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1. Prezentacja informacji ogélnych dotyczacych habilitantki

Imie i nazwisko: Marta Katarzyna Arczewska (nazwisko panieriskie: Zimnicka)

1.1. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe

Tytut licencjata — 2000 r.: Zakfad Fizyki Medycznej, Instytut Fizyki, Wydziat Matematyki, Fizyki i Chemii
Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach, kierunek: fizyka medyczna.

Temat pracy: ,Zastosowanie metody *H MRS w charakterystyce rozktadu metabolitéw mézgowych na
granicy istota szara-istota biata”. Promotor: Prof. dr hab. Maria Sokot.

Tytut magistra — 2002 r.: Zaktad Fizyki Medycznej, Instytut Fizyki, Wydziat Matematyki, Fizyki
i Chemii Uniwersytetu Slaskiego w Katowicach, kierunek: fizyka, specjalno$¢: fizyka medyczna.
Temat pracy: ,Badanie mikrokalorymetryczne fotoporfiryn”. Promotor: Prof. dr hab. Zofia Drzazga.

Dyplom ukonczenia studiow podyplomowych (dwa semestry) — 2009 r. na kierunku Public Relations
w Badaniach Naukowych w Wyzszej Szkole Ekonomii i Innowacji w Lublinie. Studia realizowane przez
Polska Fundacje Osrodkéow Wspomagania Rozwoju Gospodarczego ,,0IC Poland”.

Stopien doktora —25.10.2010 r.: Instytut Fizyki, Wydziat Matematyki, Fizyki i Informatyki Uniwersytetu
Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie, dziedzina: nauki fizyczne, dyscyplina: fizyka.

Temat pracy: ,Spektroskopowe badania organizacji molekularnej antybiotyku polienowego
amfoterycyny B w srodowisku jonéw K* i Na™”. Promotor: Prof. dr hab. Mariusz Gagos.

2. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

3.11.2003 —31.12.2005 specjalista fizyk w Zaktadzie Biofizyki, Uniwersytet Medyczny w Lublinie
1.02.2006 — 30.09.2011 asystent w Katedrze Fizyki, Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie
01.10.2011 - do chwili obecnej adiunkt w Zaktadzie Biofizyki, Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie

Dodatkowe informacje o dtuzszych przerwach w pracy:
W okresie 18.02.2013 — 30.06.2013 urlop dla poratowania zdrowia
W okresie 1.08.2014 — 29.01.2015 urlop macierzynski
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3. Przebieg pracy naukowo-badawczej po uzyskaniu stopnia doktora

Dorobek naukowy po uzyskaniu stopnia doktora stanowi:

e 17 petnotekstowych artykutéw naukowych opublikowanych w czasopismach znajdujgcych sie
w bazie Journal Citation Reports (JCR)

e 14 doniesien zjazdowych zaprezentowanych na konferencjach miedzynarodowych (7)
i krajowych (7)

e Sumaryczny impact factor (IF) opublikowanych prac zgodnie z rokiem opublikowania wynosi
42,049. Suma punktéw MNiSW za ww. publikacje zgodnie z rokiem opublikowania wynosi 465
pkt.

4. Wskazanie osiggniecia* wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65,
poz. 595 ze zm.)

4. 1. Tytut osiggniecia naukowego

Osiagniecie naukowe stanowi cykl powigzanych tematycznie szesciu publikacji naukowych pod
wspdllnym tytutem:

Mechanizmy molekularne i uwarunkowania fizykochemiczne determinujace oddziatywania
biologicznie czynnych zwigzkéw pochodzenia naturalnego
z btonami lipidowymi

4. 2. Wykaz publikacji naukowych stanowigcych podstawe osiggniecia naukowego

Publikacje wchodzgce w sktad zglaszanego osiggniecia naukowego to 6 oryginalnych prac
eksperymentalnych [H1 — H6], ktorych sumaryczny impact factor (IF) zgodnie z rokiem opublikowania
wynosi 16,604 (zgodnie z rokiem 2019 IFz019: 16,241). £3czna ilo$¢ punktéw wedtug wykazu MNiSW
zgodnie z rokiem ukazania sie wszystkich publikacji wchodzgcych w sktad osiggniecia naukowego
wynosi 170 pkt.

[H1] Gagos M., Arczewska M., FTIR spectroscopic study of molecular organization of the antibiotic
amphotericin B in aqueous solution and in DPPC lipid monolayers containing the sterols cholesterol and
ergosterol, European Biophysics Journal 2012, 41 (8) 663-673

IF2012: 2,274/20 pkt MNiSW/ IF3019: 1,935 /20 pkt MNiSW
M0oj wkiad w powstanie tej pracy polegat na wspdtudziale w stworzeniu jej zarysu koncepcyjnego,
wykonaniu doswiadczert z formowaniem warstw jednoczgsteczkowych z zastosowaniem techniki
monowarstw Langmuira i nanoszeniu ich technikqg Langmuira-Blodgett na podfoze state w celu dalszej
analizy z wykorzystaniem spektroskopii w podczerwieni ATR-FTIR, wykonaniu doswiadczen
z wstrzykiwaniem antybiotyku amfoterycyny B pod dwuskfadnikowe warstwy lipidowo-sterolowe,
opracowaniu wynikow w formie tabel i rysunkdw, udziale w interpretacji wynikow, napisaniu tekstu
manuskryptu do publikacji oraz odpowiedzi na uwagi recenzentdow i korekcie pracy po recenzji. Mdj
udziat procentowy szacuje na 60%.
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[H2] Arczewska M.*, Czernel G., Gago$ M., Effect of the amphotericin B and its copper complex on
a model of the outer leaflet of human erythrocyte membrane, Journal of Physical Chemistry B 2016,
120 (43) 11191-11204

IF2016: 3,177/30 pkt MNiSW/IF2010: 3,146/30 pkt MNiSW
Mdj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji pracy, przygotowaniu probek do
analiz, wykonaniu wszystkich doswiadczeri z formowaniem izoterm sprezania z zastosowaniem techniki
monowarstw Langmuira w uktadach wielosktadnikowych nasladujgcych zewnetrzng warstwe bfony
erytrocytu pod wzgledem sktadu lipidowego, wykonaniu analizy termodynamicznej na podstawie
uzyskanych izoterm oraz obrazowaniu morfologii otrzymanych filméw przy wykorzystaniu mikroskopii
kgta Brewstera (BAM), opracowaniu wszystkich wynikéw, napisaniu tekstu manuskryptu do publikacji
oraz odpowiedzi na recenzje i korekcie pracy po recenzji. W publikacji wystepowatam w charakterze
autora korespondencyjnego. Badania wspotfinansowano z grantu, ktdrego bytam gtownym wykonawcg.
MGj udziat procentowy szacuje na 90%.

[H3] Arczewska M., Kaminski D.**, Gérecka E., Pociecha D., Rdj E., Stawiniska-Brych A., Gagos M., The
molecular organization of prenylated flavonoid xanthohumol in DPPC multibilayers: X-ray diffraction
and FTIR spectroscopic studies, Biochimica Biophysica Acta- Biomembranes 2013, 1828 (2) 213-222

IF2013: 3,431/35 pkt MNiSW/ IFy019: 3,438/35 pkt MNiSW
M06j wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji pracy, przygotowaniu wszystkich
probek do dalszych analiz, wykonaniu doswiadczern z formowaniem wielowarstw lipidowych
domieszkowanych ksantohumolem i ich analizy z wykorzystaniem techniki ATR-FTIR w dwdch cyklach
grzania, wyniki te zamieszczono w rozdziale ,Results and Discussion” (Tabela 1 i Rys. 4, 5, 7) oraz
w wspdtudziale w tworzeniu poglgdowego modelu lokalizacji ksantohumolu w wielowarstwie
uformowanej z DPPC w zaleznosci od stanu fazowego filmu lipidowego (Rys. 6), przygotowaniu
i napisaniu rozdziatdbw manuskryptu dotyczqcych interpretacji i dyskusji wynikéw uzyskanych
z spektroskopii w podczerwieni, przygotowaniu tekstu manuskryptu do druku, odpowiedzi na recenzje
i korekcie pracy po recenzji. Badania wspotfinansowano z grantu, ktérego bytam wspotwykonawcq. Maj
udziat procentowy szacuje na 40%.

