony wptywa na funkcje biatek blonowych,
co jest istotne dla proceséw takich jak endocytoza, egzocytoza, czy fuzja bton*’. Zmiany
w sktadzie lipidowym bton mogg przyczynia¢ si¢ do rozwoju zmian chorobowych, takich
jak miazdzyca, choroba Alzheimera, nowotwory czy choroby zakazne co podkresla

znaczenie badan nad biochemig bton komérkowych®.

Btony komorkowe sa réwniez kluczowe dla sygnalizacji miedzykomorkowe;.
Receptory na powierzchni blon komérkowych moga wigza¢ si¢ z ligandami, co inicjuje
kaskady sygnalizacyjne wewnatrz komorki, prowadzace do odpowiednich reakc;ji
biologicznych. Przykladem takiego mechanizmu jest sygnalizacja za posrednictwem
receptorow sprzezonych z biatkami G, ktére odgrywaja istotng role¢ w licznych procesach
fizjologicznych, w tym w regulacji pracy serca, funkcji immunologicznych oraz percepcji

bodzcow zmystowych’!.

Komorki eukariotyczne posiadajg réznorodne organella otoczone btonami, takie jak
jadro, mitochondria, retikulum endoplazmatyczne 1 aparat Golgiego, co umozliwia
oddzielenie réznych proceséw metabolicznych w okreslonych obszarach komorki®?. Na
przyktad mitochondria, otoczone dwiema blonami lipidowymi, sg miejscem zachodzenia
procesoOw oddychania komoérkowego i produkcji ATP, a chloroplasty w komorkach

roslinnych przeprowadzajg fotosynteze.

Rola bton komoérkowych w komunikacji miedzy komorkami i1 adaptacji do
zmieniajacych si¢ warunkow Srodowiskowych jest nie do przecenienia. Specjalne domeny
btonowe, takie jak tratwy lipidowe, sa zaangazowane w segregacje 1 organizacj¢

komponentéw blonowych, co wptywa na skuteczno$¢ przekazywania sygnatow™.

2.4 Dwuwarstwy lipidowe

Dwuwarstwy lipidowe sa fundamentalnymi strukturami bton komorkowych,
umozliwiajacymi komodrkom przetrwanie 1 funkcjonowanie w dynamicznym srodowisku.

Struktury te sa zbudowane glownie z fosfolipidoéw, ktore charakteryzuja si¢ amfipatyczna
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budowg — posiadaja hydrofilowe "glowy" i hydrofobowe "ogony"**. Dzieki tej budowie,
fosfolipidy spontanicznie organizujag si¢ w $rodowisku wodnym w dwuwarstwy,
z hydrofobowymi ogonami skierowanymi do wn¢trza i1 hydrofilowymi glowami

zwrdconymi na zewnatrz, tworzac bariere oddzielajaca wnetrze komoérki od jej otoczenia™.

Dwuwarstwy lipidowe cechujg si¢ duzg ptynnoscia. Ptynnos¢ ta pozwala na lateralng
dyfuzje lipidow i biatek w ptaszczyznie btony, co jest istotne dla funkc;ji takich jak transport
substancji, sygnalizacja komoérkowa i fuzja blon®. Na plynnoéé blony wptywa sktad
lipidowy oraz temperatura otoczenia. Na przyktad, cholesterol, obecny w blonie, moze
stabilizowaé dwuwarstwe lipidowa, wptywajac na jej ptynno$é¢ *°. Fosfolipidy, takie jak
fosfatydylocholina i fosfatydyloseryna, sa najczesciej wystepujacymi lipidami w blonach
eukariotycznych, podczas gdy glikolipidy 1 sfingolipidy pelnig szczegdlng role

w sygnalizacji komérkowej i tworzeniu domen lipidowych®.

Dwuwarstwy lipidowe integrujg biatka btonowe, ktore odgrywaja kluczowa role
w transporcie czasteczek przez btong, katalizowaniu reakcji biochemicznych oraz
przekazywaniu sygnalow. Biatka integralne, pelnigce role kanalow jonowych 1 receptorow,
wbudowane s3 w dwuwarstwe lipidowa, co umozliwia im interakcj¢ zaréwno
z wewnetrznym, jak i zewnetrznym $rodowiskiem komorki®’. Bialka te moga poruszaé sie
w plaszczyznie blony, co jest istotne dla ich funkcji w procesach takich jak przekazywanie

sygnatow 1 transport substancji.

Wspoélczesne badania nad dwuwarstwami lipidowymi podkreslajg ich dynamiczny
1 heterogeniczny charakter. Badania z wykorzystaniem technik obrazowania o wysokiej
rozdzielczosci, takich jak mikroskopia fluorescencyjna, wykazaty, ze dwuwarstwy lipidowe
moga mie¢ ztozong architekture, ktorg tworza rézne domeny o odmiennych wlasciwosciach
fizykochemicznych>®*°. Te odkrycia otwieraja nowe perspektywy w zrozumieniu funkcji
bton komoérkowych 1 ich roli zarowno w prawidlowo funkcjonujagcym organizmie jak

1 chorobowo zmienionym.

Przyktadem moga by¢ tratwy lipidowe, ktore sa bogate w sfingolipidy i cholesterol,
tworzg mikrodomeny>®. Zaburzenia w organizacji tych mikrodomen mogg prowadzi¢ do
choréb neurodegeneracyjnych i kardiologicznych®. Ponadto, dwuwarstwy lipidowe
uczestnicza w procesach takich jak endocytoza i1 egzocytoza, ktore sa kluczowe dla

transportu makromolekut i komunikacji miedzykomorkowej®'.
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2.5 Modelowe blony lipidowe

Modelowe systemy membranowe sa kluczowymi narzedziami w badaniach nad
strukturg 1 funkcja blon biologicznych. Pozwalaja one na analize zlozonych proceséw
zachodzacych w blonach komoérkowych w uproszczonym i kontrolowanym $rodowisku.
Jednym z podstawowych typéw modelowych systeméw membranowych sg dwuwarstwy
lipidowe. Moga one wystepowac w formie plaskich, osadzonych na podtozu dwuwarstw lub
sferycznych pecherzykow (liposomow). Systemy te umozliwiaja badanie interakceji lipid-
lipid, ptynnosci blon oraz zachowania fazowego®?. Pecherzyki lipidowe (liposomy) sa
szczegblnie przydatne do analizy krzywizny blon, proceséw fuzji oraz zachowania biatek
btonowych. Moga one wystgpowac¢ w rdznych rozmiarach, od matych jednowarstwowych
pecherzykéw (SUV), przez Sredniej wielkosci (LUV), do olbrzymich jednowarstwowych
pecherzykow (GUV) [Ryc. 3] . Duza zaleta modelowych systeméw membranowych jest
mozliwo$¢ odtworzenia asymetrii lipidowej charakterystycznej dla naturalnych bton
komorkowych. Jak podkreslajg Scott 1 wspotpracownicy, asymetria ta jest kluczowa dla
wielu procesow biologicznych, ale jej odtworzenie w systemach modelowych stanowi wcigz
duze wyzwanie®®. Modelowe systemy membranowe znajduja szerokie zastosowanie
w badaniach nad interakcjami lek-btona. Pozwalajg one na analize¢ mechanizmow dziatania
lekéw przeciwdrobnoustrojowych oraz przewidywanie ich farmakokinetyki®?. Symulacje
komputerowe stanowig cenne uzupetienie tych badan. Umozliwiajg one analiz¢ dynamiki
bton na poziomie molekularnym. Pomimo ogromnego postepu w tej dziedzinie, modelowe
systemy membranowe wcigz majg pewne ograniczenia. Jednym z gtownych wyzwan jest
odtworzenie pelnej zlozono$ci naturalnych blon biologicznych, w tym obecnosci
roznorodnych biatek blonowych i innych sktadnikow®**4. Modelowe systemy membranowe
stanowig nieocenione narzedzie w badaniach nad biologia bton komorkowych. Dalszy
rozw0j tych systemow, w kierunku coraz lepszego odwzorowania ztozono$ci naturalnych
bton, pozwoli na jeszcze glgbsze zrozumienie procesoOw komorkowych i moze przyczynié

si¢ do opracowania nowych strategii terapeutycznych®.

21



Wprowadzenie

Suv LUV GuV
<100 nm 100-1000 nm >1um
Pecherzyk
jednowarstwowy
..... Pog °
.. Warstwa ...
@ lipi ()
e ipidowa >
@
@ ‘.
@ @
s °
[ Rdzen )
: wodny :
0. o
.. ..." Dwuwarstwa
® Sad fosfolipidowa
.. Warstwa (J
@, lipidowa o
() P @

%eoo0ee®’

Ryc. 3 Struktura jednowarstwowych liposomow. Na podstawie

66,67

22



3 Metody eksperymentalne

3.1 Mikroskopia konfokalna

Mikroskopia konfokalna to zaawansowana technika obrazowania, ktoéra
zrewolucjonizowata badania biologiczne, oferujac znaczaca poprawe rozdzielczosci
i kontrastu w porownaniu do tradycyjnej mikroskopii $wietlnej®®. Zasada dziatania
mikroskopu konfokalnego opiera si¢ na selektywnym oswietlaniu 1 detekcji $wiatla
z pojedynczej plaszczyzny ogniskowej probki. W mikroskopie konfokalnym swiatto lasera
jest skupiane przez obiektyw na matym obszarze probki. Kluczowym elementem jest
zastosowanie przestony konfokalnej (pinhole) zarowno w Sciezce oswietlenia, jak 1 detekcji
[Ryc. 4]. Przestona w $ciezce o$wietlenia zapewnia, ze tylko maty punkt probki jest
o$wietlany w danym momencie. Swiatto emitowane lub odbite od tego punktu jest nastepnie
zbierane przez ten sam obiektyw i kierowane przez drugg przestong konfokalng do detektora.
Ta druga przestona odgrywa kluczowa rolg, blokujac $§wiatlo pochodzace spoza plaszczyzny
ogniskowej, co skutkuje eliminacjg sygnatu tla i poprawg rozdzielczo$ci osiowej®. Obraz
catej probki jest tworzony poprzez skanowanie wigzki laserowej punkt po punkcie
w plaszczyznie XY. Po zeskanowaniu jednej plaszczyzny, ptaszczyzna ogniskowa jest
przesuwana w osi Z, co umozliwia uzyskanie trojwymiarowych rekonstrukcji badanych
obiektow™. Najpopularniejszym jest tryb fluorescencyjny, gdzie probka jest znakowana
fluoroforami lub wykorzystywane sg naturalne fluorofory wystepujace w badanym uktadzie,
ktore po wzbudzeniu emitujag $Swiatlo o okreslonej dlugosci fali. Innym trybem jest
obrazowanie w $wietle odbitym, przydatne w badaniach materialéw nieprzezroczystych.
Rozdzielczos¢ mikroskopu konfokalnego jest ograniczona dyfrakcyjnie, ale dzigki
eliminacji $wiatla spoza ptaszczyzny ogniskowej, osigga si¢ znacznie lepsza rozdzielczos¢
niz w mikroskopii szerokopolowej, szczegolnie w osi Z. Przy uzyciu obiektywu o wysokiej
aperturze numerycznej teoretyczna rozdzielczos¢ lateralna (XY) mikroskopu konfokalnego
wynosi okoto 0,2 um, a rozdzielczo$¢ osiowa (Z) okoto 0,5 um ™. Zastosowanie mikroskopii
konfokalnej w biologii jest niezwykle szerokie. Technika ta umozliwia obrazowanie zywych
komorek i1 tkanek z wysoka rozdzielczo$cia przestrzenng i czasowa, co jest kluczowe
w badaniach dynamiki proceséw komorkowych’. Ponadto, pozwala na analize lokalizacji
1 interakcji bialek w komorkach, dzigki zastosowaniu technik immunofluorescencji i biatek
fuzyjnych z fluorescencyjnymi znacznikami”. Mikroskopia konfokalna jest réwniez

niezastgpiona w badaniu struktury 1 funkcji organelli komorkowych, takich jak
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mitochondria, aparat Golgiego czy jadro komorkowe™. W biologii rozwoju, umozliwia
obserwacje procesOw rozwojowych organizméw modelowych, np. embriogenezy
Drosophila melanogaster czy Danio rerio”. W badaniach ro$lin, technika ta znajduje
zastosowanie w analizie struktury i funkcji tkanek roslinnych, w tym w badaniach nad
transportem miedzykomdrkowym i reakcjami na stres Srodowiskowy’®. Mikroskopia
konfokalna jest rowniez wykorzystywana w badaniach nad organizacjg przestrzenng
genomu w jadrze komorkowym poprzez techniki fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ
(FISH) , a takze w monitorowaniu zmian poziomu jonow wewnatrzkomorkowych, takich
jak wapn, z wykorzystaniem fluorescencyjnych sond jonowych’’®. Jedng z kluczowych
zalet mikroskopii konfokalnej jest mozliwos¢ obrazowania probek biologicznych o duzej
grubos$ci bez koniecznosci ich fizycznego cigcia. Pozwala to na zachowanie integralnosci
strukturalnej badanych obiektdéw i umozliwia obserwacje in vivo”™. Rozwdj technik
mikroskopii konfokalnej, takich jak skanowanie wielopunktowe (ang. spinning disk
confocal microscopy)* czy mikroskopia konfokalna z super-rozdzielczo$cig (np. STED -

Stimulated Emission Depletion)®'*?

, jeszcze bardziej rozszerza mozliwosci badawcze
w biologii. Mikroskopia konfokalna stala si¢ nieodzownym narzedziem w nowoczesnych
badaniach biologicznych, umozliwiajac naukowcom glebsze zrozumienie struktury i funkcji
komorek oraz tkanek na poziomie submikronowym. Jej ciagly rozwoj i integracja z innymi
technikami obrazowania otwierajag nowe perspektywy w badaniach nad funkcjonowaniem

organizmow zywych oraz ich oddziatywaniem ze $rodowiskiem zewnetrznym™.
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Ryc. 4 Schemat dziatania konfokalnego mikroskopu Swietlnego w ktorym znajduje si¢ dodatkowa przestona
(pinhole). Na podstawie materiatow promocyjnych ZEISS (1).

