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Grzybice wewnatrzustrojowe stanowig powazne zagrozenie zycia pacjentéw, w szczegélnosci
w zwigzku z transplantacjg organdw oraz wobec obnizenia odpornosci, w tym nabytego
braku odpornosci zwigzanego z pandemig HIV. Antybiotyk polienowy amfoterycyna B (AmB)
stanowi ztoty standard w leczeniu grzybic systemowych, co klasyfikuje ten farmaceutyk do
grupy antybiotykdéw ratujgcych zycie. Lek ten jest znany i stosowany juz nieomalze od 60 lat,
pomimo wyjatkowo silnych efektdw ubocznych, wiacznie z nierzadkimi przypadkami smierci
pacjentéw. Pomimo prowadzonych intensywnie prac badawczych, szczegdétowe mechanizmy
molekularne odpowiedzialne za pozadane efekty farmakologiczne AmB oraz toksyczne
efekty uboczne antybiotyku, nie sg w petni poznane. W ramach niniejszego projektu
badawczego zaplanowane zostaty zadania, ktérych realizacja i uzyskane wyniki przyczynia sie
do poznania mechanizméw molekularnych odpowiedzialnych za spontaniczng organizacje
czasteczek AmB w $rodowiskach o znaczeniu biologicznym, w tym w wodzie, w btonach
lipidowych oraz w kompleksach z biatkami. Taki kierunek badan wigze sie bezposrednio z
faktem, iz to witasnie specyficzna organizacja czasteczek antybiotyku uznawana jest
powszechnie jako wyznacznik jego aktywnosci farmakologicznej oraz toksycznosci dla
pacjentéw. Wyniki badan wstepnych wskazujg na samoorganizacje molekut AmB do form
dimerycznych (czyli par czasteczek), ktére nastepnie mogg asocjowac do tetramerdw (czyli
zwigzanych dwdch par molekut). Proces ten jest o tyle istotny, iz w Swietle teoretycznej
analizy strukturalnej, tetramery AmB s3 autonomicznymi strukturami mogacymi
wbudowywac¢ sie do bton biologicznych, na zasadzie perforujgcych membrany kanatow
jonowych. Struktury te mogag wiec zaburzac fizjologiczny, transmembranowy transport
jonéw, prowadzac do Smierci komorki. W naszej opinii, mechanizm ten stanowi zasadniczy
element odpowiedzialny za toksyczne efekty uboczne antybiotyku. Zaplanowane badania
prowadzili bedziemy technikami obrazowania mikroskopowego, sprzezonymi z metodami
spektroskopii molekularnej. Przyktadem takiej techniki jest FLIM (Fluorescence Lifetime
Imaging Microscopy), czyli technika mikroskopowa pozwalajgca na obrazowanie obiektéw
biologicznych w oparciu o zjawisko fluorescencji, ze szczegdlnym wykorzystaniem jej
unikalnej charakterystyki fizycznej, jakg sa czasy zycia fluorescencji. Fluorescencja jest
procesem, ktéry zanika w charakterystycznych czasach rzedu wielkosci nanosekund
(miliardowych czesci sekundy) i w zwigzku z wyposazeniem naszego laboratorium w lasery
pikosekundowe (tysigczna czes¢ nanosekundy) oraz w laser femtosekundowy (tysigczna
czes¢ pikosekundy), posiadamy petne mozliwosci techniczne do badan antybiotyku AmB,
opierajgcych sie na tym wtasnie zjawisku. Badania te realizowane bedg réwniez w
odniesieniu do pojedynczych molekut biatka, skompleksowanych z AmB. Nasze badania
wstepne pokazujg, iz kompleksy takie dostarcza¢ mogg do bton komdrkowych antybiotyk w
formie pojedynczych, niezasocjowanych, molekut. Czasteczki takie mogg nastepnie
oddziatywac ze sterolami btonowymi, w szczegdlnosci z ergosterolem, skfadnikiem bton
komédrkowych grzybdw. Jest to powszechnie uznawany, zasadniczy mechanizm molekularny,
na ktérym opiera sie aktywnos¢ farmakologiczna AmB. Wazne jest, iz forma dostarczania
antybiotyku zapobiega tworzeniu tetramerdw, wyeliminowane powinny zosta¢ w takim
uktadzie toksyczne efekty uboczne. Sprawdzenie poprawnosci tego rozumowania, w oparciu
o szczegétowe badania eksperymentalne oraz teoretyczne, prowadzone na poziomie
molekularnym, stanowi jedno z gtéwnych wyzwan poznawczych niniejszego projektu. Wyniki
zaplanowanych badan wptyng na kierunki aktywnosci zespotéw naukowych, zmierzajgcych
do opracowania formuty farmakologicznej antybiotyku amfoterycyny B, posiadajgcej wysoka
skutecznos¢ terapeutyczng przy zminimalizowanych toksycznych efektach ubocznych dla
pacjentow.