[H4] Arczewska M.*, Kaminski D., Gieroba B., Gago$s M., Acid-base properties of xanthohumol:
a computational and experimental investigation, Journal of Natural Products 2017, 80 (12) 3194-3202

IF2017/2019: 3,885/35 pkt MNiSW
Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji pracy, wykonaniu doswiadczen
z okresleniem wfasciwosci kwasowo-zasadowych ksantohumolu na podstawie miareczkowania
potencjometrycznego i pomiardw widm absorpcji elektronowej technikg spektroskopii UV-Vis
w warunkach zmiennego pH, obliczeniu statych pK, ksantohumolu przy wykorzystaniu oprogramowania
HyperQuad 2013, zaplanowaniu obliczert kwantowo-mechanicznych z uzyciem funkcjonatdw gestosci
elektronowej  B3LYP | CAM-B3LYP, w potgczeniu z bazq funkcyjng 6-31G(2d,2p)
i wspdtudziale w ich interpretacji, napisaniu i przygotowaniu tekstu manuskryptu do publikacji oraz
odpowiedzi na recenzje i korekcie pracy po recenzji. W publikacji wystepowatam w charakterze autora
korespondencyjnego. Mdj udziat procentowy szacuje na 80%.

[H5] Arczewska M. *, Gieroba B., Gtadyszewska B., R3j E., Gagos M., Wptyw rodzaju rozpuszczalnika na
wtasciwosci spektroskopowe ksantohumolu, Przemyst Chemiczny 2018 T. 97 (4) 624-628
|F2018/2019: 0,399/15 pkt MNiSW
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Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji pracy, wykonaniu wszystkich
doswiadczeri oraz ich interpretacji, napisaniu i przygotowaniu tekstu manuskryptu do publikacji oraz
odpowiedzi na recenzje i korekcie pracy po recenzji. W publikacji wystepowatam w charakterze autora
korespondencyjnego. Mdj udziat procentowy szacuje na 85%.

[H6] Budziak I., Arczewska M., Sachadyn-Krél M., Matwijczuk A., Wasko A., Gagos M., Terpitowski K.,
Kaminski D., Effect of polyols on the DMPC lipid monolayers and bilayers, Biochimica Biophysica Acta -
Biomembranes 2018, 1860 (11) 2166-2174

IF2018/2019: 3,438/35 punktéw MNiSW
Moj wkfad w powstanie tej pracy polegat na wspdtudziale w opracowaniu koncepcji pracy,
przygotowaniu probek do badan, udziale w wykonaniu pomiarow widm absorpcyjnych
z wykorzystaniem spektroskopii ATR-FTIR, przeprowadzeniu pomiarow z okresleniem kinetyki adsorpcji
alkoholi cukrowych do monowarstwy lipidowej, samodzielnym wykonaniu eksperymentdw grubosci
i morfologii warstw lipidowych modyfikowanych wybranymi alkoholami cukrowymi z zastosowaniem
techniki monowarstw Langmuira i mikroskopii kgta Brewstera (BAM), udziale w interpretacji wiekszosci
wynikow, napisaniu i przygotowaniu tekstu manuskryptu do publikacji oraz odpowiedzi na recenzje
i korekcie pracy po recenzji. Mdj udziat procentowy szacuje na 45%.

* —autor korespondencyjny
** — rowny wkiad

Oswiadczenia wspodtautoréow o udziale wiasnym w przygotowaniu prac wchodzgcych w sktad
osiggniecia naukowego udokumentowano w zatgczniku nr 5.

4. 3. Omodwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikdw wraz z omdéwieniem ich
ewentualnego wykorzystania

4. 3. 1. Wprowadzenie — przedmiot badan

Zainteresowanie produktami pochodzenia naturalnego przezywa obecnie swdj renesans
poniewaz stanowig one potencjalne Zrédto zwigzkéw biologicznie czynnych, ktére mogg byc
materiatem wyjsciowym przy poszukiwaniu nowych lekéw. Znalezienie wfasciwej biomolekuty
o zdefiniowanej aktywnosci terapeutycznej jest niezwykle trudnym wyzwaniem pomimo catego
spektrum dostepnych eksperymentalnych technik pomiarowych czy metod obliczeniowych (QSAR,
dynamika molekularna). Chociaz kazda grupa zwigzkéw naturalnych posiada swdj indywidualny cel
molekularny, to ich wspdlnym mianownikiem jest dotarcie do miejsca dziatania. Na poziomie
molekularnym problem sprowadza sie do wbudowania sie czgsteczek zwigzku do hydrofobowej ze
swej natury btony komodrkowej. Aby zwigzek biologicznie czynny mégt oddziatywaé z celem
molekularnym musi posiada¢ rowniez odpowiednig strukture przestrzenng czy cechowac sie
specyficznymi witasciwosciami fizykochemicznymi, ktére warunkujg zdolnosé do wchodzenia
w interakcje z dwuwarstwa lipidowa. Ograniczenie sie do badania mechanizmoéw odpowiedzialnych za
aktywnos¢ biologiczng zwigzkdéw pochodzenia naturalnego tylko na poziomie membran lipidowych jest
W znacznym stopniu uproszczonym podejsciem. Uwarunkowane jest to ogromng réznorodnoscia
sktadu lipidowo-biatkowego i struktury naturalnych bton komdérkowych, ktérych wykorzystanie
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w doswiadczeniach daje informacje jedynie o uogdlnionym efekcie badanego zwigzku na wtasciwosci
membrany. Nie mniej jednak w ostatnich latach powstato kilka prac pogladowych rekomendujgcych
zastosowanie modelu btony biologicznej w celu poznania mechanizméw molekularnych
odpowiedzialnych za aktywnos$¢ prozdrowotng wielu zwigzkdéw [1]. Taki uktad modelowy to szeroko
rozumiane sztuczne btony lipidowe z wykorzystaniem np. liposomdéw, membran osadzanych na statych
podtfozach oraz monowarstw lipidowych jako uktadéw nasladujgcych naturalne membrany.

Doskonatym narzedziem umozliwiajgcym analize interakcji pomiedzy zwigzkami aktywnymi
a lipidami btonowymi jest technika warstw jednoczasteczkowych Langmuira stanowigca prosty model
in vitro imitujgcy btone biologiczng, ktéra jest ztozeniem dwdch warstw lipidowych [2-5]. Mechaniczna
kompresja warstw jednoczgsteczkowych (filmow Langmuira) jest bezposrednim analogiem kompresji
hydrostatycznejw trzech wymiarach dajgcym obraz zmian fazowych w uktadzie modelowym [6]. Warto
w tym miejscu przytoczy¢ fakt, ze juz w 1925 roku Gorter i Grendel wykorzystujgc technike
monowarstw Langmuira wykazali, ze utworzona na powierzchni wody lipidowa monowarstwa
charakteryzowata sie dwa razy wiekszg powierzchnig od powierzchni wyjsciowej krwinek czerwonych,
z ktorych lipidy te zostaty wyekstrahowane. W oparciu o uzyskane wyniki przedstawili oni pierwszy
model btony biologicznej jako podwadjnej warstwy lipidowej [7].