3.2 Mikroskopia Ramana

Mikroskopia Ramana jest zaawansowang metodg analityczng, ktora taczy tradycyjng
mikroskopi¢ optyczng ze spektroskopia Ramana, umozliwiajac identyfikacje chemiczng
i analize probek na poziomie mikroskopowym. Technika ta oparta jest na zjawisku
rozpraszania Ramana, odkrytym przez C.V. Ramana w 1928 roku, pozwala na badanie
obiektow o rozmiarach 0,5 um®. Zjawisko rozpraszania Ramana polega na nieelastycznym
rozpraszaniu $wiatta przez probke, gdzie niewielka cze$é fotondéw (okoto 1 na 10°-107)
zmienia swojg energi¢ w sposob charakterystyczny dla okre§lonych wigzan chemicznych
i struktur molekularnych. Kiedy foton oddzialuje z czasteczka, moga wystapi¢ trzy
scenariusze: rozpraszanie elastyczne (rozpraszanie Rayleigha), gdzie foton nie zmienia

swojej energii po oddzialywaniu z czasteczka i jest rozpraszany elastycznie; rozpraszanie
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Stokesa, gdzie foton traci cz¢$¢ swojej energii na rzecz czasteczki, co skutkuje nizsza energia
fotonu rozproszonego i wzbudzonym stanem wibracyjnym czasteczki; oraz rozpraszanie
anty-Stokesa, gdzie foton zyskuje energi¢ od czasteczki znajdujacej si¢ w stanie
wzbudzonym, co skutkuje wyzszg energig fotonu rozproszonego®. Roznice energii migdzy
fotonem padajacym a rozproszonym odpowiadaja energiom przejs¢ wibracyjnych
w czasteczkach, co umozliwia identyfikacje zwigzkow chemicznych i1 badanie ich
struktury®® [Ryc. 5]. Typowy uktad mikroskopu Ramana sklada sie¢ ze zrodla $wiatta
laserowego, mikroskopu optycznego, moze to réwniez by¢ uktad konfokalny,
monochromatora lub spektrografu, detektora (zwykle CCD) oraz systemu komputerowego
stuzacego do analizy i interpretacji danych. Swiatlo laserowe jest skupiane na probce przez
obiektyw mikroskopu, a rozproszone Swiatto jest zbierane przez ten sam obiektyw
1 analizowane, dostarczajac szczegotowych informacji o sktadzie chemicznym i strukturze

badanego materiatu®’.

Enecrgia A . A

Y Y

Rozpraszanic Reyleigha Rozpraszanie Ramana  Rozpraszanie Ramana (anty-Stokesa)

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

Wspotczesna mikroskopia Ramana jest czgsto stosowana w naukach biologicznych
ze wzgledu na jej tagodne dzialanie na probke (dzigki czutym detektorom intensywnos¢
$wiatta laserowego moze by¢ zminimalizowana) 1 mozliwo$¢ dostarczania szczegoétowych
informacji molekularnych bez konieczno$ci uzycia zewngtrznych znacznikéw lub
barwnikow. Mikroskopia Ramana umozliwia analizowanie sktadu chemicznego
pojedynczych komorek i ich organelli, umozliwiajac badanie procesow biochemicznych w
komorkach, identyfikacje réznych typow komorek oraz obserwacj¢ zmian w komoérkach w

roznych warunkach®’. Technika ta pozwala roéwniez na $ledzenie in vivo obecnosci
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metabolitow w zywych organizmach, dostarczajac informacji o szlakach metabolicznych i
reakcjach komorek na rézne bodzce®™. Mikroskopia Ramana jest takze uzyteczna w
diagnostyce chorob umozliwiajac identyfikacje specyficznych sygnatur molekularnych
zwigzanych ze stanami patologicznymi, na przyktad, pozwala odrézni¢ zdrowe tkanki od
tkanek zmienionych nowotworowo na podstawie ich widm Ramana®. Technika ta jest
réwniez wykorzystywana do badania biatek, kwasow nukleinowych, lipidéw i innych
biomolekul, pomagajac w zrozumieniu ich struktury, interakcji i funkcji w konteks$cie

biologicznym®.

Jedng z gtownych zalet mikroskopii Ramana jest zachowanie natywnego stanu badanej
probki, poniewaz metoda ta nie wymaga wstgpnego przygotowania (znakowania) mogacego
zmieni¢ jej wilasciwosci. Technika ta eliminuje potrzebe uzywania barwnikéw lub
znacznikow, co redukuje mozliwo$¢ powstania artefaktow, a takze zapewnia stosunkowo
wysoka rozdzielczo$¢ przestrzenna, umozliwiajac szczegdtowe mapowanie przestrzenne
probki na poziomie mikroskopowym. Mikroskopia Ramana umozliwia analize probki
w roznych stanach skupienia (stalym, cieklym, gazowym) i warunkach $rodowiskowych
(temperatura, cisnienie). Jednym z gldéwnych wyzwan jest zaktocenie (tlo) fluorescencyjne,
ktore moze sprawi¢, ze sygnal Ramana jest trudny do detekcji gdy intensywnos$¢
fluorescencji jest zbyt duza, utrudniajgc interpretacje danych. Jednak techniki, takie jak
SERS (Surface-Enhanced Raman Spectroscopy) oraz stosowanie réznych (w szczegdlnosci
bardziej dtugofalowych) dlugosci fal laserowych mogg zniwelowaé¢ ten problem™.
Rozpraszanie Ramana jest ze swojej natury mato wydajne, co wymaga czutych detektoréw
1 zoptymalizowanych ustawien, aby zwickszy¢ wykrywalno$¢ sygnalu. Nowoczesne
mikroskopy Ramana sg wysoce zautomatyzowane, umozliwiajac szybkie przelaczanie
miedzy laserami, automatyczne dostosowywanie filtrow 1 siatek oraz ciagly kalibracje dla
precyzyjnych pomiardéw. Zaawansowane oprogramowanie umozliwia kompleksowg analize
danych i tworzenie map chemicznych, co ulatwia szczegoétowe i doktadne badania

biologiczne®.

3.3 Mikroskopia czasow zycia fluorescencji

Mikroskopia obrazowania czasow zycia fluorescencji (FLIM) to zaawansowana
technika mikroskopowa, ktéra umozliwia badanie proceséw zachodzacych w probkach
biologicznych poprzez pomiar czasu zycia fluorescencji. Zasada dziatania FLIM opiera si¢
na pomiarze czasu, przez jaki czasteczki pozostaja w stanie wzbudzonym przed powrotem
do stanu podstawowego. Czas zycia fluorescencji (1) definiuje si¢ jako $redni czas, w ktorym
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intensywnos$¢ fluorescencji emitera spada do poziomu 1/e po jego wzbudzeniu. Wzbudzenie
probki realizowane jest za pomoca krotkich impulséow $wietlnych, najczesciej
generowanych przez laser femtosekundowy lub pikosekundowy. Do detekcji stosuje sie
metodg¢ skorelowanego czasowo zliczania pojedynczych fotonéw (TCSPC), ktéra rejestruje
profile zaniku intensywnos$ci fluorescencji dla kazdego piksela probki. Analiza danych

polega na tworzeniu mapy rozktadu dtugosci czasu zycia fluorescencji w badanej probce!?

[Ryc. 6].
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Ryc. 6 Pomiar czasow start-stop w pomiarze fluorescencji z rozdzielczosciq czasowq za pomocq
TCSPC. Na podstawie®.

Technika FLIM znajduje szerokie zastosowanie w roznych dziedzinach nauki
i medycyny. W badaniach biologicznych umozliwia analize¢ proceséw zachodzacych
w zywych komorkach i tkankach, co jest niezwykle cenne dla zrozumienia funkcjonowania
organizmow na poziomie molekularnym'?. W diagnostyce medycznej technika FLIM moze
by¢ wykorzystywana do wykrywania zmian patologicznych w tkankach, co ma potencjat
w rozwoju nowych metod diagnostycznych®?. Technika ta jest szczegdlnie przydatna
w badaniach interakcji molekularnych, zwtaszcza z wykorzystaniem metody opartej o FRET
(Forster Resonance Energy Transfer), gdyz pozwala na badanie oddziatywan migdzy
biatkami z wysoka precyzja przestrzenng i czasowg'!. Ponadto, FLIM umozliwia analize
mikrosrodowiska, poniewaz czas zycia fluorescencji zalezy od warunkéw srodowiskowych,
takich jak pH, temperatura czy obecno$¢ jonow, co pozwala na oceng tych parametréow w
probkach biologicznych®®. FLIM oferuje szereg zalet w poréwnaniu do tradycyjnych technik
mikroskopii fluorescencyjnej. Jedna z kluczowych cech jest niezalezno$¢ (w wigkszo$ci
przypadkow) dlugoscei czasu zycia fluorescencji od zmian intensywnosci o$wietlenia czy
rozpraszania $wiatla, co przeklada si¢ na wicksza doktadnos$¢ i powtarzalnos¢ pomiarow.

Dzigki temu FLIM staje si¢ coraz bardziej popularnym narz¢dziem w zaawansowanych
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badaniach biologicznych i medycznych. Technika ta umozliwia nie tylko wizualizacje
struktur komérkowych, ale takze dostarcza informacji o dynamice proceséw molekularnych
zachodzacych w czasie rzeczywistym. W kontekscie badan biomedycznych, FLIM znalazta
zastosowanie w analizie procesoOw apoptozy, badaniach metabolizmu komérkowego oraz w
ocenie skuteczno$ci terapii przeciwnowotworowych®®. W dziedzinie neuronauki, FLIM
wykorzystywana jest do badania funkcji synaps i dynamiki neurotransmiterdw, co
przyczynia sic do lepszego zrozumienia proceséw zachodzacych w moézgu®®. Warto
podkresli¢, ze FLIM moze by¢ faczona z innymi technikami mikroskopowymi, takimi jak
mikroskopia konfokalna czy wielofotonowa, co dodatkowo rozszerza mozliwosci badawcze.
Potaczenie FLIM z mikroskopig super-rozdzielcza otwiera nowe perspektywy w badaniach
struktur subkomérkowych z niespotykana dotad precyzja®>°®. W ostatnich latach obserwuje
si¢ rowniez rozw(] technik FLIM opartych na mikroskopii z wykorzystaniem siatki
modyfikujacej; wigzke lasera (ang. Structured Illumination Microscope) (SIM-FLIM), co
pozwala na uzyskanie obrazow o wysokiej rozdzielczosci przestrzennej przy jednoczesnym
zachowaniu informacji o czasach zycia fluorescencji’’. Postep technologiczny w dziedzinie
detektorow 1 zrodet swiatta przyczynia si¢ do ciggltego doskonalenia techniki FLIM. Nowe
generacje kamer FLIM umozliwiajg coraz szybsza akwizycje danych, co jest kluczowe dla
badania dynamicznych proceséw biologicznych. Rozwo6j laserow femtosekundowych
1 pikosekundowych pozwala na precyzyjniejsze wzbudzanie probek, co przektada si¢ na
lepsza jako$¢ uzyskiwanych danych. Ponadto, postep w dziedzinie analizy danych i uczenia
maszynowego otwiera nowe mozliwosci w interpretacji ztozonych zestawow danych FLIM,
umozliwiajagc automatyczng klasyfikacje tkanek czy detekcje subtelnych zmian
w mikrosrodowisku komoérkowym?®. Wyzwaniem w stosowaniu techniki FLIM pozostaje
interpretacja uzyskanych danych, szczegélnie w przypadku ztozonych systemow
biologicznych, gdzie na czas zycia fluorescencji moze wptywaé wiele czynnikéw. Dlatego
tez, rownolegle z rozwojem samej techniki, prowadzone sa badania nad nowymi metodami
analizy danych i modelowania matematycznego, ktore pozwalaja na lepsze zrozumienie
obserwowanych zjawisk®. Mimo tych wyzwaf, FLIM pozostaje jedng z najbardziej
obiecujacych technik w dziedzinie obrazowania biomedycznego, oferujac unikalne
mozliwo$ci w badaniach nad funkcjonowaniem organizméw zZywych na poziomie

molekularnym.
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3.4 Mikroskopia sit atomowych

Mikroskopia sit atomowych (AFM - Atomic Force Microscopy) to technika obrazowania
powierzchni materiatow z rozdzielczos$cig na poziomie atomowym. Metoda ta opracowana
w 1986 roku przez Gerd Binniga, Calvina Quate'a i Christopha Gerbera, stanowi przelom
w dziedzinie nanotechnologii i badaf powierzchni'”’. AFM umozliwia tréjwymiarowe
obrazowanie topografii powierzchni z niezwykla precyzja, a takze badanie wiasciwosci
mechanicznych, elektrycznych i magnetycznych materiatow w skali nanometrowe;j. Zasada
dzialania AFM opiera si¢ na pomiarze sit oddziatywania migdzy ostrym zakonczeniem
sondy (zwanym ostrzem lub tipem) a powierzchnig badanej probki. Ostrze, zazwyczaj
wykonane z krzemu lub azotku krzemu, jest zamontowane na elastycznej dzwigni
(cantilever). Podczas skanowania powierzchni probki, sity dziatajace miedzy ostrzem
a powierzchnig powoduja ugigcie dzwigni. To wugigcie jest mierzone za pomocy
precyzyjnego uktadu detekcji, najczesciej wykorzystujacego odbicie wigzki laserowej od
powierzchni dzwigni. Zmiany polozenia odbitej wigzki lasera sa rejestrowane przez
fotodiode, co pozwala na okreslenie topografii powierzchni z doktadnoscig do utamkow

nanometra'*'[Ryc. 7].

Fotodioda

'ZlWysokoéc’

: Szeroko$¢!
. sondy '

sondy /

Ryc. 7 Zasada dziatania mikroskopu sil atomowych. Podczas skanowania probki sitowniki piezoelektryczne
dziatajq w elektronicznej petli sprzezenia zwrotnego, tak aby przesungc koncowke sondy (lub probke) blizej lub
dalej od siebie, w taki sposob aby utrzymac wzgledng odleglosé¢ koncowka sondy - probka na stalej, zadanej
wartosci. Na podstawie (3).