Obecnie, technika Langmuira niesie za sobg szereg mozliwosci, filmy jedno- lub kilku
sktadnikowe nasladujgce swym sktadem lipidowym rzeczywiste uktady biologiczne osadzane na
podfozach statych metodg Langmuira-Blodgett (L-B) stanowig doskonaty materiat do dalszych badan
biofizycznych [8]. Najwieksza zaletg takich dwuwymiarowych systemdéw jest mozliwos¢ modyfikacji
w sposob kontrolowany i bez ograniczenn parametréw fizykochemicznych podczas eksperymentu,
takich jak rodzaj subfazy, temperatura oraz upakowanie czgsteczek, co pozwala odwzorowac warunki
najbardziej zblizone do fizjologicznych. W taki sposéb przygotowane filmy cechujgce sie doktadnie
zdefiniowanym sktadem, gruboscig oraz okreslong orientacjag molekularng mogg by¢ analizowane
z zastosowaniem innych komplementarnych technik: spektroskopii w podczerwieni FTIR, mikroskopii
kata Brewstera (BAM) oraz dyfrakcji rentgenowskiej [9]. Wiedza jakg dostajemy na podstawie analizy
wynikow uzyskanych przy zastosowaniu metod fizycznych wydaje sie by¢ niezwykle pomocna do opisu
sposobu organizacji i modyfikacji bton przez aktywne biologicznie zwiazki, co z kolei przetozy¢ sie moze
na lepsze poznanie ich mechanizméw dziatania na poziomie molekularnym.

4. 3. 2. Cel naukowy prowadzonych badan

Zakres tematyczny prac przedstawionych w cyklu habilitacyjnym wpisuje sie w nurt badan
dotyczgcych poznania mechanizméw molekularnych warunkujacych oddziatywania miedzy zwigzkami
pochodzenia naturalnego a lipidami btonowymi. Motywacjg do podjecia badan w tym obszarze byt
fakt, ze niektdre wyniki dotyczgce interakcji w membranach lipidowych dla wybranych zwigzkow byty
niespdjne lub wymagaty dalszej weryfikacji eksperymentalnej oraz doprecyzowania badz nie byto tego
rodzaju doniesien naukowych. Wobec powyiszego, podjete przeze mnie badania pozwolity na
realizacje celu poznawczego poprzez okreslenie rodzaju interakcji, lokalizacji oraz organizacji
molekularnej amfoterycyny B, antybiotyku z grupy makrolidéw polienowych, ksantohumolu bedacego
prenylowanym flawonoidem oraz wybranych alkoholi cukrowych w modelowych uktadach
biologicznych (monowarstwach i wielowarstwach lipidowych oraz w liposomach).

Zatgcznik 2a Autoreferat H



Na podstawie wynikdw uzyskanych z w/w prac zgtebitam szereg nastepujgcych zagadnien,
a mianowicie:

e poznanie charakteru oddziatywan antybiotyku polienowego amfoterycyny B (AmB) ze
sktadnikami monowarstw lipidowo—sterolowych, stanowigcych model btony komodrkowej
zwierzecej i grzybowej [H1].

e analiza interakcji antybiotyku AmB oraz jej kompleksu z jonami Cu?* (AmB—Cu?) ze sktadnikami
membrany wielosktadnikowej nasladujacych zewnetrzng btone erytrocytu ludzkiego [H2].

e badanie wptywu prenylowanego flawonoidu —ksantohumolu (XN) na dynamiczne
i strukturalne wtasnosci wielowarstw lipidowych oraz zaproponowanie miejsc lokalizacji tego
zwigzku w membranie lipidowej [H3].

e zaproponowanie schematu dysocjacji, wyznaczanie statych dysocjacji pK, ksantohumolu oraz
badanie organizacji molekularnej ksantohumolu w $rodowisku rozpuszczalnikdw o rdinej
polarnosci [H4, H5].

e badanie molekularnego mechanizmu interakcji alkoholi cukrowych z membrang lipidowg [H6].

4. 3. 3. Szczegbétowe omodwienie prac stanowigcych osiggniecie naukowe

W niniejszym podrozdziale nie zawarfam szczegétowego omdwienia wszystkich wynikéw (te
znajdujg sie w tekstach zatgczonych kopii prac zamieszczonych w zatgczniku nr 6), lecz dokonatam
przegladu przeprowadzonych badan oraz najwazniejszych, sformutowanych na ich podstawie
whnioskdw w odniesieniu do aktualnego stanu wiedzy.

Amfoterycyna B

Amfoterycyna B (AmB) jest najpowszechniej stosowanym makrolidowym antybiotykiem
z grupy poliendw syntetyzowanym przez geofilne promieniowce Streptomyces nodosus. Pomimo
uznania tego polienu w praktyce klinicznej jako ztoty standard w leczeniu ciezkich grzybic
systemowych, ciggle pozostaje on jednym z najbardziej toksycznych farmaceutykéw [10, 11].
Ztozonos¢ struktury chemicznej AmB przedstawionej na Rys. 1 jest odpowiedzialna za unikatowe
wiasciwosci biologiczne. Jak wynika z wielu danych literaturowych, selektywnosé¢ czgsteczek AmB
wzgledem bton zwigzana jest gtdwnie z obecnoscia steroli, ktére wystepuja zaréwno w btonach
komérkowych grzybow (ergosterol) jak i ssakéw (cholesterol) [12-15]. Orientacja mykozaminy
wzgledem pierscienia makrolaktonowego odgrywa znaczacg role w oddziatywaniu AmB ze sterolami,
utatwianiu formowania kanatéw oraz selektywnej toksycznos$ci zwigzku [16, 17]. Cze$¢ ta jest takze
sktadowg chitynowych $cian komérkowych grzybdw, co niewatpliwie utatwia witgczanie AmB (poprzez
mechanizm rozpoznawania) do S$ciany komodrkowej drobnoustroju. Jest réwniez aktywnym
powierzchniowo zwigzkiem z uwagi na amfifilowy charakter budowy czgsteczki warunkowany przez
obecnos¢ w strukturze chemicznej jonizowalnych grup: karboksylowej — COOH i aminowej —NH,. Na
podstawie ogdlnie akceptowanych hipotez i aktualnego stanu wiedzy, aktywnos¢ biologiczna AmB
odbywa sie na poziome bton cytoplazmatycznych. Uposledzenie funkcji barierowej btony jest
prawdopodobnie realizowane przez powstawanie transmembranowch struktur w postaci porow
formowanych przez molekuty AmB. Niemniej jednak, precyzyjne dane dotyczgce mechanizmoéw
interakcji molekularnych AmB z btonami biologicznymi, wcigz nie sg dostatecznie poznane a ich
interpretacja pozostaje nadal niewyjasnionym zagadnieniem.

Zatgcznik 2a Autoreferat



Rys. 1. Struktura chemiczna czgsteczki AmB. Pierscieri makrolaktonowy sktada sie z hydrofobowego fragmentu,
tworzonego przez heptaenowy chromofor oraz hydrofilowego taricucha polihydroksylowego. Makrocykliczny
lakton, potgczony jest poprzez wigzanie [-glikozydowe, na atomie wegla C-19, z resztq aminocukru —
D-mykozaming, ktdra razem z grupq karboksylowq (C-16) stanowi tzw. ,,gtowe polarng” czgsteczki antybiotyku.

Amfipatyczny charakter struktury chemicznej sprawia, ze czgsteczki AmB wykazujg tendencje do
samoasocjacji zarowno w mediach wodnych jak i w niepolarnym srodowisku bton lipidowych [18-21].
Wobec powyiszego stopien zagregowania antybiotyku w roztworach wodnych, czyli zanim jeszcze
zwigze sie on z bfong, moze mieé znaczenie dla selektywnosci jego dziatania. W zwigzku z tym poznanie
mechanizmdw agregacji czagsteczek AmB $cisle koreluje z okresleniem charakteru oddziatywania tego
antybiotyku z btonami lipidowymi.