AFM moze pracowaé w roznych trybach, z ktorych najwazniejsze to tryb kontaktowy,
bezkontaktowy 1 przerywanego kontaktu (tapping mode). W trybie kontaktowym ostrze
pozostaje w statym kontakcie z powierzchnia, co umozliwia uzyskanie wysokiej

rozdzielczo$ci, ale moze prowadzi¢ do uszkodzenia delikatnych prébek lub sondy
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pomiarowej. Tryb bezkontaktowy polega na utrzymywaniu ostrza w niewielkiej odlegtosci
od powierzchni, co minimalizuje ryzyko uszkodzenia probki, ale moze skutkowac nizsza
rozdzielczo$cig. Tryb przerywanego kontaktu stanowi kompromis miedzy tymi dwoma
podejéciami, oferujagc dobra rozdzielczo$¢ przy jednoczesnym zmniejszeniu ryzyka
uszkodzenia probki'®!. Zastosowania AFM sg niezwykle szerokie i obejmujg wiele dziedzin
nauki i technologii. W biologii molekularnej i biochemii AFM wykorzystywane jest do
badania struktur biatek, kwasow nukleinowych i bton komodrkowych z rozdzielczoscig
nanometrowa'®>. W nauce o materiatach AFM umozliwia charakteryzacje powierzchni
polimerow, metali, ceramiki i1 nanomaterialow, dostarczajac informacji o ich topografii,
chropowatoéci i wlasciwosciach mechanicznych!'®. Jedng z kluczowych zalet AFM jest
mozliwo$¢ prowadzenia badan w roznych Srodowiskach, w tym w powietrzu, prozni
1 cieczach. Ta ostatnia cecha jest szczeg6lnie istotna dla badan biologicznych, umozliwiajac
obserwacje procesow zachodzacych w warunkach zblizonych do fizjologicznych. AFM
pozwala rowniez na manipulacje pojedynczymi atomami i czasteczkami, co otworzyto nowe
mozliwoéci w dziedzinie nanotechnologii i inzynierii molekularnej'®. W ostatnich latach
obserwuje si¢ dynamiczny rozwoj technik AFM. Wprowadzenie
wysokoczestotliwosciowego AFM (HS-AFM) umozliwito obrazowanie dynamicznych
procesow biologicznych w czasie rzeczywistym, takich jak zmiany konformacyjne biatek '
Potaczenie AFM z innymi technikami, takimi jak spektroskopia Ramana (AFM-Raman)
czy mikroskopia fluorescencyjna (AFM-FLIM), pozwala na jednoczesne uzyskiwanie
informacji o topografii i wlasciwosciach chemicznych badanych probek!'%. Wyzwaniem
w stosowaniu AFM pozostaje interpretacja uzyskanych danych, szczegolnie w przypadku
ztozonych systeméw biologicznych czy zaawansowanych nanomaterialéw. Dlatego
rownolegle z rozwojem samej techniki prowadzone sg badania nad nowymi metodami
analizy danych 1 modelowania, ktére pozwalaja na lepsze zrozumienie obserwowanych

zjawisk na poziomie atomowym i molekularnym'®’

. Mikroskopia sil atomowych stanowi
potezne narzedzie badawcze, ktore zrewolucjonizowalo nasze mozliwosci obrazowania
i manipulacji materia na poziomie nanometrowym. Dzigki cigglemu rozwojowi
technologicznemu 1 metodologicznemu, AFM pozostaje kluczowa technika w naukach
o materiatach, biologii molekularnej, nanotechnologii 1 wielu innych dziedzinach,

przyczyniajac si¢ do postepu w zrozumieniu fundamentalnych proceséw zachodzacych

w skali atomowej 1 molekularne;.
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3.5 Technika Langmuir-Blodgett

Technika Langmuir-Blodgett (LB) jest cennym narz¢dziem w badaniach biologicznych,
umozliwiajacym tworzenie i analiz¢ modelowych bton biologicznych. Metoda ta pozwala
na otrzymywanie uporzadkowanych monowarstw lipidowych o $cisle kontrolowanym
sktadzie i orientacji czasteczek. Zasada dziatania techniki LB opiera si¢ na wtasciwosciach
czasteczek amfifilowych, ktore posiadaja zarowno hydrofilows, jak i hydrofobowa czes¢.
Proces tworzenia monowarstw rozpoczyna si¢ od przygotowania roztworu amfifilowych
czasteczek (najczesciej lipidéw) w lotnym rozpuszczalniku organicznym. Nastepnie roztwor
nanosi si¢ kroplami na powierzchni¢ wody w specjalnej wannie Langmuira. Po odparowaniu
rozpuszczalnika, czasteczki pozostaja na powierzchni wody. Kolejnym etapem jest
kompresja monowarstwy za pomoca ruchomych barierek, ktéore powoli zmniejszaja
dostepng dla badanych czastek powierzchnie, co prowadzi do zaggszczenia 1 samoistnego
uporzadkowania czasteczek. Proces ten monitoruje si¢ poprzez pomiar ciSnienia
powierzchniowego. Ostatnim etapem jest przeniesienie uporzagdkowanej monowarstwy na
state podloze (np. szklo, krzem, mika) poprzez jego pionowe zanurzenie i wynurzenie.

Proces ten mozna powtarzaé, tworzac struktury wielowarstwowe'% [Ryc. 8].

Monowarstwa

Powietrze

Barierki

Woda Podloze state (Mika)

Ryc. 8 Warstwy Langmuira osadzajq si¢ na powierzchni podfoza statego poprzez pionowe zanurzenie statego
podioza z fazy gazowej do fazy cieklej (lub odwrotnie). Na podstawie materialow promocyjnych Biolin Scientific

).
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Zastosowania techniki LB w biologii sg liczne i r6znorodne. Jednym z gléwnych
obszaréw jest modelowanie bton biologicznych, co umozliwia badanie wplywu sktadu
lipidowego na wilasciwosci bton, analize interakcji miedzy roznymi klasami lipidéw oraz
tworzenie asymetrycznych bton modelowych, odzwierciedlajacych naturalne btony
komodrkowe!?”. Technika ta jest rowniez niezastapiona w badaniu interakcji lipid-biatko,
pozwalajac na analiz¢ mechanizméw wigzania biatek peryferyjnych do blon, badanie
wplywu biatek na organizacje lipidow w blonie oraz okreslanie roli specyficznych lipidow
w funkcjonowaniu biatek btonowych!'’. LB umozliwia takZze szczegblowa analize
wlasciwosci fizykochemicznych blon, w tym badanie przej$¢ fazowych, okreslanie wptywu
cholesterolu na pltynno$¢ 1 uporzadkowanie bton oraz analize wilasciwosci elektrycznych
i mechanicznych monowarstw lipidowych!'!!. Kolejnym waznym zastosowaniem jest
badanie wptywu czynnikdéw zewnetrznych na btony, takich jak analiza oddziatywania lekow
z btonami lipidowymi, badanie wplywu peptydéw antybakteryjnych na integralno$¢ bton
czy okre$lanie mechanizméw dziatania toksyn i innych czynnikéw zaburzajacych btony!!2.
Technika LB znajduje rowniez zastosowanie w konstruowaniu biosensorow, umozliwiajac
tworzenie uktadow do detekcji specyficznych czasteczek, projektowanie czujnikéw
do monitorowania interakcji lek-btona oraz rozwoj platform do badan przesiewowych
nowych lekow!!3. Technika LB jest rowniez cennym narzedziem w badaniu procesow fuzji
bton, umozliwiajac analize¢ mechanizméw 1aczenia si¢ blon lipidowych, badanie roli
specyficznych lipidéw w procesach fuzji oraz modelowanie proceséw egzo- i endocytozy' .
Dzigki swojej wszechstronnosci 1 precyzji, technika Langmuir-Blodgett pozostaje
kluczowym narzedziem w badaniach nad btonami biologicznymi, umozliwiajac nie tylko
tworzenie uproszczonych modeli bton, ale takze badanie zlozonych interakcji
molekularnych w kontrolowanych warunkach. Potaczenie tej techniki z zaawansowanymi
metodami analitycznymi, takimi jak mikroskopia sit atomowych (AFM) czy spektroskopia
fluorescencyjna, otwiera nowe mozliwosci w zrozumieniu fundamentalnych procesow

biologicznych zachodzacych na poziomie bton komérkowych.
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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,
ktéry od dziesigcioleci ratuje zycie pacjentom z ciezkimi infekcjami grzybiczymi. Mimo
dtugiej historii stosowania, doktadny mechanizm dziatania AmB na poziomie molekularnym
wcigz pozostaje przedmiotem dyskusji naukowych. Wsroéd najczesciej rozwazanych
mechanizmow wymienia si¢ tworzenie kanatow jonowych w btonach komoérkowych oraz
sekwestracje steroli blonowych. Zrozumienie tych mechanizméw ma kluczowe znaczenie
nie tylko poznawcze, ale przede wszystkim praktyczne - pozwolitoby na opracowanie
skuteczniejszych 1 bezpieczniejszych form leku, ograniczajac jego toksyczne dziatania
niepozadane. W ostatnich latach uwage naukowcéw przyciagnety hybrydowe nanoczastki
AmB ze srebrem (AmB-Ag), ktore wykazuja wyjatkowo wysoka skutecznos¢
przeciwgrzybicza przy jednoczesnym zmniejszeniu toksycznosci dla komorek ludzkich.
Mechanizm dziatania tych nanoczastek nie zostal jednak w peini wyjasniony. Celem
niniejszej pracy byto zglebienie molekularnych podstaw aktywnos$ci biologicznej AmB-Ag
w odniesieniu do komorek Candida albicans. Zaawansowane techniki spektroskopii
molekularnej 1 obrazowania, w tym mikroskopia fluorescencyjna z rozdzielczoscig czasowa
(FLIM) oraz mikrospektroskopia ramanowska, pozwolity na analiz¢ interakcji nanoczastek
AmB-Ag z komorkami grzyba na poziomie nanometrowym. Badania te maja kluczowe
znaczenie dla zrozumienia mechanizmu dziatania AmB oraz optymalizacji jego form
farmaceutycznych, co moze przyczyni¢ si¢ do opracowania skuteczniejszych

1 bezpieczniejszych terapii przeciwgrzybiczych.

Badania rozpoczatem od syntezy nanoczastek AmB-Ag o $rednicy okoto 7 nm, gdzie
amfoterycyna B pelila podwoéjng role - zar6wno czynnika redukujacego, jak
1 stabilizujacego. Ta unikalna metoda syntezy pozwolita na uzyskanie monodyspersyjnych
nanoczastek o $cisle kontrolowanych wtasciwosciach. W tym celu AmB zostata oczyszczona
dwuetapowo: pierwsza faza polegala na oczyszczaniu na granicy faz woda-chloroform, za$
druga na oczyszczaniu metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC ang.
High-Performance Liquid Chromatography). Nastgpnie zastosowatem zaawansowane

techniki mikroskopowe 1 spektroskopowe do analizy interakcji AmB-Ag z uktadem
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modelowym w postaci GUV wykonanych z DMPC (ang. 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine) oraz Ergo (ergosterol).

Badania wstepne

W celu identyfikacji zjawisk zachodzacych w ukladzie pomiarowym wykonatem
pomiary kontrolne dla poszczegdlnych elementéw uktadu pomiarowego w celu weryfikacji

widm charakterystycznych dla tych komponentéw [Ryc. 9; Ryc.10].
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Ryc. 9 Widma Ramana dla pojedynczych elementow uktadu modelowego. Spektroskopia Ramana przy uzyciu lasera
458 nm.

35



Amphotericin B-Silver Hybrid Nanoparticles Help to Unveil the Mechanism of
Biological Activity of the Antibiotic: Disintegration of Cell Membranes

1 —

—_ AmB M
—— AmB-Ag

0.8

|
|

0.4

rFor

Intensywnos¢ [a.u. ]

|

0 -
0.6

044 — AmB - AmB-Ag

0.2 —

0 ~7 e —

-0.2 H Y(

0.4 -

-06 —

-0.8 —+———+——+—+——+—+——+—+—4
1050 1200 1350 1500 1650

Przesuniecie ramanowskie [cm™!]

Ryc. 10 Widma Ramana dla AmB oraz nonoczgstek AmB-Ag wraz z widmem roznicowym w dolnym panelu.
Spektroskopia Ramana przy uzyciu lasera 458 nm.

W nastepnym kroku dokonatem pomiarow ukladu modelowego w kilkudziesigciu

powtorzeniach. Ponizej zamieszczam pomiar reprezentatywny [Rye. 11].
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Ryc. 11 Widmo Ramana dla uktadu modelowego w postaci GUV. Spektroskopia Ramana przy uzyciu lasera 458 nm
wykazata lokalizacje Ag-AmB w warstwie lipidowej, potwierdzajqc ich silne powinowactwo do ergosterolu. Widmo
Ramana dla nanoczgstek AmB-Ag charakteryzuje sie maksimum 1558cm™.

Analogicznie zostaly wykonane badania wstepne z wykorzystaniem techniki FLIM

12]

DMPC + 30mol% Ergo + AmB-Ag DMPC + 30mol% Ergo

Intensywn 'c Amplltuda Amplltuda Intcnsywnosc

Ryc. 12 Obrazy mikroskopii fluorescencyjnej (FLIM) gigantycznych pecherzykow jednowarstwowych (GUV) z
ergosterolem przed i po dodaniu nanoczgstek Ag-AmB skanowano laserem 405 nm. (a) intensywnosc czasow
zycia fluorescencji tuz po dodaniu nanoczgstek Ag-AmB; (b) intensywnos¢ czasow zZycia fluorescencji dla czasow
< 300 ps charakterystycznych dla nanoczgstek Ag-AmB; (c) intensywnos¢ czasow zZycia fluorescencji dla czasow
0,45 ns charakterystycznych dla amfoterycyny B. (d) intensywnos¢ czasow zycia fluorescencji dla GUV bez
dodanych nanoczgstek Ag-AmB.
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Badania te pozwolily mi okresli¢ lokalizacje i orientacj¢ czasteczek AmB w btonie
lipidowe;j.

Kolejnym etapem bylo wykorzystanie organizmu modelowego C. albicans jako
naturalnego uktadu biologicznego. W tym celu drozdze C. albicans hodowano w podtozu
YPD (1% ekstrakt drozdzowy, 2% pepton, 2% glukoza) w temperaturze 37 °C.
W doswiadczeniach wykorzystano drozdze w logarytmicznej fazie wzrostu. Nastgpnie

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

1.2

1

0.8 4 0 Intensywnost [au] 4
. — Whnetrze
0.6 —_ Smgna
N — Tlo

o
~

Intensywnos¢ [a.u.]

0
0.15
—— Whetize — tlo
0.1 4 — Sciana —tlo
— Wnetrze — sciana
0.05

-0.05

1050 1200 1350 1500 1650
Przesuniecie ramanowskie [cm!]

Ryc. 13 Spektroskopia Ramana przy uzyciu lasera 458 nm wykazala lokalizacje AmB-Ag wewnqgtrz komorek
grzybow, potwierdzajgc ich silne powinowactwo do ergosterolu. Widmo Ramana dla nanoczgstek Ag-AmB
charakteryzuje sie maksimum 1558cm™.
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Ryc. 14 Czas zycia fluorescencji wykazal, ze gdy nanoczgstki Ag-AmB zostaly dodane do komorek grzybow Candida
albicans, spowodowato to gwaltowne skrocenie czasu Zycia (gorny panel). Dolny panel pokazuje rozmieszczenie w
komorce nanoczgstek Ag-AmB o charakterystycznym czasie zycia <300 ps i utrate integralnosci blony komorkowej.

Te komplementarne metody umozliwity mi obserwacj¢ procesu przenikania AmB
przez S$ciang komorkowa grzyba, wigzania si¢ z blong komorkowa 1 strukturami
wewnatrzkomorkowymi, a takze monitorowanie dezintegracji blony komorkowej w czasie
rzeczywistym. Kluczowym odkryciem byto zaobserwowanie, ze AmB w formie AmB-Ag
moze efektywnie pokonac bariere Sciany komorkowej grzyba, co jest prawdopodobnie
gléwnym powodem jej wyjatkowo wysokiej aktywnosci przeciwgrzybiczej. Po dotarciu do
btony komorkowej, czasteczki AmB odlagczajg si¢ od nanoczgstek srebra i wbudowuja si¢
w strukture lipidowa btony. Wykazatem, Zze proces ten zachodzi w ciggu kilku minut od
ekspozycji komorek na AmB-Ag. Pordéwnatem rowniez aktywno$s¢ AmB-Ag
z konwencjonalng formg AmB, potwierdzajac znacznie wyzsza skutecznos¢ hybrydowych
nanoczastek w zwalczaniu grzybow. Przeprowadzilem testy przezywalnosci komorek
C. albicans po ekspozycji na rdzne st¢zenia obu form antybiotyku, co dostarczyto
ilosciowych danych potwierdzajacych przewage AmB-Ag. Wyniki moich badan
jednoznacznie wskazuja, ze jednym z gléwnych mechanizméw przeciwgrzybiczego
dziatania AmB jest dezintegracja btony komorkowej. Proces ten zachodzi stosunkowo
szybko po ekspozycji komorek na AmB-Ag, co prowadzi do wyplywu zawartosci komorki

1 ostatecznie do jej $mierci. Wykazatem, Ze kluczowym elementem wysokiej skutecznosci
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AmB-Ag jest zdolno$¢ do efektywnego pokonania bariery $ciany komorkowej grzyba, a

nastepnie szybkiego zaburzenia integralno$ci blony komorkowe;.

Do oceny aktywnosci przeciwgrzybiczej Ag-Amb in vivo wobec grzyba C. albicans
wybratem gasienice mola woskowego, Galleria mellonella. powszechnie
wykorzystywanego jako organizm modelowy w badaniach patogenezy grzybow C.

albicans'".

Gasienicom G. mellonella podano w drodze iniekcji zywe komorki C. albicans w
dawce 5x10°, a nastepnie, po 2 godzinach, AmB-Ag w stezeniu odpowiadajacym wartosci
10 MIC okreslonej in vitro. Prawdopodobienstwo przezycia osobnikow zakazonych
grzybem, a nastgpnie poddanych dziataniu AmB-Ag byto istotnie statystycznie wyzsze
w poroOwnaniu z larwami kontrolnymi, ktorym po zakazeniu podano roztwor
woda:izopropanol, w ktorym byly zawieszone czastki AmB-Ag. Analiza przezywalno$ci
wykazata, ze prawdopodobienstwo przezycia 60 h przez gasienice, ktorym wstrzyknieto C.
albicans, anastepnie roztwor woda;izopropanol, wynosito okoto 30%, natomiast larw,
ktorym podano AmB-Ag okoto 55%. Prawdopodobienstwo przezycia 100 h wynosito okoto
10% 1 50%, odpowiednio dla zakazonych larw traktowanych roztworem woda;izopropanol
1 AmB-Ag. Wszystkie larwy zainfekowane C. albicans, ktorym nastgpnie wstrzyknigto
roztwor woda;izopropanol byly martwe pod koniec obserwacji, po ok. 100 h. natomiast w

tym samym czasie 50% larw, ktorym wstrzyknieto AmB-Ag, nadal zylo [Ryc. 15].
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Ryc. 15 Przeciwgrzybicze dziatanie AmB-Ag na modelu in vivo G. mellonella zakazonych uprzednio C. albicans.
Larwom wstrzyknieto zawiesing zawierajgcq komorki C. albicans, a po 2 godzinach inkubacji podano wode lub
roztwor woday;izopropanol (kontrola) lub AmB-Ag. Oceniono przezywalnosé larw, a prawdopodobienstwo
przezycia oszacowano przy uzyciu estymatora Kaplana-Meiera. Porownania przezywalnosci miedzy grupg
kontrolng a badang dokonano za pomocq testu log-rank. Stwierdzono istotng statystycznie roznice miedzy grupg
kontrolng a grupg badang. Wykres przedstawia wyniki z trzech niezaleznych eksperymentow.

Badania przezywalno$ci przeprowadzone przy uzyciu owadziego organizmu
modelowego G. mellonella wskazaly, ze AmB-Ag wykazuje aktywnos$¢ przeciwgrzybicza
in vivo wobec C. albicans w st¢zeniu odpowiadajacym wartosci 10 MIC okreslonej in vitro.
Uzyskane wyniki potwierdzaja takze uzyteczno$¢ tego modelu do testowania aktywnosci

przeciwdrobnoustrojowej takich czasteczek.
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Abstract: Amphotericin B is a popular antifungal antibiotic, and despite decades of pharmacological
application, the exact mode of its biological activity is still a matter of debate. Amphotericin B-silver
hybrid nanoparticles (AmB-Ag) have been reported to be an extremely effective form of this antibiotic
to combat fungi. Here, we analyze the interaction of AmB-Ag with C. albicans cells with the application
of molecular spectroscopy and imaging techniques, including Raman scattering and Fluorescence
Lifetime Imaging Microscopy. The results lead to the conclusion that among the main molecular
mechanisms responsible for the antifungal activity of AmB is the disintegration of the cell membrane,
which occurs on a timescale of minutes.
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1. Introduction

Amphotericin B (AmB) is a life-saving antifungal antibiotic used to treat deep-seated
mycotic infections [1,2] (see Figure S1, Supplementary Materials). Paradoxically, despite
decades of pharmacological applications of this antibiotic, the exact mode of its biological
activity is still a matter of debate [3]. The formation of transmembrane channels disrupting
physiological ion transport [4-7] and sequestration of membrane-bound sterols [8] are
among the most frequently discussed molecular mechanisms responsible for the antibi-
otic properties of AmB. The significance of the challenge of understanding the molecular
mechanisms responsible for the biological activity of AmB follows from the fact that this
is not a purely cognitive problem. Application of the pharmaceuticals based on AmB is
associated with side effects that are dramatically toxic to patients [9]. It is believed and
expected that the knowledge of the mechanisms and processes underlying the antifungal
effect as well as those responsible for the side effects will allow the development of a
pharmacological formula and an effective treatment strategy with minimized toxicity for
patients. Several pharmacological formulations of AmB have been elaborated and are used
in clinical practice in order to reduce severe toxicity to patients, including a preparation
containing a surfactant (e.g., Fungizone) and based on liposomes (e.g., AmBisome) [9,10].
In the present work, we address the problem of the biological activity of AmB using a
system based on AmB-silver (AmB-Ag) nanoparticles previously developed in our labo-
ratory and showing exceptionally high efficiency in combating fungal cells while being
practically nontoxic to human cells at comparable concentrations [10]. The relatively high
antifungal activity of AmB preparations based on metal nanoparticles was demonstrated
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to be associated with the fact that the antibiotic molecules in such a system can effectively
cross the cellular barriers [11,12]. Particularly high antifungal activity of AmB in the form
of hybrid nanoparticles with silver was originally interpreted as directly related to the
effect of synergy between the antibiotic and antimicrobial activities of Ag™ ions [10]. On
the other hand, the results of our recent studies have shown that the key mechanism in
the antifungal activity of AmB is crossing the cell wall barrier, allowing direct contact of
the antibiotic molecules with the cell membrane [12-14]. In the current work, we pose the
question of whether the particularly high efficiency of AmB-Ag, previously introduced
by our team [10], does not result from the unique ability of the antibiotic in the form of
hybrid metallic nanoparticles to cross the cell wall barrier. Thanks to the use of molecular
spectroscopy and nanoscale imaging techniques, the search for an answer to such a question
can take place at the molecular level. This represents a novel approach to in-depth insight
into the problem of AmB biological activity.

2. Results and Discussion

Figure 1 (and Figure S2) presents the FLIM (Fluorescence Lifetime Imaging Mi-
croscopy) images of C. albicans cells exposed to AmB-Ag nanoparticles. One of the effects
of the association of AmB with silver in the form of AmB-Ag hybrid nanoparticles is the
effective quenching of the fluorescence signal of the antibiotic (Figure 2). The fact that the
FLIM images clearly show the short-lifetime fluorescence signal of AmB (represented by
a blue color code) at the top of the long-lifetime autofluorescence of the cells (red color
code) implies that the drug molecules were delivered into the cell membranes and in-
tracellular structures in the form of AmB-Ag, but such structures were disassembled in
situ so that the antibiotic molecules could effectively bind to biomembranes where the
fluorescence signal of AmB is not quenched by contact with the silver nanoparticle. Such
a process can be clearly observed in a model lipid membrane system. The exposition of
the lipid vesicle formed with a single-lipid bilayer to AmB-Ag nanoparticles results in
the binding of the antibiotic molecules to the membranes (see Figure 3). The fact that the
fluorescence signal is observed in the membrane but not in the external environment, into
which AmB-Ag nanoparticles were injected, implies that upon their interaction with a lipid
membrane, the AmB complex with silver disassembles and the antibiotic molecules bind
to a lipid environment. Moreover, the fact that the vesicle cross-section image presents
a higher fluorescence signal in the right- and left-hand sectors as compared to the low-
and high-membrane sectors is a direct manifestation of the fact that the direction of the
transition dipole of the AmB molecule (close to the long molecular axis of AmB) is oriented
vertically to the membrane plane [13]. Such an effect follows directly from photoselection
since the electric vector of scanning laser light is polarized along the horizontal frame of an
image [13]. The fact that the membrane-bound AmB is disassembled from the AmB-Ag
structures can also be deduced on the basis of the photoselection analysis. The rationale
for such a conclusion is that AmB molecules assembled randomly with the surface of
silver nanoparticles would give rise to fluorescence intensity distributed homogenously
around the lipid vesicle cross-section, unlike those observed in the image recorded (see
Figures 3 and S4). The mechanism according to which AmB-Ag nanoparticles work as
a vehicle for delivering molecules of the antibiotic to various destinations within a cell
can also be deduced based on the Raman scattering spectroscopy and imaging. Figure 4
presents the results of a micro-spectroscopic Raman analysis of a single C. albicans cell
exposed to AmB-Ag. As can be seen, the resonance Raman spectrum of AmB recorded
in the region of the cell membrane and in the intracellular environment are very similar
to each other but different from the spectra recorded in the extracellular environment
containing AmB-Ag hybrid nanoparticles. The comparison of the resonance Raman spectra
of AmB unbound to metal and present in the form of nanoparticles (Figure S3) leads to
the conclusion that, at last, a fraction of molecules of the antibiotic delivered to the cell are
disassembled from the complex and bound directly to the structures of cells.
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Figure 1. Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy images of C. albicans cells before (left, 0 min)
and after (time in minutes indicated) exposition to AmB-Ag nanoparticles. The upper panels present
images based on fluorescence lifetime; below, the same cells are shown imaged with the based on an
amplitude of the short-lifetime fluorescence component (<300 ps) assigned to AmB.
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Figure 2. Fluorescence emission spectra recorded from individual areas of the C. albicans cell (cell
wall/membrane: solid blue line and inside cell area: dotted blue line) and autofluorescence signal:
solid red line (upper panel). Spectra of amphotericin B were normalized by the area under the
curve, and the autofluorescence emission spectrum was normalized in the region where there is
no amphotericin B emission: around 620 nm. In the lower panel, fluorescence emission spectra of
AmB-Ag nanoparticles are shown: raw spectrum (solid blue line) and smoothed spectrum (solid gray
line). The relatively low signal-to-noise ratio observed in the case of the AmB-Ag sample represents
the fact of highly effective fluorescence quenching by the metal surface of a nanoparticle.
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Figure 3. Results of microscopic imaging of single-lipid vesicles composed of DMPC with 30 mol%
Ergo (left panel) and with the addition of amphotericin B (right panel). The images are based on
fluorescence intensity. The images represent an equatorial vesicle cross-section in the focal plane of
the microscope. Maximum fluorescence emission intensities (displayed in blue) on the left and right
sides of the liposome represent the fraction of AmB molecules incorporated perpendicular to the
membrane plane (vertical orientation).