Chcac przeprowadzi¢ bardziej szczegétowg analize powyiszej tematyki na poziomie
molekularnym wspélnie z prof. dr hab. Mariuszem Gagosiem stworzytam koncepcje badan, ktérej
rezultaty opisatam w artykule opublikowanym w 2012 roku natamach czasopisma European Biophysics
Journal [H1]. W pracy tej podjetam sie wyjasnienia mechanizméw wbudowywania sie AmB do warstw
lipidowych uformowanych z 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-fosfatydylocholiny (DPPC) zawierajgcych
sterole bfonowe: cholesterol oraz ergosterol w stosunku molowym 1:1. Mozliwos¢
chemoterapeutycznej aktywnosci AmB wynika ze sposobu oddziatywania z btong i jest uzalezniona od
rodzaju obecnych w niej steroli. Jak wynika z wielu danych literaturowych, selektywnos¢ czgsteczek
AmB wzgledem bton zwigzana jest gtdwnie z obecnoscia steroli, ktére wystepujg zaréwno w btonach
komérkowych grzybéw (ergosterol) jak i ssakéw (cholesterol). W oparciu o rézne modele bfon
lipidowych stwierdza sie duzo wyisze powinowactwo czgsteczek AmB do membran bogatych
w ergosterol [12-14]. Poniewaz wyniki prezentowane w literaturze wyjasniajgce mechanizm
selektywnego dziatania AmB sg czesto niespdjne i nieprecyzyjne zmotywowato mnie to do podjecia
badan w tym obszarze tematycznym [22].

Jednym z wazniejszych aspektéw przeprowadzonego eksperymentu byto okreslenie wptywu pH
na molekularng organizacje antybiotyku wykorzystujgc do tego podejscie fgczace technike
monowarstw Langmuira ze spektroskopig w podczerwieni z transformacjg Fouriera z zastosowaniem
metody catkowitego wewnetrznego odbicia ATR-FTIR (Attenuated Total Reflection - Fourier Transform
Infrared Spectroscopy). Wyniki te byty kluczowe dla wyjasnienia mechanizmu wbudowywania sie AmB
w modelowe uktady lipidowe zawierajgce sterole. Opracowana przeze mnie w rozprawie doktorskiej
charakterystyka kwasowo-zasadowa dla antybiotyku AmB wskazuje, ze w roztworach wodnych
czasteczka posiada dwa punkty pKa, pierwszy pKa: wystepuje przy pH 2,3. Przy wartosci pH 10 (pKa2)
AmB jest mieszaning form deprotonowanej i obojnaczej w stosunku 1:1 [19]. W warunkach pH 6-7
(punkt izoelektryczny) czgsteczki zwigzku wystepujg w postaci jondw obojnaczych
i poprzez grupy jonizowalne mogg ze sobg asocjowaé w formy dimerdw oraz wiekszych agregatéw
molekularnych. Analiza widm ATR-FTIR dla monowarstw AmB osadzonych na podtozu statym (krysztat
germanu) przy dwdch wartosciach pH subfazy (pH 7 i 11) oraz dwoch wartosciach cisnienia
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powierzchniowego ujawnifa istotne rdznice, zaleznie od stanu jonowego i orientacji czagsteczek AmB
wzgledem fazy nosnej (Rys. 2). Informacje na temat zmian w konformacji czagsteczek AmB mozna
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Rys. 2. Widma ATR-FTIR monowarstw AmB osadzonych technikq L-B na powierzchni krysztatu germanu przy
ciSnieniu powierzchniowym 5 mN/m (A) oraz 20 mN/m (B). Wstawki obrazujq sposéb orientacji (horyzontalnej
i wertykalnej) molekut AmB na granicy faz woda — powietrze w zaleznosci od wartosci cisnienia powierzchniowego.
Rysunek opublikowano w [H1].

wywhnioskowaé z pasm pochodzgcych od drgan wigzann C=C (w chromoforze czgsteczki) oraz grup: C=0,
—COO™ oraz —NH3*, ktére to wykazujg najwiekszg wrazliwos$¢ na reorientacje czasteczek antybiotyku
[23]. Zgodnie z moimi oczekiwaniami, przy wartosci pH 11 pasmo przypisane drganiom grupy C=0 w
estrze i protonowanej grupie —COOH nie jest obecne w widmie FTIR, podczas gdy dla pH 7
intensywnos¢ jego wzrasta i przesuwa sie w strone nizszych liczb falowych gdy czgsteczki AmB
przyjmujg potozenie wertykalne. Pojawienie sie silnego pasma przy 1260 cm charakterystycznego dla
drgan walencyjnych (C-0) oraz pasma przy 1372 cm™ drgan deformacyjnych grupy —COO~, wydaje sie
potwierdza¢ moje przypuszczenia. Przy pH 11, z powodu catkowitej deprotonacji grupy karboksylowej,
para intensywnych pasm przy 1665 i 1631 cm™ byta wyraZnie widoczna, co jest bezposrednim
wskaznikiem dla drgan asymetrycznych ugrupowania —COO~ wchodzgcego w interakcje z
powierzchnig. Podczas sprezania monowarstwy do ciSnienia powierzchniowego 20 mN/m, drugie
pasmo tej pary przesuwa sie w kierunku niskich czestotliwosci o 8 cm™. W érodowisku neutralnym
grupa aminowa jest cze$ciowo deprotonowana. Moze na to wskazywaé obecnos¢ dwdch réznych
drgan rozciggajacych karboksylandw, jak podano w przypadku aminokwaséw, jeden powstaty
z protonowanej grupy aminowej okofo 1630 cm™, drugi z deprotonowanej aminy przy 1560 cm™1. Ze
wzgledu na wptyw wewnatrzczgsteczkowego wigzania wodorowego miedzy sgsiednimi grupami
karboksylowymi, pasmo odpowiadajgce asymetrycznym drganiom grupy — COO™ przesuwa sie w strone
wyzszych czestosci. Przy pH 7 czgsteczka AmB przyjmuje forme jonu obojnaczego, co stwarza idealne
warunki do agregacji. Pasmo zjonizowanej grupy karboksylowej wystepujgce przy 1655 cm™ (dla
5mN/m) zanika wraz ze wzrostem ci$nienia powierzchniowego oraz zmiang orientacji AmB w
monowarstwie. Ten efekt postuzyt mi powigzaé to z procesem agregacji oraz udziatem w nim grup
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jonizowalnych. Byto tez oczywiste, ze pasmo przy ok. 1560 cm™, ktére jest natozeniem drgan
rozciggajacych grupy karboksylowej, deformacyjnych grupy aminowej i drgan rozciggajgcych wigzan
C=C byto obecne tylko przy pH 7. Ten efekt zostat interpretowany jako agregacja za posrednictwem
chromoforéw AmB zaréwno w potozeniu horyzontalnym jak i wertykalnym czgsteczek antybiotyku. Co
ciekawe, inne techniki spektroskopowe, w tym rezonansowe rozproszenie $wiatta (RLS), rowniez
wskazuja ten typ agregacji [24]. Szczegdlnie interesowato mnie pasmo przy ok. 1010 cm™, powigzane
z agregacjg czasteczek AmB i postuzyto mi za wazny marker spektroskopowy w badaniu tego procesu.
Absorbancja tego pasma wzrasta przy pH 7 wraz ze wzrostem cisnienia powierzchniowego, co zostato
potgczone ze zmianami odlegtosci miedzy chromoforami AmB prowadzgcymi do proceséw
asocjacyjnych [20]. Zorientowane horyzontalnie czgsteczki AmB na powierzchni subfazy (5 mN/m)
mogg wchodzi¢ w interakcje za posrednictwem wigzan wodorowych dajgc silne i szerokie pasma w
rejonie 3000-3500 cm™, szczegblnie widoczne przy pH 7, kiedy czasteczki wykazujg najwieksza
tendencje do agregacji. Przy cisnieniu powierzchniowym odpowiadajacym potozeniom wertykalnym
czasteczek AmB, mogg one tworzyé struktury w formie poréw na powierzchni subfazy. Z drugiej strony
przy tym samym cisnieniu, ale przy wartosci pH 11 kiedy czasteczki AmB wystepuja w wiekszosci w
formie monomerdw nie zaobserwowatam zmian w widmach FTIR typowych dla procesu agregacii.
Dotyczyto ta zwtaszcza braku ostrego pasma przy ok. 1010 cm™. Wyniki te postuzyty mido interpretacji
udziatu grup funkcjonalnych w interakcjach miedzy czgsteczkami AmB a membrang lipidowa
zawierajgcg sterole. Obecnos¢ steroli btonowych a zwtaszcza ergosterolu ma znaczacy wptyw na
wbudowywanie AmB do btony lipidowej. Swiadczg o tym zobrazowane rezultaty badan z rejestracja
kinetyki adsorpcji AmB po iniekcji jej pod powierzchnie monowarstw uformowanych z mieszaniny
DPPC/cholesterol i DPPC/ergosterol. Tak jak sie spodziewatam najwiekszy przyrost cisnienia
powierzchniowego byt w przypadku bton wzbogaconych ergosterolem. Strukturalne réznice miedzy
czasteczkami tych steroli majg istotny wptyw na fizyczne wtasnosci btony lipidowej. Dodatkowa grupa
metylowa w ruchomym fragmencie czgsteczki ergosterolu moze mieé¢ wptyw nie tylko na zmiany
ptynnosci, ale takze na przestrzenne efekty umozliwiajgce lepsze wchodzenie i upakowanie AmB w
hydrofobowym obszarze bfony lipidowej [13, 25]. Dodatkowo obecnos¢ dwdch nienasyconych wigzan
w fancuchu bocznym i w pierécieniu w czgsteczce ergosterolu czyni ten fragment molekuty bardziej
sztywny i ograniczony na wszelkie zmiany konformacyjne. W rezultacie mozliwosci interakcji miedzy
czasteczkami fosfolipidu i ergosterolu sg ograniczone w poréwnaniu z cholesterolem [25].

Aby sprawdzi¢ jakie grupy funkcyjne uczestnicza tym razem w procesie wbudowywania sie
antybiotyku do membran lipidowych zawierajgcych sterole przeprowadzitam analize zmian
spektralnych za pomoca spektroskopii w podczerwieni ATR-FTIR. W tym celu na powierzchnie krysztatu
germanu metodg L-B nanositam monowarstwy lipidowo-sterolowe przy cisSnieniu powierzchniowym
odpowiadajgcym maksymalnej penetracji btony przez antybiotyk, tj. 35 mN/m dla bton
modyfikowanych ergosterolem i 26 mN/m dla bton lipidowej z cholesterolem. Warto w tym miejscu
wspomnied, ze dla cisnien powierzchniowych 25 - 35 mN/m istnieje duze podobieristwo witasciwosci
fizycznych monowarstwy (ciSnienie lateralne, stan fizyczny, wspdtczynnik $cisliwosci) do dwuwarstwy
lipidowej [26].

Analizujgc widma FTIR mozina zauwazyé, ze obszar spektralny od 1615 do 1510 cm™
przyporzadkowany drganiom rozciggajgcym pochodzgcym od wigzan C=C obecnych w taricuchu
polienowym chromoforu czasteczki AmB oraz drganiom grupy aminowej jest znacznie mniej
intensywny niz dla monowarstwy DPPC/ergosterol. Jest to konsekwencjg wczesniejszych rozwazan
dotyczacych rdéznic w budowie steroli. Bardziej sztywny i ptaski ukfad pierscieniowy czgsteczki
ergosterolu ma strukture bardziej komplementarng do struktury AmB. Wzrost intensywnosci pasm w
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tym rejonie wynika z oddziatywan m-elektronowych pomiedzy hydrofobowa czescig sgsiadujgcych
czasteczek AmB i ergosterolu [27]. W ten sposdb w widmach FTIR mozna zaobserwowac rézne rodzaje
efektéw zwigzanych z mechanizmami odpowiedzialnymi za interakcje molekularne miedzy
czasteczkami AmB i wzbogaconymi sterolami btonami lipidowymi. Natomiast analizujagc widma
réznicowe FTIR mozna byto zauwazyé, ze pasma z obszaru 1750-1640 cm™ przesuwaja sie w kierunku
nizszych liczb falowych w monowarstwie DPPC/cholesterol w poréwnaniu do membrany lipidowej
bogatej w ergosterol, co juz wskazuje na inny rodzaj organizacji AmB w tych uktadach (Rys. 3).
Przesuniecie pasma sugeruje udziat grup karbonylowych w procesie oddziatywania, szczegdlnie
poprzez wigzanie wodorowe z grupg karbonylowga a czgsteczkg AmB. Pasmo z maksimum przy 1563
cm™ wynikajace z nakfadajgcych sie drgan grupy aminowej i wigzah C=C nie jest obserwowane dla
monowarstwy z cholesterolem z uwagi na silny efekt agregacji antybiotyku. W zgodzie z wynikami
literaturowymi, mniejsza penetracia AmB do bton zawierajgcych cholesterol w poréwnaniu
z membranami ztozonymi z ergosterolu mozna wyttumaczy¢ wiekszg stabilnoscig kompleksu DPPC-
cholesterol [28].

W przeciwiedstwie do tego proces
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Dodatkowym potwierdzeniem tej hipotezy Rys. 3. Widma rdznicowe otrzymane przez odjecie od widm

. . L. zarejestrowanych dla mieszanych filmow z AmB widm
jest wzrost intensywnosci pasm z obszaru
pomiedzy od 2800 do 3000 cm?

przypisanego drganiom rozciggajacym grup

monowarstw  lipidowo-sterolowych. Dla  poréwnania
pokazano widmo FTIR monowarstwy AmB naniesionej na
krysztat germanu przy cisnieniu powierzchniowym 30
CH, (symetrycznych oraz asymetrycznych). mN/m. Rysunek opublikowano w [H1].

Wynika to z glebszej lokalizacji czasteczek

AmB w obrebie weglowodorowego rdzenia monowarstwy. Obecnos¢ ergosterolu w monowarstwie
lipidowej powoduje usytuowanie sie czgsteczek antybiotyku w potozeniu wertykalnym w jej wnetrzu.
Wynik ten stanowi podstawe selektywnej aktywnosci btonowej AmB w zaleznosci od obecnosci steroli
w btonie komdrkowej. Zapewnienie prostopadtej orientacji dtugiej osi pierscienia laktonowego
antybiotyku jest prawdopodobnie niezbedne do odpowiedniej asocjacji czgsteczek AmB w
formowaniu struktur transmembranowych. Widmo rdznicowe FTIR dla AmB wbudowanej w
monowarstwe lipidowg bogatg w ergosterol wykazuje duze podobienstwo do widma FTIR czystego
antybiotyku. Silna intensywnos¢ pasma przypisanego drganiom w chromoforze antybiotyku
wskazuje, ze pula czgsteczek AmB wbudowanych do btony lipidowej modyfikowanej ergosterolem
byta najwieksza. Uzyskane wyniki majg kluczowe znaczenie poznawcze, stanowig bowiem wazny
wkitad do dyskusji dotyczgcej wyjasnienia zréznicowanej selektywnos¢ oddziatywania AmB z btong
lipidowg zawierajgcy sterole bton zwierzecych i grzybiczych.
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W zwigzku z faktem, ze amfoterycyna B nie jest idealnym preparatem terapeutycznym, wiele
osrodkéow naukowych podjeto préby poprawy cech farmakokinetycznych, miedzy innymi poprzez
modyfikacje struktury chemicznej w celu obnizenia poziomu agregacji antybiotyku. Wiadomo, ze wiele
biologicznie czynnych zwigzkéw stosowane jako leki posiada zmodyfikowane potencjaty
farmakologiczne i toksykologiczne, gdy podawane sg w postaci kompleksdw z metalami. Wychodzac
na przeciw takim potrzebom w zespole prof. M. Gagosia syntetyzowano kompleks AmB z jonami Cu?*
(AmB—Cu?!), ktéry zchemicznego punktu widzenia jest nowym zwigzkiem o odmiennych
wilasciwosciach  fizykochemicznych [29], oraz posiada zmieniong aktywnos$é biologiczng
w poréwnaniu do substancji macierzystej [30].

Wyniki badan spektroskopowych pozwolity stwierdzi¢, ze w roztworze wodnym powstaje
stabilny kompleks AmB z jonami miedzi(ll) w stosunku stechiometrycznym 2:1 [29]. W badaniach na
szczepach Candida albicans zaobserwowano zwiekszenie aktywnosci grzybobdjczej kompleksu
AmB—Cu? w poréwnaniu do czystej formy AmB i komercyjnie stosowanego preparatu Fungizone [30].
Na podstawie analizy profilu ekspresji genéw zwigzanych w komdrkach RPTEC inkubowanych
antybiotykiem wykazano dwukrotnie mniejszg toksyczno$é¢ AmB—Cu?* w stosunku do czystej AmB [31].