As can be seen from the analysis of the fluorescence images of C. albicans recorded after
different time periods, AmB penetrates the cell almost instantly and binds to the cell mem-
brane (Figure 1). On the other hand, a more detailed analysis of the FLIM images leads to
the conclusion that a certain fraction of the antibiotic molecules binds to the cell wall, either
in the form of AmB-Ag, or more likely detached from a metal nucleus. This can be deduced
from the fact that the fluorescence intensity of the peripheral regions of the cell is both
relatively high (not quenched by silver) and equally high, without heterogenic distribution
characteristic to the AmB molecules incorporated into lipid bilayers (Figures 3 and S4).
Further, a detailed analysis of the distribution of fluorescence of AmB reveals that the
prolonged incubation of each C. albicans cell (the timescale of minutes) results in the disin-
tegration of the cell, manifested by the release of the intracellular matter labeled with the
fluorescing molecules of the drug (visible as blue-colored matter in the extracellular envi-
ronment). This is a clear and straightforward demonstration of the disintegrative activity
of AmB, with respect to fungal cells. The association of AmB with nanoparticles made it
possible to effectively deliver the antibiotic molecules into the fungal cell structures, passing
the cell wall barrier shown to defend fungi against antibiotic activity [14]. This property
of the hybrid nanoparticle system is most probably responsible for the exceptionally high
antifungal activity of AmB-Ag [10] (see also Figure S5). Importantly, the application of this
system unveiled that one of the key modes of the biological activity of AmB toward the
cells of fungi is the disintegration of cell membranes and intracellular structures, based
most probably on the destabilizing effect of amphiphilic molecules of this antibiotic with
respect to the well-organized structure of the lipid bilayer. As demonstrated experimentally,
AmB efficiently incorporates into lipid membranes that are rich in sterols (in particular
ergosterol, a sterol of fungal cells) [15] and adopts a vertical orientation, with respect to
the membrane plane [13]. Minimizing the energy of the system leads to the formation
of aggregated AmB structures in which the polyol fragment of the antibiotic molecule is
isolated from the hydrophobic core of the membrane, and the polyene fragment is exposed
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to it [4,16]. On the other hand, even the separation of intramembrane AmB structures from
the lipid phase has a pronounced effect on the structural and dynamic properties of lipid
bilayers [17,18]. It is also possible that membrane-bound AmB localizes to the protein-lipid
interface and interferes with the functional organization of biomembranes.
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Figure 4. Raman spectra of AmB recorded with the application of a microscopic system from different
compartments of C. albicans cell. Spectra were recorded with 458 nm laser line. Laser excitation and
detection of the Raman scattering signal were focused inside the cell (red line), outside the cell (black
line), and in the cell wall/cell membrane region (blue line). The lower panel shows the difference
spectra calculated based on the original spectra displayed in the upper panel (see the legend).

The results of the experiments in this work indicate a strong biological activity of AmB
consisting of the disintegration of biomembranes, which, together with other modes of
action of this antibiotic, leads to the death of fungal cells (see the scheme in Figure 5).
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Figure 5. Schematic drawing showing the successive stages of interaction of AmB-Ag nanoparticles
with a cell: crossing the cell wall barrier and integration with the cell membrane, penetration into the
cytoplasm, disintegration of the cell membrane, and outflow of cell content to the external environment.

3. Materials and Methods
3.1. Materials

Amphotericin B (AmB), ergosterol (Ergo), tricine, and phosphate-buffered saline
(PBS) were obtained from Merck (Darmstadt, Germany). Silver nitrate (AgNO3) was
acquired from STANLAB (Lublin, Poland). Potassium hydroxide (KOH), potassium chlo-
ride (KCl), 2-propanol, ethanol, and chloroform were purchased from POCH (Gliwice,
Poland). 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DMPC) was obtained from Avanti
Polar Lipids (Alabaster, AL, USA). Water used in experiments was purified by a Milli-Q
Millipore system (Merck, Darmstadt, Germany).

3.2. Microorganism Cultivation

The yeast Candida albicans (wild-type; kindly gifted by Prof. A. Kedzia, Department
of Oral Microbiology, Medical University of Gdansk, Gdansk, Poland) was cultivated in
a YPD medium (1% yeast extract, 2% peptone, 2% glucose) at 37 °C. In the experiments,
yeast in the logarithmic phase of growth was used.

3.3. Viability Assay

The C. albicans survival rate after the treatment with AmB and AmB-Ag was deter-
mined using a colony-counting assay, as described before [19]. In brief, the log-phase
intact C. albicans cells (40 uL; OD600 = 0.3; approx. 1 x 10° CFU) suspended in PBS were
incubated with different concentrations of AmB or AmB-Ag (0.016-16 ug/mL) for 0.5 h
at 37 °C. Control cells were incubated with 2-propanol:water 4:6 in the same conditions.
After incubation, the serial dilutions were prepared and the cells were plated onto a solid
YPD medium. Colonies were counted after 24 h of incubation at 37 °C. The results were
calculated from three independent experiments performed in triplicate.

3.4. Nanoparticles Synthesis

Amphotericin B-silver hybrid nanoparticles (AmB-Ag) were synthesized according to
the original procedure developed in our laboratory and described in detail in an earlier
publication [10]. In the synthesis, amphotericin B acts as both a reducing agent and a stabiliz-
ing/capping agent. Thanks to alkaline synthesis, aggregation of the resulting nanoparticles
was avoided. As a result, the AmB-Ag nanoparticles were monodisperse (PDI = 0.05) and had
a diameter of ~7 nm, according to the results of imaging electron microscopy, dynamic light
scattering, and molecular spectroscopy measurements [10]. According to the original protocol,
nanoparticles were prepared with a molar ratio (AmB:Ag) of 1:11 and an antibiotic concen-
tration of 80 ug/mL determined spectrophotometrically based on the extinction coefficient
1.3 x 10° M~!em™! in an 2-propanol:water (4:6) solvent mixture.
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3.5. Giant Unilamellar Vesicles (GUV) Formation

Liposomes were formed of the DMPC lipid with ergosterol at 30 mol% (with respect
to lipid) by the electroformation technique as in detail described previously [20]. Lipids
suspended in ethanol and chloroform were placed on two platinum electrodes. Solvents
were evaporated in a vacuum for an hour. Next, electrodes were placed in the cuvette with
a buffer (20 mM Tricine, 10 mM KCl, pH 7.6) for two hours of electroformation at 30 °C
with an applied AC sinusoidal field (10 Hz, 3 V).

3.6. Raman Spectroscopy and Imaging

Raman spectroscopy was carried out using an inVia confocal Raman microscope
(Renishaw, Kingswood, UK) with an argon laser (Stellar-REN, Modu-Laser'™, Centerville,
UT, USA) operating at 457 nm (set at 47 uW power at the sample), equipped with a
60x water-immersed objective (Olympus Plan Apo NA = 1.2). Optical images of AmB-
Ag containing GUV and C. albicans fungal cells were obtained and analyzed with WiRE
5.5 software (Renishaw, Kingswood, UK). Based on such images, areas of approximately
10 um x 10 um for Raman scanning were selected and mapped with 1 pum spatial resolution.
For this study, all the images were recorded with light intensity as low as possible. Raman
images were acquired using the Renishaw WiRE 5.5 system in high-resolution mapping
mode (HR maps). At each point of the Raman image map, the spectra were recorded with
about 1cm ™! spectral resolution (2400 lines/mm grating) in Raman shift spectral region
1000-2500 cm™! using an EMCCD detection camera Newton 970 from Andor, Belfast, UK.
The acquisition time for a single spectrum was 0.5 s for GUV and 1.0 s for C. albicans. All
spectra were pre-processed by cosmic ray removal, noise filtering, and baseline correction
using WiRE 5.5 software from Renishaw, Kingswood, UK.

3.7. Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy (FLIM)

For analysis, 40 uL of GUV or C. albicans suspension was mixed with 10 uL AmB-Ag
nanoparticles and imaged with the FLIM technique. Data were recorded on a MicroTime
200 confocal system (PicoQuant GmbH, Berlin, Germany) coupled with an inverted micro-
scope (Olympus IX71, Shinjuku City, Tokyo, Japan). Silicon-immersed objective (Olympus
NA = 1.3, 60x) was used during the measurements. The samples were excited with a
405 nm laser with a 10 MHz repetition rate. The observations were carried out with a
50 um diameter pinhole, ZT 405RDC dichroic filter, and 405 nm pass filter (Chroma-AHF
Analysentechnik, Tiibingen, Germany). Fluorescence emission spectra were recorded
with spectrograph Shamrock 163 connected to the microscopy system. Newton EMCCD
DU970P BUF camera (Andor Technology, Belfast, UK) cooled to —50 °C was applied in
these measurements. Fluorescence lifetimes and intensities were analyzed using SymPho-
Time 64 v. 2.6 software (PiqgoQuant GmbH, Berlin, Germany).

4, Conclusions

In this work, it was shown that the biological activity of amphotericin B, a popular
antifungal antibiotic, significantly increases when the drug is in the form of hybrid silver
nanoparticles. The experimental results show that AmB-Ag can effectively cross the cell
wall barrier and deliver antibiotic molecules to cell membranes. Analysis of the molecular
imaging data shows that AmB incorporated into the cell membrane induces membrane
breakdown within minutes. Such a result clearly shows that the disintegration of fungal cell
membranes is one of the main mechanisms operating at the molecular level and responsible
for the biological activity of Amphotericin B.

49



Amphotericin B-Silver Hybrid Nanoparticles Help to Unveil the Mechanism of
Biological Activity of the Antibiotic: Disintegration of Cell Membranes

Molecules 2023, 28, 4687 8of9

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https:/ /www.
mdpi.com/article/10.3390/molecules28124687/s1, Figure S1: Chemical structure of amphotcricin Band
schematic drawing of a AmB-Ag nanoparticle; Figure S2: Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy
images of C. albicans cells exposed to AmB-Ag; Figure S3: Raman spectra of AmB: recorded directly after
the purification and in the form of hybrid AmB-Ag nanoparticles; Figure S4: Results of microscopic
imaging of single-lipid vesicles composed of DMPC with 30 mol % Ergo with addition amphotericin B;
Figure S5: Comparison of the results of C. albicans cell viability tests cultured in the presence of AmB
and AmB-Ag nanoparticles.
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Amphotericin B-Silver Hybrid Nanoparticles Help to Unveil the Mechanism of
Biological Activity of the Antibiotic: Disintegration of Cell Membranes

Figure S1. Chemical structure of amphotericin B (panel A) and schematic
drawing of the AmB-Ag nanoparticle (panel B).
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Figure S2. Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy images of C. albicans cells
before (left, 0 min) and after (time in minutes indicated) exposition to AmB-Ag
nanoparticles. The upper panels present images based on fluorescence lifetime,
below, the same cells are shown imaged based on an amplitude of the short-
lifetime fluorescence component (< 300 ps) assigned to AmB. Note the increase
of the AmB concentration in the extracellular environment after prolonged
incubation. This effect is diagnostic for the disintegration of the cell membrane.
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Figure S3. Raman spectra of AmB: recorded directly after the purification
with HPLC (blue line) and in the form of hybrid AmB-Ag nanoparticles (red
line). Spectra recorded with a 458 nm laser line. The lower panel shows a

difference spectrum calculated based on the original spectra displayed in the
upper panel.
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Biological Activity of the Antibiotic: Disintegration of Cell Membranes

DMPC + 30 mol% Ergo + Ag-AmB

Intensity
0 1

Figure S4. Results of microscopic imaging of a single lipid vesicles composed
of DMPC with 30 mol % Ergo with addition amphotericin B. The images are
based on fluorescence intensity. The images represent an equatorial vesicle
cross-section in the focal plane of the microscope. Maximum fluorescence
emission intensities (displayed in blue) on the left and right sides of the
liposomes represent the fraction of AmB molecules incorporated
perpendicular to the membrane plane (vertical orientation).
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Figure S5. Comparison of the results of C. albicans cell viability tests cultured
in the presence of AmB and AmB-Ag nanoparticles. Results represent the

arithmetic mean + SD of three independent experiments performed with three
replicates for each sample type.
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5 How Does the Antibiotic Amphotericin B Enter Membranes
and What Does It Do There?

Niniejszy artykut przedstawia wyniki badan majacych na celu wyjasnienie, w jaki
sposob czasteczki AmB wnikaja do bton lipidowych oraz jakie zmiany wywotluja w ich
strukturze. W tym celu, do analizy monowarstw lipidowych zawierajacych ergosterol
zastosowano innowacyjne podejscie, taczace rozne techniki obrazowania, w tym
mikroskopi¢ sit atomowych i mikroskopi¢ fluorescencyjng z rozdzielczo$cig czasowa.
Badania te majg kluczowe znaczenie dla wyjasnienia ztozonych mechanizmoéw dziatania
przeciwgrzybiczego AmB, co moze przyczyni¢ si¢ do opracowania skuteczniejszych
i bezpieczniejszych formulacji tego leku w przysztosci. Artykut rzuca nowe $wiatlo na
interakcje AmB z btonami lipidowymi, ujawniajac wielorakie efekty strukturalne, ktore

moga leze¢ u podstaw jego aktywnosci farmakologicznej.

W tym artykule przedstawitem wyniki badan mechanizméw, dzigki ktorym
amfoterycyna B oddziatuje z btonami lipidowymi, szczegoélnie tymi zawierajagcymi
ergosterol, kluczowy skladnik bton komoérkowych grzybow. Pierwszym etapem byto
scharakteryzowanie uktadow kontrolnych dla czystej monowarstwy z DOPC (ang. 1,2-
dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine), ergosterolu oraz AmB za pomoca techniki AFM
[Ryc. 16].