Poniewaz sposdb podawania antybiotyku AmB odbywa sie przez iniekcje dozylng, jednym
z pierwszych uktadéw biologicznych jaki staje na drodze antybiotyku stanowi btona zewnetrzna
erytrocytu. Pomimo unikatowej pozycji antybiotyku w praktyce klinicznej, nie mozna uznac jej za lek
catkowicie bezpieczny i wobec tego aplikacja go musi odbywac sie pod stalg kontrolg lekarskg. Wsréd
bezposrednich skutkéw ubocznych po jego aplikacji nalezy wymieni¢ zapalenie zyt w miejscu iniekgji,
destabilizacje uktadu przewodzenia w sercu, co w nastepstwie powoduje migotanie komér, ktére moze
doprowadzi¢ do zgonu w trakcie podawania leku. W zwigzku z tym podjetam sie zbadania wptywu
AmB i jej kompleksu tym razem na bardziej ztozony uktad lipidowy, ktéry stanowita modelowa
membrana odpowiadajgca swym sktadem lipidowym zdrowej bfonie erytrocytu cztowieka. Uzyskane
wyniki zostaty przedstawione w pracy [H2], a podjeta tematyka byta jednym z zadan badawczym
projektu badawczego, ktérego bytam gtéwnym wykonawcg [l.3, zatgcznik nr 3]. Analogicznie jak w
poprzednich publikacjach wchodzgcych w sktad osiggniecia habilitacyjnego do badania oddziatywania
pomiedzy antybiotykiem AmB oraz kompleksem AmB-Cu?* a skfadnikami modelowej btony
zastosowatam technike monowarstw Langmuira. Wyniki doswiadczalne zostaty tez uzupetnione
poprzez badania morfologii otrzymanych filméw przeprowadzonych z zastosowaniem mikroskopii
kata Brewstera (BAM).

Modelowa monowarstwa utworzona byta z czgsteczek gtéwnych lipidéw wystepujgcych
naturalnie w zewnetrznej warstwie ludzkich erytrocytébw w stosunku procentowym 44,9%
1-palmitoilo-2-oleoilo-sn-glicero-3-fosfatydylocholiny (POPC), 43,1% sfingomieliny (SM), 12%
1-palmitoilo-2-oleoilo-sn-glicero-3-fosfoetanoloaminy (POPE), gdzie stosunek molowy dla mieszaniny
SM/PC wynosit 0,95, a dla mieszaniny SM/PE trzymany byt na poziomie 3,6. Wzajemna proporcja
lipidow w ukfadzie ustalona zostata na podstawie danych literaturowych [32, 33]. Tak przygotowane
mieszane monowarstwy lipidowe domieszkowano antybiotykiem w odpowiednich uftamkach
molowych (Xams i Xame-cs>*=0; 0,1; 0,3; 0,5; 0,7 i 0,9) wzgledem czystego lipidowego filmu. Wtasnosci
takiego trdjsktadnikowego uktadu lipidowego w zalezno$ci od zawartosci AmB i AmB-Cu®*
w mieszaninie analizowano za pomocg parametrow obliczonych bezposrednio z izoterm sprezania
T—A.

Szczegbtowe analiza uzyskanych wynikéw pozwolita wykazac réznice w organizacji molekularnej
na granicy faz woda—powietrze tych dwdch form antybiotyku i majgce odzwierciedlenie w mniejszych
powierzchniach wilasciwych zajmowanych przez molekuty w  potozeniu horyzontalnym
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i wertykalnym. Obserwowane rdéznice dotyczyty réwniez wartosci cisniern powierzchniowych przy
ktérym wystepuje cisnienie kolapsu. Wedtug moich zatozen byto to zwigzane z odmienng organizacja
molekularng AmB i kompleksu AmB z jonami Cu?* na powierzchni subfazy wodnej bedacg wynikiem
procesdw agregacji. Przyjmuje sie, ze toksycznos¢ AmB w ukfadach biologicznych jest zwigzana
z tworzeniem struktur zagregowanych. Mozna przypuszczaé, ze uformowany kompleks AmB—Cu®*
o stechiometrii 2:1 cechuje sie wyzszym stopniem monomeryzacji i wykazuje mniejszg zdolnos¢ do
tworzenia struktur zasocjowanych w srodowisku wodnym, w wyniku wiekszej odlegtosci miedzy
chromoforami czgsteczek [29]. Odzwierciedleniem tego efektu byly roéwniez réinice
w zarejestrowanych zdjeciach BAM, widoczne szczegblnie w regionie poprzedzajacym reorganizacje
antybiotyku. Wydtuzone struktury ksztattem przypominajgce ziarna ryzu w trakcie kompresji
monowarstwy tworza uporzagdkowane skupiska dla ©="5 mN/m. Ksztatty obserwowanych domen sg
bardziej regularne i jednolite w poréwnaniu do tych obserwowanych dla czystej AmB przy takich
samych wartosciach cisnienia powierzchniowego.

Wyniki uzyskane dla lipidowych uktadéw mieszanych odzwierciedlajgcych zewnetrzng btone
erytrocytu, do ktérych zostaty wbudowane AmB oraz AmB-Cu?* wskazujg na korzystniejsze
termodynamicznie oddziatywania miedzy kompleksem AmB a skfadnikami lipidowymi filmu. W catym
zakresie badanych utamkéw molowych odnotowano zmiane cisnienia kolapsu, co moze Swiadczy¢
o mieszalno$ci sktadnikow w takim uktadzie. Skrécenie regionu plateau odpowiedzialnego za przejscie
LE-LC charakterystyczne dla AmB w przypadku mieszaniny lipidéw z kompleksem AmB
w zakresie Xams-cs’*=0,5—-0,9 dowodzi, ze przejicie fazowe zwigzane z reorientacjg molekut na
powierzchni zachodzi przy wyzszych wartosciach cisnienia powierzchniowego w poréwnaniu do
czystego antybiotyku. Obserwowane na izotermach sprezania przejscie pseudo—plateau przesuniete
byto w strone wyzszych cisnier powierzchniowych w poréwnaniu do cisnienia powierzchniowego
kompleksu. Na podstawie tego niewielkiego przesuniecia wnioskowatam, ze skfadniki mieszanego
filmu lipidowego utrudniajag zmiane orientacji molekut z potozenia horyzontalnego do wertykalnego.
Dowodzito to istnieniu wzajemnych oddziatywan pomiedzy sktadnikami filmu. Efekt ten jest taczony
z inng strukturg przestrzenng kompleksu AmB-Cu?. Na podstawie zmian w widmach
zarejestrowanych technikg spektroskopii FTIR pokazano, ze w tworzeniu kompleksu AmB—Cu?*
uczestniczy grupa karboksylowa umiejscowiona przy atomie wegla C —16 czgsteczki AmB. Wigzanie
jonu Cu®* z grupg —COO~ wymusza bliskie sgsiedztwo tego jonu z grupa aminocukrowg AmB
i w konsekwencji oddziatywan elektrostatycznych miedzy nimi mozliwa jest rotacja mykozaminy [34].

Z drugiej strony, dla AmB réwniez odnotowano niewielkie przesuniecie przejscia fazowego
w stosunku do przejscia czystego antybiotyku. Jednakze na podstawie opisu wzajemnej mieszalnosci
w uktadach mieszanych obserwowano duzo mniejsze odchylenia od wartosci teoretycznych
obliczonych w oparciu o relacje addytywnosci z minimum dla Xams=0,3 dla matych cisnien
powierzchniowych niz w przypadku kompleksu. Tutaj monowarstwy mieszane AmB—Cu?*/PC/SM/PE
wykazywaty ujemne odchylenia od przebiegu prostoliniowego, prawie w catym zakresie badanych
utamkoéw i dla matych wartosci cisniers byly najwieksze dla zawartosci Xams-c.®*=0,5 —0,9. Wskazuje
to na duzo silniejsze oddziatywania miedzy sktadnikami w mieszanych monowarstwach zawierajgcych
AmB-Cu?* w poréwnaniu do tych z AmB.

Wiadomo, Zze oddziatywania miedzy czgsteczkami w systemach wielosktadnikowych sg
wypadkowg oddziatywan pomiedzy hydrofobowymi ogonami czgsteczek oraz oddziatywan ich
hydrofilowych grup oraz zalezg zaréwno od tadunku elektrycznego zwigzkdéw tworzacych film jaki od
ich struktury (budowy gtowy polarnej, dtugosci farncucha weglowodorowego oraz obecnosci w nim
wigzan nienasyconych). Jest mozliwe, ze obecnos¢ nienasyconych wigzan w hydrofobowym taricuchu
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lipiddw POPC i POPE bedacych sktadnikami mieszanej monowarstwy uniemozliwia molekutom AmB
osiggniecie orientacji wertykalnej na powierzchni i dlatego polarne grupy tych lipidéow sg mniej
osiggalne dla antybiotyku. W konsekwencji nastepuje ostabienie sity oddziatywan dla czystego
antybiotyku. Potwierdza to tez hipoteze, ze AmB w gléwnej mierze wbudowuje sie w region gtéw
polarnych na powierzchni czystej monowarstwy lipidowej. Warto tez zauwazyé, ze POPE ktéry stanowit
W mieszaninie mniejszosciowy sktadnik posiada mniejszg gtowe polarng w poréwnaniu do POPC czy
SM co moze miec¢ znaczgcy wptyw na upakowanie tych trzech sktadnikdw w mieszanym filmie. Bazujac
na powyzszej dyskusiji, mechanizm wbudowywania sie kompleksu AmB-Cu?
w monowarstwe PC/SM/PE oraz jego aktywnos¢ powierzchniowa musi sie rézni¢ od czystej formy
antybiotyku. W wyniku wigzania koordynacyjnego, polarnos¢ jonu metalu zostaje zredukowana
poprzez czesSciowy podziat dodatniego tadunku liganda. Dodatkowo nastepuje zmiana
polaryzowalnosci chromoforu czasteczki przez co kompleks AmB—Cu?* posiada wiasciwosci
hydrofobowe i w rezultacie wchodzi w interakcje z rdzeniem weglowodorowym filmu lipidowego.

Na podstawie przeprowadzonej analizy przebiegu funkcji nadmiarowej entalpii swobodnej
mieszania AG®™° zauwazytam, ze pomiedzy AmB i AmB—Cu?* a czasteczkami lipidéw budujgcych
modelowg btone istniejg oddziatywania o innej charakterystyce oraz sile. Przy ci$nieniu © =35 mN/m,
o podobnej wartosci jak w btonach plazmatycznych istniaty korzystniejsze oddziatywania miedzy AmB-—
Cu?* a sktadnikami modelowej btony dla utamka molowego Xame-cu®* = 0,7-0,9 w poréwnaniu do AmB,
gdzie najwieksza stabilnos¢ termodynamiczna wystepowata dla Xams= 0,3. Sita oddziatywan wyrazona
byta poprzez duzo wieksze ujemne wartoéci AG™ dla AmB—Cu?* w szerokim zakresie utamkdéw
molowych. Jednak dla duzej zawartosci AmB w mieszanym filmie odnotowano wartosci dodatnie w
catym zakresie utamkéw molowych. Istnienia oddziatywan bardziej odpychajgcych dla Xams > 0,7 byto
prawdopodobnie zwigzane z separacjg faz i wytragceniem antybiotyku z mieszaniny, co byto
obserwowane w przebiegu krzywych sprezania i na obrazach BAM (Rys. 4B).

Wiadomo, ze antybiotyki polienowe posiadajg wtasciwosci hemolityczne w zaleznosci od ich
stezenia i formulacji [35]. W swietle przeprowadzone] dyskusji i danych literaturowych wydaje sie
prawdopodobne, ze kompleks AmB z jonami Cu?* wigzg sie wydajniej na zasadzie oddziatywan
jonowych z natadowanymi resztami lipidow obecnych w bfonie erytrocytu. Moze to rdwniez ttumaczyé
faktem, ze niezwigzane jony Cu?* mogg oddziatywaé z grupa fosforanowa lipiddw reprezentujgcymi
zewnetrzng btone erytrocytalng. Hydrofobowo$é kompleksu zwieksza mozliwos¢ duzo
efektywniejszego  oddziatywania ze skfadnikami modelowej btony, i daje wkfad
w wyttumaczenie kolejnego rezultatu uzyskanego w niniejszej pracy odnosnie wytrgcenia z fazy
podfuinych struktur o wymiarach ok. 10-90 um zarejestrowanych na zdjeciach BAM tylko
w przypadku duzej zawartosci AmB w mieszanym filmie. Tworzenie sie tréjwymiarowych struktur
obserwowanych na zdjeciach BAM probowatam wyjasni¢ w dwojaki sposéb; formowaniem sie
krystalitdw w mieszanym filmie z uwagi na ograniczong rozpuszczalno$s¢ AmB w Srodowisku lipidowym
lub faktem, ze badany sktad lipidowy mieszaniny moze indukowaé proces krystalizacji antybiotyku. To
drugie wyjasnienie moze nie$¢ za sobg powazne konsekwencje i moze by¢ niezwykle istotne z punktu
widzenia wyjasnienia toksycznosci AmB. Poniewaz analizowana modelowa btona nasladowata
zewnetrzng  warstwe  erytrocytu  ludzkiego, przy znacznej akumulacji  antybiotyku
w organizmie cztowieka moze dochodzi¢ do jego wykrystalizowania rowniez w naturalnej bfonie
komoérkowe;j.
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Rys. 4. Zdjecia z mikroskopu BAM przedstawiajgce stan monowarstwy PC/SM/PE modyfikowanej AmB
zarejestrowane przy réznych cisnieniach powierzchniowych (A). Obraz BAM (432um x 326um) dla zawartosci AmB
Xams = 0,9 w mieszanym filmie zarejestrowany przy 10 mN/m. Zaznaczony odcinek odpowiada dtugosci 100 um (B).
Rysunki opublikowano w [H2].

Taka hipoteza zostata juz wyciggnieta w badaniach z moim udziatem nad organizacja molekularng
jodoacetylowej pochodnej AmB, ktdrych rezultaty z wykorzystaniem technik FTIR oraz Ramana
pozwolity zidentyfikowa¢ pasmo (1010 cm™) charakterystyczne dla struktury krystalicznej antybiotyku
[36, 37]. W swietle powyziszych badan mozna wnioskowaé, ze w modelowych uktadach lipidowych
AmB tworzy struktury zagregowane, poprzez silne wzajemne oddziatywanie chromoforowe, ktérych
struktura jest podobna jak w krysztale. Pragng nadmienic, ze przedstawione powyzej wyniki byty tez
upublicznione na zaproszenie w formie prezentacji ustnej na miedzynarodowej konferencji biofizycznej
XVI Meeting of Polish Biophysical Society w 2016 r.

Ksantohumol

W ostatnich latach coraz wiekszg popularnos¢ zyskujg sktadniki chmielu, ktore stanowig
potencjalne Zrédto naturalnych substancji aktywnych biologicznie i moggcych znalez¢ zastosowanie w
przemysle oraz medycynie. Na najwiekszg uwage, ze wzgledu na szerokie spektrum aktywnosci
biologicznej i dziatania farmakologicznego, zastuguje prenyloflawonoid ksantohumol (XN), ktéry
stanowi az 80-90% catkowitej masy polifenoli zawartych w chmielu [38, 39]. Pod wzgledem
strukturalnym nalezy on do grupy chalkonéw, bedacych produktami posrednimi w biosyntezie
flawonoidéw (Rys. 5). Podstawienie pierscienia flawonoidowego przez grupe -OCH; zwieksza
lipofilowos¢ i nadaje czgsteczce silne powinowactwo do bfon biologicznych [40]. XN ze wzgledu na
wolng grupe hydroksylowg moze uczestniczy¢ w cyklizacji pierscienia, co skutkuje powstaniem
izomerow [41].