DOPC + AmB DOPC + Ergosterol

a Ay
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Ryc. 16 Obrazy AFM dla uktadow kontrolnych wykazujg brak oddziatywan lipid-AmB.
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Wyniki obrazowania FLIM rowniez nie wykazywaly sygnatu w przypadku kontroli

ztozonej z DOPC+AmB [Ryec. 17].

I N
10

Czas zycia [ns]

Ryc. 17 Uktad kontrolnej monowarstwy DOPC+AmB w skali czasow zZycia fluorescencji.

Wszystkie monowarstwy zostaty nalozone na podtoze state przy cisnieniu 25 [mN/m]

ktore przyjmuje si¢ za odpowiednik cisnienia naturalnej btony biologicznej [Ryc. 18].
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Ryc. 18 Przebieg izotermy dla mieszaniny DOPC-Ergo w proporcjach 7/3.
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Monowarstwy ztozone z DOPC i ergosterolu wykorzystalem jako model bton
lipidowych grzybow. Wnikanie AmB do tych bton zachodzi tylko w obecnosci ergosterolu.
Mikroskopia sit atomowych (AFM) i mikroskopia obrazowania czasow zycia fluorescencji
(FLIM) ujawnity tworzenie wewnetrznych klastrow oraz stosunkowo duzych porow

btonowych (~15 nm $rednicy) [Ryc. 19].
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Ryc. 19 Topograficzny obraz AFM monowarstwy ztozonej z DOPC i Ergo (7:3) wystawionej na dzialanie AmB
pokazujqcy klastry (powyzej) i pory (ponizej).

Wyniki moich badan wykazaty wiele sposobow dzialania AmB, w tym destabilizacje
struktury bton 1 tworzenie poréw transbtonowych dziatajacych jako pasywne kanatly jonowe.
Zastosowanie AFM zapewnito wysoka rozdzielczo$¢ przestrzenna, podczas gdy FLIM
oferowato czuto$¢ na organizacj¢ molekularng. Na obrazach FLIM widoczne byly struktury
w obrebie fazy lipidowej tworzone przez AmB, co sugeruje obecno$¢ dimerdéw i matych

agregatow molekularnych [Ryc. 20].
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Czas zycia [ns]

Ryc. 20 Obraz FLIM filmu pojedynczej warstwy ztozonej z DOPC i Ergo (7:3) wystawionej na dziatanie AmB.

Za pomocg obrazowania AFM wykazatem, ze monowarstwy lipidowe bogate
w ergosterol tworzg odrebne klastry po dluzszym okresie inkubacji w obecnosci AmB

[Ryc. 21].

1nm

0nm

Ryc. 21 Obraz topograficzny AFM bogatej w ergosterol monowarstwy lipidowej tworzqcej wyrazne klastry po
dtuzszej inkubacji w obecnosci AmB.

AmB nie wystepuje jako monomer w blonie, lecz formuje dimery 1 wigksze agregaty.
Obecnos¢ ergosterolu jest kluczowa dla penetracji i tworzenia struktur wieloczasteczkowych
przez AmB w btonach lipidowych. ZtoZzona organizacja molekularna AmB znaczaco
wplywa na wlasciwosci strukturalne i funkcjonalno$¢ bton biologicznych. Tworzenie
klastrow 1 porow przez AmB moze prowadzi¢ do niekontrolowanego transportu jonow,
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co wptywa na fizjologi¢ komoérek. Wyniki moich badan wyjasniaja wieloaspektowe
mechanizmy, dzigki ktorym AmB oddziatuje z blonami lipidowymi grzybow. Wskazuja
takze na rolg ergosterolu w ulatwieniu wnikania AmB do wnetrza komorki oraz
wynikajacych z tego zmian strukturalnych w btonie, ktore sa kluczowe dla jej efektow
farmakologicznych. Odkrycia te majg istotne znaczenie dla przysziego projektowania

formulacji AmB z ograniczonymi efektami ubocznymi.
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ABSTRACT: Amphotericin B is a popular antifungal antibiotic, but the exact way it works is
still a matter of debate. Here, we used monolayers composed of phosphatidylcholine with
ergosterol as a model of fungal lipid membranes to study drug incorporation from the aqueous
phase and analyze the molecular reorganization of membranes underlying the biological
activity of the antibiotic. The results show that the internalization of antibiotic molecules into
membranes occurs only in the presence of ergosterol in the lipid phase. Comparison of images
of solid-supported monolayers obtained by atomic force microscopy and lifetime imaging
fluorescence microscopy shows the formation of intramembrane clusters of various sizes in the
lipid phase, consisting mainly of antibiotic dimers and relatively large membrane pores (~15
nm in diameter). The results reveal multiple modes of action of amphotericin B, acting
simultaneously, each of which adversely affects the structural properties of the lipid membranes
and their physiological functionality.

Amphotericin B (AmB) belongs to a class of polyene address this interesting issue, important from the point of

macrolide antibiotics and is used to treat deep-seated, life- view of designing future formulations of this drug that are
threatening fungal infections'” (see Supplementary Figure S1 characterized by minimized toxic side effects for patients. We
for a chemical structure). Paradoxically, despite several decades used a model system of monomolecular layers formed at the
of medical use of AmB and its high effectiveness,’ the exact air—water interface with dioleoylphosphatidylcholine (DOPC)
modes of its biological activity are still a matter of debate.”® and ergosterol (Ergo), the main sterol of fungal cells, to study
Among the main mechanisms discussed is the destabilization the incorporation of drug molecules into the membrane from
of a structure of biomembranes, induced by the presence of the the water phase.” Monolayers deposited on a solid support
drug molecules in the lipid phase®” or as a consequence of the were then subjected to functional imaging. The main
sequestration of sterols associated with the formation of extra- advantage of using atomic force microscopy (AFM) was the
membraneous sterol-AmB bulk structures referred to as very high spatial resolution of this technique, while the use of
“sponges”.*” One of the consequences of the destabilization fluorescence lifetime imaging microscopy (FLIM) was
of the membrane structure would be the uncontrolled leakage advantageous due to the sensitivity of ﬂuoresci?ce lifetime
of physiologically important ions through the biomembranes, parameters to the molecular organization of AmB.™" The use of
disturbing the electrostasis of living cells. Another important various imaging techniques in studying the interactions of

pharmacologically active molecules with membranes has
proven to be highly effective in understanding the mechanisms
of their biological activity."””'7 Surprisingly, the results
obtained in this study demonstrate multiple modes of action
of AmB on lipid membranes, all of which may account for the
pharmacological effectiveness of this popular antibiotic.
Figure 1 presents a FLIM image of a film deposited from the
single DOPC-Ergo monolayer formed at the air—water
interface and exposed to AmB that was introduced into the

mechanism underlying the antibiotic action of AmB is the
formation of transmembrane pores that act as passive ion
channels uncontrolled by any regulatory activity,'’ thus also
having a decidedly negative impact on physiological ion
transport. Currently, there are two models of barrel-stave-like
transmembrane ion channels formed by AmB molecules in the
lipid phase: one composed of a single-length complex'' and
the other consisting of a double-length channel formed by two
stacked single-length structures, each present in a single leaflet
of the lipid bilayer.'* In the opinion of many researchers, the
results of the experiments supporting all of the individual Received:  February 16, 2024
modes of action of AmB concerning lipid membranes are Revised:  March 29, 2024
convincing, thus making it difficult to sort out which molecular Accepted:  April 22, 2024
mechanism applies to the pharmacological effect of this Published: April 26, 2024
antibiotic. In the present work, we designed experiments in

combination with various imaging techniques to further

[ . i
2024;2:,?‘;‘;‘,{‘%&;‘:?;;525?{3 https://doi.org/10.1021/acs jpclett.4c00496
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Figure 1. FLIM image and analysis of the film deposited from the
monomolecular layer composed of DOPC and Ergo (7:3) exposed to
AmB. (a) FLIM image, (b) fluorescence lifetime analysis based on all
the photons detected during the imaging (IRF plotted in red), (c)
cross-section analysis along the structure marked in panel (a) with
white line, and (d) analysis of diameters of the fluorescence-emitting
structures visible in panel (a) and another four images and based on
the fwhh of fits to the signal as shown in panel (c). See the text for
more information. The figure shows analyses of the exact same sample
that was analyzed using AFM (results shown in Figure 2).

water subphase. The fluorescence signal assigned to AmB
shows the incorporation of the drug molecules into the lipid
phase."® The fluorescence signal of this polyene antibiotic can
be effectively detected despite the low concentration in the
monolayer system, thanks to the relatively high fluorescence
quantum yield of AmB (~4% in the dimeric form'’) and the
very high sensitivity of the detection system. The fluorescence
emission spectra of AmB incorporated into monolayers are
presented in the Supplementary Figure S2. The position of the
fluorescence emission band on the wavelength scale suggests
that AmB present in the system examined appears mostly in
the form of dimers and small molecular aggregates.'* AmB
fluorescence has not been detected in the same experiment
carried out under identical conditions, except that Ergo
molecules were not present in the lipid monolayer (see
Supplementary Figure S3). This result confirms that the
presence of sterols, in particular ergosterol, in the system is a
prerequisite for the effective penetration of AmB from the
aqueous phase into lipid membranes.'® Detailed analysis of the
FLIM image (Figure 1) shows that AmB incorporated in the
DOPC-Ergo membrane is not distributed homogeneously but
rather self-associates into clusters characterized by dimensions
in the range of 250—750 nm. The spatial resolution of the
optical microscopic system used enabled the discrimination of
structures with a minimum dimension of 226 + 27 nm (see the
Supporting Information for experimental details). It is
therefore highly probable that exact dimensions of the smallest

4824

molecular structures formed are significantly lower. The time-
resolved fluorescence analysis shows that AmB in the system
appears in three molecular organization forms characterized by
the fluorescence lifetimes 7, = 0.35 ns (12%), 7, = 1.8 ns
(34%), and 75 = 6.8 ns (54%), assigned to small aggregates
(e.g., tetramers), parallel dimers, and antiparallel dimers,
respectively.'* Importantly, the amplitudes of the AmB
fluorescence lifetime components in the monolayer show
that the antibiotic does not exist as a monomer and that dimers
are the main forms of molecular organization in this system.
This observation suggests that other molecules, including a
sterol and possibly also a lipid, are involved in the formation of
the relatively large AmB clusters observed, presumably serving
as “molecular spacers” protecting against strong excitonic
interactions between chromophores. Interestingly, such large
structures are not distinguished in the AFM images of
multicomponent monolayers (Figure 2). This suggests that
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Figure 2. AFM image and analysis of the film deposited from the
monomolecular layer composed of DOPC and Ergo (7:3) exposed to
AmB. (a) AFM image, (b) cross-section analysis along the black line
marked in panel (a), and analysis of height (c) and diameter (d) of
the structures appearing as white dots in the image presented in panel
(), according to the methodology presented in panel b. The figure
shows analyses of the exact same sample that was analyzed using
FLIM (results shown in Figure 1).

some AmB structures separated by a relatively short distance
can be resolved using the AFM technique but are recognized as
single larger objects by the optical imaging. On the other hand,
AFM-based images show the presence of relatively small
structures (20—50 nm in diameter) distinctly differing in
height above the level of the monolayer (~3 nm,
corresponding to the length of a single AmB molecule™).
The pillar-like structures visible in the film topography are also
distinctly different from the membranes in nanomechanical
properties, as can be concluded from the sample imaging based
on the AFM phase signal (see Supplementary Figure $4). In
principle, such structures can be formed at the water—
membrane interface and, thanks to their stability, remain

https://doi.org/10.1021/acs jpclett.4c00496
J. Phys. Chem. Lett. 2024, 15, 4823-4827
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preserved in the process of the deposition of monolayers on a
solid support. The fact that such structures are not observed
for lipid monolayers exposed to AmB but lacking Ergo
(Supplementary Figure S3) suggests that sterol molecules are
not only necessary for the internalization of AmB into the
membrane but are also involved in the formation of the bulk
structures detected using a topography imaging of the samples.
More detailed analysis of the AFM images also reveals the
appearance of relatively small depressions in the membrane,
manifested as black dots (Figure 3). Such structures are typical
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Figure 3. AFM image and analysis of the film deposited from the
monomolecular layer composed of DOPC and Ergo (7:3) exposed to
AmB. (a) AFM image, (b) detailed analysis of the image marked in
panel a with black square, (c) cross-section analysis along the black
line marked in panel (b), and (d) analysis of a diameter of the
structures appearing as black dots in the image presented in panel (b),
according to the methodology presented in panel (c).

for the lipid monolayers containing Ergo and exposed to AmB.
The diameters of such structures (~15 nm) are too large to be
considered as single ion channels, but certainly, they have the
potential to act as pores significantly affecting the membrane
structure and disturbing physiological ion transport. Despite
the fact that the diameters of pillar-like structures (Figure 2)
are larger than those of pore-like structures (Figure 3), it is
possible that both types of structures may have the same
origin: namely, they are formed in the separation process from
membrane clusters rich in AmB and Ergo. The observed
differences in diameter can be related both to the molecular
dynamics of the multicomponent membrane and the process
of relaxation after the emergence of new structures as well as to
the different detection of convex structures and cavities using
the AFM technique.

The results of the analysis indicate the occurrence of various
forms of molecular organization associated with the exposure
of the lipid membrane containing Ergo to the action of AmB.
First, AmB-related effects are observed only in sterol-
containing lipid membranes. Such observations are in agree-
ment with the results of the previous studies showing that

4825

sterols are necessary components of membranes that allow
AmB molecules to penetrate into the lipid phase and ensure
vertical orientation of the antibiotic molecules, along the axis
perpendicular to the membrane plane."”*' In the present
study, two essentially different forms of AmB molecular
organization in the membrane were observed, important from
the standpoint of the structure—function relationship: intra-
membrane clusters separated from the lipid phase (20 to S0
nm in diameter) and ~15 nm pores (see Figure 4 for a

Dimer Pore

Ergosterol

Extra-membrane
structure

Figure 4. Model illustrating the process of internalization of AmB into
the DOPC-Ergo monolayer from the aqueous subphase and the
formation of various molecular structures.

visualization). Importantly, AmB does not appear as a
monomer but adopts more complex forms with the dimeric
suborganization. It is concluded that the membrane
components, presumably lipids and sterols, participate in the
formation and stabilization of the observed structures. In our
opinion, all these forms of molecular organization of AmB
significantly influence the structural properties of biomem-
branes, which are important from a physiological point of view.
Membrane phase separation, appearing as AmB-rich clusters,
generates interfacial boundaries that may facilitate uncon-
trolled transmembrane transport of small molecules, including
ions. An even greater risk of this process can be expected in the
presence of membrane pores. The formation of extramem-
brane structures also seems to be important from a biological
point of view. They likely represent molecular organization
forms identified previously as sterol-rich AmB “sponges”. The
results of model system studies presented in this work show
that the presence of AmB in a lipid membrane containing
sterols results in many consequences at the level of molecular
organization and structural properties of membranes. Im-
portantly, all of them may impair their biological functionality.
This leads to the conclusion that the problem of the molecular
basis of the pharmacological action of AmB is complex and is
not limited to only one mechanism. Although the present
study has revealed several effects of AmB on membranes, we
are aware that due to the specificity of the techniques used and
their resolution, several other potential mechanisms may not
have been observed, e.g, the formation of very small ion
channels. Apparently, the relatively complex and specific
molecular structure of AmB itself modulates a whole series
of interactions in the membrane environment, causing its
significant reorganization, which manifests itself in many
different ways depending on the research technique used.

https://doi.org/10.1021/acs jpclett.4c00496
J. Phys. Chem. Lett. 2024, 15, 4823-4827
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Experimental Section

Materials

Crystalline amphotericin B (AmB) was purchased from Cayman Chemical (USA). Directly
before use, AmB was repurified chromatographically, as described in detail previously.' 1,2-
dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DOPC) was obtained from Avanti Polar Lipids (USA).
Ergosterol was obtained from Merck (Germany). Methanol, 2-propanol and chloroform were
purchased from POCH (Poland). Water used in experiments was purified by a Milli-Q Millipore

system (Merck, Germany).

Preparation of monomolecular layers

Monomolecular layers were formed using a Teflon trough equipped with movable barriers, an
injection port, and a magnetic stirrer. An integrated Langmuir and Langmuir-Blodgett system
was purchased from KSV NIMA Instruments (Finland). A Wilhelmy tensiometer with an
ashless filter paper (Whatman) as a surface pressure sensor was used to monitor surface
pressure. Before starting the main part of the experiment, the DOPC:Ergo (7:3, mol:mol)
monolayers were formed at the air-water interface and isotherms of compression were recorded
(See Supporting Information Figure S5). A monolayer constituents were deposited at the air-
water interface in 50 pl of a DOPC and Ergo solution prepared in a chloroform:methanol (9:1,
v/v) solvent mixture. The monolayer compression began after 15 min. necessary for solvent
evaporation. The barrier speed was constant at 10 mm/min. To examine the penetration of AmB
from the water phase into the lipid monolayers, the films were compressed to 25 mN/m, and
this surface pressure was stabilized automatically by the computer-controlled system. AmB was
injected into the aqueous subphase, beneath the monomolecular layers, as a solution prepared
in water/2-propanol mixture (6:4, v/v). A volume of 100 pl of AmB solution was injected into
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~300 ml of water subphase. The concentration of AmB solution was adjusted to maintain the
1:1 ratio of molecules of AmB in the subphase and the total number of DOPC and Ergo
molecules forming the lipid monolayers. The process of incorporation of AmB into the
monolayers was manifested by a computer-controlled decompression of the films to maintain
the surface pressure at 25 mN/m. After stabilization of this process (40 min.), the
monomolecular layers were transferred to freshly cleaved Mica substrate by means of the
Langmuir-Blodgett technique. The same constant surface pressure was automatically
maintained by the system, also during the process of deposition of monomolecular films to a
solid support. All experiments were performed at 25 ©°C. Single-component and
multicomponent monomolecular layers formed with AmB, lipids, and sterols were

characterized in detail in our previous studies.?

Atomic Force Microscopy

The monolayers were deposited on a freshly cleaved Mica surface at room temperature and then
transferred to an AFM microscope. AFM scanning was carried out using JPK Nanowizard 3
system (Bruker, USA) in a non-contact mode (AC mode). RFESPA-190 cantilevers (Bruker,
USA) with a nominal elastic constant of 35 N/m and a typical tip radius of 8 nm were used. The
nominal resonance frequency of the cantilevers (provided by the manufacturer) was 190 kHz
and the typical operating resonance frequency was 157.4 kHz. AFM images were scanned at
512 x 512 or 1024 x 1024 pixel resolution at 0.8 Hz. To avoid defects and imperfections, a
regime of weak tip-sample interaction was applied during scanning by monitoring the tip
dithering phase shift. AFM images were processed by subtracting the polynomial fit from each
scan line independently then the height images were fed to cross sections using JPKSMP data

processing software (Bruker, USA).
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FLIM measurements

Time-resolved imaging experiments were conducted employing a MicroTime 200
microscope system purchased from PicoQuant (GmbH, Berlin, Germany). The samples were
excited with 405 nm solid-state laser (Picoquant) with pulses characterized by a full width at
half maximum (FWHM) of less than 90 ps. This wavelength of laser light was chosen to
specifically excite the 0-0 vibrational maximum of the main electronic absorption band of AmB.
The laser light beam was directed at the sample through an Olympus 60x objective with a
numerical aperture of 1.2. The resulting fluorescence emission was collected by the same
objective and transmitted to an avalanche photodiode detector (Excelitas Technologies)
configured in a confocal mode. The detection efficiency of the detector was up to 70% at 500
nm, with a timing resolution down to <250 ps (FWHM). A pinhole diameter of 50 pm was
utilized, and scattered light underwent filtration through a long-wavelength pass filter HQ430lp
followed by a dichromatic mirror ZT405RDC, both sourced from AHF Analysentechnik.

The analysis of fluorescence components was executed utilizing SymPhoTime v. 2.8 software
(PicoQuantGmbH, Berlin, Germany). This analytical process encompassed the identification
of components based on characteristic fluorescence lifetime values (z;) derived from the
emission intensity formula /(2):

t L =t
1) = f IRF(t)) ZAi e T dt' + Bkgr
® i=1

Wherein, ¢ represents time, /RI*(1’) denotes the instrument response function at a reference
time /', n is the number of exponentials, 4; signifies exponential prefactors, and Bkgr accounts

for background correction.
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Subsequently, intensities associated with each exponential component, reflecting non-zero

contributions from distinct organizations of fluorophores, were computed:
1) = 1A

These intensities were indicative of the quantity of distinct molecular organizations of the
antibiotic. Additionally, the amplitudes associated with the intensities were expressed as a
percentage referenced to the total intensity.

Selected monomolecular film regions 10 x 10 pm or 20 x 20 pm were scanned at a resolution
of 300 x 300 pixels. The optical resolution of the microscope, considering the specified
objective parameters and excitation wavelength, enabled the discrimination of structures with
a minimum dimension of 226 + 27 nm.

The fluorescence signal from the bright spots observed in the microscopic images was
extracted through the exit port of the microscope system and subsequently directed into a
spectrograph for further analysis. To ensure the fidelity of the collected data and eliminate
interference from Raman and Rayleigh scattered light, a long-wavelength pass filter (HQ430lp)
was employed prior to detection (the same as used to record images). Spectral data were
recorded using a spectrograph model SR 163 (Shamrock), which was equipped with a Newton
970 EMCCD camera from Andor Technology (detection efficiency of up to 95%). The camera
was thermoelectrically cooled down to -60°C to minimize noise during data acquisition, thereby
ensuring high-quality signal capture. The SR 163 spectrograph, employing a Czerny Turner
design with a grating having 600 lines per millimeter, blazed at 500 nm, enabled the acquisition
of fluorescence spectra across a spectral window of 250 nm. Data were recorded and processed
using Solaris software, with exposure time (20 s) optimized to maximize signal-to-noise ratio.
Subsequent statistical analyses were performed using established statistical tools implemented

to Grapher program (Golden Software) to derive meaningful insights from the collected data.
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All types of experiments, including AFM and FLIM imaging for different monolayers, were

repeated at least 10 times and found to be reproducible.
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Figure S1 Chemical structure of amphotericin B.
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Figure S2 Fluorescence emission spectrum of AmB incorporated in a monomolecular layer composed of
DOPC:Ergo (7:3, mol:mol). The spectrum (plotted in blue) represents the arithmetic mean of 16 individual, single-
pixel spectra recorded from different fluorescence-emitting structures visible in the FLIM image. The gray area
represents S.D. from the arithmetic mean. The spectra were recorded from a monolayer deposited on the mica

surface.
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Figure S3 Tmages acquired with AFM and FLIM (indicated) of the same film deposited from a monomolecular

layer formed with DOPC (without Ergo) and exposed to AmB. Note the lack of a signal assigned to AmB.
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Phase Signal [deq]

Figurc S4 AFM image of the film deposited from the monomolecular layer composed of DOPC and Ergo (7:3,
mol:mol) exposed to AmB. The image is based on a phase signal reflecting the mechanical properties of scanned

objects.
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Figure S5 Surface pressure-mean molecular area isotherm of compression of a two-component monomolecular
layer formed with DOPC:Ergo (7:3, mol:mol) at the air-water interface. In order to expose a monolayer to AmB,

compression was stopped and stabilized at 25 mN/m, while AmB solution was injected into the aqueous subphase.
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6 Dyskusja

Wyniki moich badan dostarczaja nowych informacji na temat mechanizméw dziatania
amfoterycyny B, powszechnie stosowanego antybiotyku przeciwgrzybiczego. Pomimo
wieloletniego stosowania w medycynie, dokladny mechanizm dzialania AmB na poziomie
molekularnym pozostawat przedmiotem dyskusji naukowych!''®. Kluczowym odkryciem,
przedstawionym w obu artykutach, jest jednoczesny, wieloaspektowy wptyw AmB na btony
lipidowe zawierajace ergosterol. Analiza obrazow FLIM wskazuje, ze AmB wbudowana
w btonge DOPC-Ergo nie jest rozmieszczona jednorodnie, ale raczej samoasocjuje w klastry
o wymiarach w zakresie 250-750 nm. Analiza fluorescencji czasowo-rozdzielczej wykazata,
ze AmB w badanym ukltadzie wyst¢gpuje w trzech formach organizacji molekularnej
charakteryzujacych si¢ czasami zycia fluorescencji t: = 0,35 ns (12%), 12 = 1,8 ns (34%) 1 13
= 6,8 ns (54%), przypisanymi odpowiednio matym agregatom (np. tetramerom), dimerom
rownolegtym i dimerom antyrownolegtym. Co wazne, amplitudy sktadowych czasu zycia
fluorescencjii AmB w monowarstwie pokazuja, ze antybiotyk nie wystepuje w
monowarstwie lipidowej jako monomer, a dimery s3 glownymi formami organizacji
molekularnej w tym uktadzie pomiarowym. W badaniach monowarstw zaobserwowano
rowniez dwie zasadniczo rézne formy organizacji molekularnej AmB w blonie, wazne z
punktu widzenia relacji struktura-funkcja: wewnatrzbtonowe klastry oddzielone od fazy
lipidowej (20 do 50 nm $rednicy) 1 pory ~15 nm. Co wazne, AmB nie wystepuje jako
monomer, ale przyjmuje bardziej zlozone formy. Wnioskuje si¢, ze sktadniki blony,
prawdopodobnie lipidy 1 sterole, uczestniczg w tworzeniu i stabilizacji obserwowanych
struktur. Obserwacje te sg zgodne z wczesniejszymi badaniami sugerujacymi, ze AmB moze
destabilizowaé blony poprzez tworzenie kanatéw jonowych lub sekwestracje steroli®!°.
Waznym odkryciem bylo potwierdzenie znaczenia ergosterolu dla aktywnosci AmB.
Wyniki badan zaprezentowane w obu artykutach potwierdzaja, ze obecno$¢ ergosterolu jest
kluczowa dla efektywnego wnikania AmB do bton lipidowych. Efekty zwiazane z AmB
obserwuje si¢ tylko w blonach lipidowych zawierajacych sterole. Dowodzi to, Ze sterole sa
niezbednymi sktadnikami blon, ktére pozwalaja czasteczkom AmB przenika¢ do fazy
lipidowej 1 zapewniaja pionowa orientacj¢ czasteczek antybiotyku, wzdhuz osi prostopadiej
do ptaszczyzny blony. Jest to zgodne z innymi wynikami badaczy pokazujacymi, ze AmB
ma wyzsze powinowactwo do bton zawierajacych ergosterol niz cholesterol, co thumaczy

117,118

jego selektywng toksyczno$¢ wobec komorek grzybow , oraz sugeruja ze AmB moze
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wptywaé na morfologi¢ powierzchni monowarstwy fosfolipidowo-sterolowej w zaleznosci

od zastosowanego sterolu'"

. Wszystkie te formy organizacji molekularnej AmB znaczaco
wptywaja na wlasciwosci strukturalne bton biologicznych, ktére sa wazne z fizjologicznego
punktu widzenia. Separacja faz btonowych, pojawiajaca si¢ jako klastry bogate w AmB,
generuje granice mi¢dzyfazowe, ktore moga utatwiac¢ niekontrolowany transport w poprzek
btony matych czasteczek, w tym jondéw. Jeszcze wigkszego ryzyka tego procesu mozna
oczekiwa¢ w obecnosci poréow btonowych. Tworzenie struktur zewnatrzblonowych wydaje
si¢ roOwniez wazne z biologicznego punktu widzenia. Prawdopodobnie reprezentuja one
formy organizacji molekularnej zidentyfikowane wczesniej jako bogate w sterole "gabki"
AmB ktore zostaly zaobserwowane przez inne grupy naukowe®. Wyniki moich badan
wykazaty takze, ze AmB w polaczeniu z nanoczastkami srebra (AmB-Ag) charakteryzuje
si¢ wyzszg aktywnoscig przeciwgrzybowa potwierdzong badaniami przezywalnosci na
komorkach C. albicans. Sugeruje to, ze nanoczastki moga petni¢ funkcje nos$nikow
utatwiajacych przenikanie AmB przez $ciang komorkowa grzybow. AmB-Ag nanoczastki
moga efektywnie przekracza¢ barier¢ $ciany komorkowej grzybdéw, co umozliwia
bezposrednie dzialanie amfoterycyny B na btong¢ komoérkowa. Analiza obrazéw FLIM
wykazata, ze nanoczgstki AmB-Ag penetrujg komoérke niemal natychmiast po ich aplikacii,
wigzac si¢ z btong komorkowa oraz strukturami wewnatrzkomorkowymi. To odkrycie
stanowi rozwinigcie badan wczes$niej prowadzonych w naszej grupie badawczej, ktore
sugerowaty, ze zdolno$¢ amfoterycyny B do tworzenia kanalow transbtonowych oraz jej
interakcja ze sterolami blonowymi sg gtdbwnymi mechanizmami odpowiedzialnymi za jej
dzialanie przeciwgrzybowe'®!". Wplyw AmB na utrate integralno$ci btony komorkowej C.
albicans przedstawili rowniez inni naukowcy za pomocg techniki patch-clamp dowodzac ze
dodanie AmB do komorki spowodowato spadek oporu na granicy, co wskazuje na
zmniejszenie szczelnosci btony komoérkowej'?. Przedstawione badania mogg otwieraé
nowe mozliwosci w projektowaniu efektywniejszych formulacji AmB. Uzyskane wyniki
wskazuja, ze AmB nie wystepuje w blonach jako monomer, ale raczej w formie dimerow i
matych agregatow. Jest to zgodne z wczedniejszymi badaniami spektroskopowymi i
sugeruje, ze oligomeryzacja AmB moze by¢ istotna dla jej dziatania przeciwgrzybiczego'!’.
Warto zauwazy¢, ze przedstawione badania wykorzystuja zaawansowane techniki
obrazowania, takie jak mikroskopia sit atomowych (AFM) i mikroskopia fluorescencyjna
czasow zycia (FLIM), co pozwala na uzyskanie szczegdtowych informacji o organizacji
molekularnej AmB w blonach. Te metody uzupehiaja wczesniejsze badania strukturalne

prowadzone przez badaczy wykorzystujace spektroskopie NMR 1 modelowanie
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molekularne, przedstawiajac model kanalu jonowego zbudowany z siedmiu czasteczek AmB

usytuowanego w poprzek btony lipidowe;j'2!:122,

Podsumowujac, przedstawione wyniki badan uktadow modelowych oraz C. albicans
ukazuja, ze obecno$¢ AmB w blonie lipidowej zawierajacej sterole powoduje wiele
konsekwencji na poziomie organizacji molekularnej i wtasciwosci strukturalnych bton. Co
wazne, wszystkie one mogg uposledza¢ ich funkcjonalnos$¢ biologiczng. Prowadzi to do
wniosku, ze molekularne podstawy dziatania farmakologicznego AmB sa ztozone i1 nie
ograniczajg si¢ tylko do jednego mechanizmu. Chociaz obecne badanie ujawnito kilka
efektow oddziatywania AmB z btong, zdajemy sobie sprawe, ze ze wzgledu na specyfike
zastosowanych technik 1 ich rozdzielczos¢, kilka innych potencjalnych mechanizméw moglo
nie zosta¢ zaobserwowanych, np. tworzenie bardzo matych kanatéw jonowych.
Najwyrazniej stosunkowo zlozona i specyficzna struktura molekularna samej AmB
moduluje calg seri¢ oddziatywan w $rodowisku blonowym, powodujac jej znaczng
reorganizacje, ktora przejawia si¢ na wiele r6znych sposobodw w zaleznos$ci od zastosowanej
techniki badawczej. Podsumowujac, przedstawione badania dostarczajg nowych informacji
na temat zlozonego mechanizmu dziatania amfoterycyny B na btony lipidowe.
W niniejszych pracach wskazano, ze AmB moze tworzy¢ réznorodne struktury w btonach,
w tym klastry wewnatrzblonowe, pory oraz potencjalne "gabki" sterolowe. Wszystkie
te efekty mogg przyczynia¢ si¢ do destabilizacji bton 1 zaburzenia ich funkcji.
Ta wieloptaszczyznowo$¢ dziatania moze stanowi¢ wyjasnienie dla wysokiej skutecznosci
AmB wobec komoérek grzyba oraz trudnosci w rozwoju opornos$ci na ten antybiotyk. Dalsze
badania powinny skupi¢ si¢ na doktadniejszym okresleniu struktury i dynamiki komplekséw
AmB-ergosterol w btonach lipidowych oraz na optymalizacji formulacji AmB w celu
zwigkszenia jego skuteczno$ci 1 zmniejszenia  toksyczno$ci.  Wykorzystanie
nanotechnologii, jak pokazano w przypadku AmB-Ag, moze by¢ obiecujagcym kierunkiem

w rozwoju nowych, bardziej efektywnych terapii przeciwgrzybiczych.
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7 Podsumowanie i Wnioski
Publikacja 1

Artykut przedstawia badania nad mechanizmem dziatania amfoterycyny B (AmB) -
popularnego antybiotyku przeciwgrzybiczego, w formie hybrydowych nanoczastek

z srebrem (AmB-Ag). Gtowne wnioski:

® Kluczowym mechanizmem dzialania AmB-Ag jest zdolnos¢ do efektywnego
przekraczania bariery S$ciany komorkowej grzybow 1 dostarczania czgsteczek

antybiotyku bezposrednio do btony komorkowe;.

® Po dotarciu do btony komoérkowej, czasteczki AmB odlaczaja si¢ od nanoczastek srebra

1 wbudowujg si¢ w strukture btony lipidowe;.

® Glownym mechanizmem przeciwgrzybiczego dzialania AmB jest dezintegracja blony
komorkowej, co prowadzi do $mierci komorki grzyba. Proces ten zachodzi w ciggu kilku

minut.

® Zastosowanie technik spektroskopii i obrazowania molekularnego (FLIM, spektroskopia
Ramana) pozwolito na szczegotowg analize interakcji AmB-Ag z komorkami Candida

albicans na poziomie molekularnym.

Badania te przyczynity si¢ do lepszego zrozumienia mechanizmu dziatania AmB, co moze

pomodc w opracowaniu skuteczniejszych i bezpieczniejszych form tego antybiotyku.

Podsumowujac, praca dostarcza nowych informacji na temat molekularnego mechanizmu
dziatania amfoterycyny B, podkreslajac role dezintegracji blony komoérkowej jako
kluczowego czynnika w jej aktywnosci przeciwgrzybiczej. Wykorzystanie nanoczastek
AmB-Ag okazato si¢ skutecznym sposobem na zwickszenie efektywnosci dostarczania

antybiotyku do komérek grzybow.
Publikacja 2.

Artykul przedstawia badania nad mechanizmem dziatania amfoterycyny B, popularnego

antybiotyku przeciwgrzybiczego. Gtéwne wnioski z badan:

® AmB w badanym uktadzie modelowym wnika do btony lipidowej tylko w obecnosci

ergosterolu, gtéwnego sterolu bton komoérkowych grzybow.
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Podsumowanie 1 Wnioski

W blonach zawierajacych ergosterol, AmB tworzy jednoczes$nie roézne struktury

molekularne:

® Wewnatrzbtonowe skupiska o $rednicy 20-50 nm, sktadajace si¢ glownie

z dimerow AmB;
® Pory o $rednicy okoto 15 nm.

AmB nie wystepuje w btonach jako monomer, lecz przyjmuje bardziej ztozone formy

organizacyjne, w ktorych podstawowa jednostka sg dimery;

W tworzeniu 1 stabilizacji obserwowanych struktur prawdopodobnie uczestniczg lipidy

1 sterole blonowe;

Wszystkie zaobserwowane formy organizacji molekularnej AmB znaczaco wptywaja na
wlasciwosci strukturalne bton biologicznych, co moze zaburza¢ ich funkcjonalnos$¢

fizjologiczna.

Podsumowujac, badania wykazaly, ze mechanizm dzialania AmB jest zlozony i obejmuje

wiele roznych efektow na poziomie molekularnym. Obejmuja one tworzenie skupisk

wewnatrzbtonowych, poréw oraz prawdopodobnie struktur pozablonowych. Wszystkie te

efekty moga przyczynia¢ si¢ do aktywnosci przeciwgrzybiczej AmB poprzez zaburzanie

integralnos$ci 1 funkcji blon komérkowych grzybow. Wyniki te sugeruja, ze skutecznosé

AmB wynika z jednoczesnego dziatania kilku mechanizmow, a nie jednego dominujacego

efektu.
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There?. The Journal of Physical Chemistry Letters, 2024 Apr; 15(18):4823-4827.
doi:10.1021/acs.jpclett.4c00496.
MJj udziat polegat na:

e pomocy pomiarach i interpretacji wynikéw FLIM

(miejscowo$g, dnia) (podpis)
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dr Ewa Grela

(tytut zawodowy, imi¢ i nazwisko wnioskodawcy)

OSWIADCZENIE
O WKLADZIE WSPOLAUTOROW PUBLIKACJI
WCHODZACYCH W SKEAD ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Oswiadczam, Ze w pracy:

1. Janik Sebastian, Grela Ewa, Staczek Sylwia, Zdybicka-Barabas Agnieszka, Luchowski Rafa,
Gruszecki Wiestaw Ignacy, Grudzinski Wojciech. Amphotericin B-Silver Hybrid
Nanoparticles Help to Unveil the Mechanism of Biological Activity of the Antibiotic:
Disintegration of Cell Membranes. Molecules, 2023 Jun; 28(12):4687.
doi:10.3390/molecules28124687.

MOoj udziat polegal na:
e pomocy w pomiarach i wprowadzenie w analiz¢ wynikéw FLIM;
e udzial w przygotowywaniu probek.

2. Janik Sebastian, Luchowski Rafat, Grela Ewa, Grudzifiski Wojciech, Gruszecki Wiestaw
Ignacy. How Does the Antibiotic Amphotericin B Enter Membranes and What Does It Do
There?. The Journal of Physical Chemistry Letters, 2024 Apr; 15(18):4823-4827.
doi:10.1021/acs.jpclett.4c00496.

Moj udziat polegat na:
e pomocy w pomiarach i wprowadzenie w analize wynikéw FLIM;
e udzial w przygotowywaniu probek.

Lublin, 29 sierpnia2024r. s

(miejscowosé, dnia) (podpis)



Dr hab. Agnieszka Zdybicka-Barabas

OSWIADCZENIE
O WKLADZIE WSPOLAUTOROW PUBLIKACJI
WCHODZACYCH W SKEAD ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Oswiadczam, Ze w pracy:

1. Janik Sebastian, Grela Ewa, Staczek Sylwia, Zdybicka-Barabas Agnieszka, Luchowski
Rafal, Gruszecki Wiestaw Ignacy, Grudzinski Wojciech. Amphotericin B-Silver
Hybrid Nanoparticles Help to Unveil the Mechanism of Biological Activity of the
Antibiotic: Disintegration of Cell Membranes. Molecules, 2023 Jun; 28(12):4687.
doi:10.3390/molecules28124687.

Moj udziat polegat na:

e Pomocy w prowadzeniu hodowli komoérek Candida albicans
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(miejscowosé, dnia) (podpis)
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Dr Sylwia Staczek

OSWIADCZENIE
0 WKLADZIE WSPOLAUTOROW PUBLIKACJI
WCHODZACYCH W SKLAD ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Os$wiadczam, Ze w pracy:

1. Janik Sebastian, Grela Ewa, Staczek Sylwia, Zdybicka-Barabas Agnieszka, Luchowski Rafat,
Gruszecki Wiestaw Ignacy, Grudzinski Wojciech. Amphotericin B-Silver Hybrid
Nanoparticles Help to Unveil the Mechanism of Biological Activity of the Antibiotic:
Disintegration of Cell Membranes. Molecules, 2023 Jun; 28(12):4687.
doi:10.3390/molecules28124687.

MJéj udziat polegat na:
e Pomocy w prowadzeniu hodowli komérek Candida albicans
e Udziale w badaniach dotyczacych przezywalnosci komorek C. albicans
metoda zliczania kolonii na ptytkach z podiozem statym.
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Dr hab. Wojciech Grudzifiski, prof. UMCS

OSWIADCZENIE
0 WKEADZIE WSPOLAUTOROW PUBLIKACJI
WCHODZACYCH W SKEAD ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Oswiadczam, ze w pracy:

L.

Janik Sebastian, Grela Ewa, Staczek Sylwia, Zdybicka-Barabas Agnieszka,
Luchowski Rafal, Gruszecki Wiestaw Ignacy, Grudzifski Wojciech.
Amphotericin B-Silver Hybrid Nanoparticles Help to Unveil the Mechanism of
Biological Activity of the Antibiotic: Disintegration of Cell Membranes.
Molecules, 2023 Jun; 28(12):4687. doi:10.3390/molecules28124687.

M udziat polegat na:

e wstepnej pomocy w pomiarach ramanowskich i
wprowadzeniu w analizy wynikéw mikro-spektroskopowych
rozproszenia Ramana;

e wspdlnym planowaniu eksperymentow;

e wspolnym redagowaniu tekstu artykutu.

Janik Sebastian, Luchowski Rafat, Grela Ewa, Grudzinski Wojciech, Gruszecki
Wiestaw Ignacy. How Does the Antibiotic Amphotericin B Enter Membranes
and What Does It Do There?. The Journal of Physical Chemistry Letters, 2024
Apr; 15(18):4823-4827. doi:10.1021/acs.jpclett.4c00496.
MJj udziat polegat na:

e wspOlnym planowaniu eksperymentow;

e  wsp6lnym redagowaniu tekstu artykutu.
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