Badania in vitro dowiodty, ze chalkon XN jest nieenzymatycznie konwertowany do flawanonu
izoksantohumolu (IXN) i enzymatycznie do fitoestrogenéw [42]. XN moze by¢ tatwo przeksztatcony w
izoksantohumol przez polimeryzacje w niskim i wysokim pH w roztworze wodnym [43]. Ksantohumol
w stezeniach mikromolowych wykazuje dziatanie przeciwnowotworowe na wszystkich etapach
procesu nowotworzenia — w fazie inicjacji, promocji i progresji oraz jest zwigzkiem
chemoprewencyjnym, biorgcym udziat m.in. w hamowaniu procesu zapalnego, angiogenezy,
blokowaniu aktywacji metabolicznej kancerogendéw i jagdrowego czynnika transkrypcyjnego NF-kB oraz
indukcji enzyméw detoksyfikujgcych [41, 44].

Wysoka lipofilnos¢ ksantohumolu okreslona przez wspodtczynnik podziatu P (logP = 4,38)
w stosunku do innych prenylowanych flawonoidéw moze sugerowad, ze zwigzek ten tatwo penetruje
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btony biologiczne i modyfikuje dwuwarstwe lipidowg [45]. Jednakze brak podstawowych badan
spektroskopowych dotyczacych wtasciwosci fizykochemicznych XN w  $rodowisku wodnym
w zmiennych warunkach pH powoduje problemy ze zrozumieniem adsorpcji, stabilnosci
i metabolizmu tego zwigzku w ludzkim ciele.

Rys. 5. Struktura chemiczna czgsteczki XN. Szkielet strukturalny zwigzku stanowiq dwa pierscienie aromatyczne
(acetofenonowy A i benzenowy B) podstawione przez grupy hydroksyfenolowe w pozycji C-2°, C-4 i C-4’ i grupe
metoksylowg w pozycji C-6°, potqczone wigzaniem podwdjnym w  konfiguracji trans—(E) oraz jednostke
izoprenylowg w pozycji C-3’.

Moja przygode naukowa w badaniu aktywnosci btonowej XN zainicjowata wspdtpraca z prof.
Edwardem Rojem (INS Pufawy), dzieki ktdérej wspdlnie z prof. M. Gagosiem uzyskaliSmy projekt
badawczy NCN pt. ,,Opracowanie metody otrzymywania ksantohumolu z odpaddw poekstrakcyjnych
chmielu oraz poprawy jego rozpuszczalnosci w Srodowisku wodnym” (N N209 032440), ktéry byt
realizowany w latach 2011-2014. Efektem tej wspdtpracy i w ramach realizacji zadan badawczych w/w
projektu powstata praca [H3], w ktorej wykorzystatam potgczenie techniki ATR-FTIR z dyfrakcjg
rentgenowska w celu okreslenia wptywu XN na wtasciwosci strukturalne i dynamiczne wielowarstw
uformowanych z DPPC w funkcji temperatury. Doktadne pomiary widm w podczerwieni dla réznych
stezen molowych XN pozwolity na wykrycie zmian spektralnych w widmie FTIR i daty mozliwos¢ okresli¢
oddziatywania pomiedzy grupami funkcyjnymi czgsteczek XN i DPPC. Korelacja uzyskanych danych
spektroskopowych i dyfrakcyjnych w szerokim zakresie temperatur i przy réinych wartosciach
wilgotnosci wzglednej wielowarstw z DPPC doprowadzita mnie do stworzenia modelu lokalizacji XN w
dwuwarstwie lipidowej. Wedfug zaproponowanego modelu czgsteczki XN ponizej przedprzejscia
fazowego lokujq sie w obszarze gtéw polarnych w wielowarstwie DPPC. W rejonie przedprzejscia
fazowego, XN przemieszcza sie w rejon polarno-niepolarny czqsteczek fosfolipidu. Taka zmiane
lokalizacji mozna bylo wywnioskowaé z danych rentgenowskich jako silne obnizenie stosunku
wspotczynnikdow zatamania miedzy strefami lipidu. Po przedprzejsciu fazowym odstep miedzy
warstwami lipidéw jest mniejszy, a interakcja XN z grupg fosforanowa staje sie stabsza.

Szczegbétowa analiza widm FTIR oraz efektow refrakcyjnych w funkcji temperatury ujawnia, ze
molekuty XN silnie oddziatujg z polarnymi grupami DPPC, zwtaszcza z grupa fosforanowg (-PO37).
Zmiany widoczne byty takze w hydrofobowym fragmencie czgsteczki lipidu, dotyczyto to gtdwnie zmian
w rejonie drgan deformacyjnych grup —-CH,. Oddziatywania czasteczek XN z tymi grupami sg
odpowiedzialne za dynamiczne zmiany w wielowarstwach lipidowych z DPPC, ktére obserwowane byty
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W poczatkowej fazie doswiadczenia doktadnej analizie poddatam efekt XN w rdznych frakcjach
molowych na zmiany zarejestrowane w widmach FTIR w temperaturze pokojowej (Rys. 6). Ksztatt i
pofozenie pasm obserwowanych w widmach FTIR zmieniaty sie przy duzej zawartosci XN w DPPC
(20-50 %mol XN). Na podstawie danych literaturowych i spektroskopii *H NMR przyporzadkowatam
pasma drganiom grup funkcyjnych obecnym w czgsteczce XN [46]. Takie zestawienie dato mozliwos¢
wskazanie lokalizacji XN jak i rodzaju interakcji w membranie lipidowej. Przesuniecie pasma przy 1626
cm™? przypisanego drganiom rozciggajgcym wigzania C=0 w czgsteczce XN w kierunku nizszych
czestosci wskazuje, ze XN wigze sie z czescig polarng modelowej membrany poprzez wigzania
wodorowe pomiedzy grupami karbonylowymi DPPC i grupami hydroksylowymi XN. Ponad to, pasmo
przy 1545 cm™ pochodzace od drgarn w wigzaniu —C=C- jest przesuniete w kierunku wyzszych
czestotliwosci dla XN w wielowarstwie DPPC. Prawdopodobnie nastepuje ostabienie oddziatywan van
der Waalsa miedzy pierscieniami czasteczek XN. Z drugiej strony wiadomo, ze grupy metylenowe w
prenylowej jednostce XN wykazujg mozliwos¢ obrotu wzgledem aromatycznego pierscienia A [47]. Ten
fragment czgsteczki XN moze by¢ zlokalizowany w polarno-apolarnym rejonie wielowarstw DPPC.
Przesuniecie spektralne pasma przy 1440 cm™ w kierunku wiekszych liczb falowych w przypadku 50
%mol XN w DPPC podtrzymuje koncepcje lokalizacji chalkonu w membranie na granicy polarno-
apolarnej, poniewaz pasmo to $wiadczy o drganiach grupy C=0 w czasteczce XN jak idrgania
deformacyjne N*(CHs)s reszty cholinowej lipidu. Stopniowe przesuniecie pasma przy 1346 cm™
reprezentujgcego drgania deformacyjne C—OH w XN w kierunku niskich czestosci, sugeruje
zaangazowanie grup hydroksylowych chalkonu w wigzanie poprzez wigzanie wodorowe z bfong

lipidowa.
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Rys. 6. Widma ATR-FTIR XN rozpuszczonego w metanolu (A) interakcje miedzy czasteczkami XN
mieszane wielowarstwy uformowane z DPPC i XN w stezeniu od  j DPPC, poréwnatam otrzymane widma
1 %mol do 50 %mol (B) w formie suchych filmdéw usadzonego na
powierzchni krysztatu ZnSe. Rysunek opublikowano w [H3].

50 mol% XN in DPPC

Normalized absorbance

z widmami FTIR chalkonu wykonane
w $rodowisku polarnym (metanol)
i niepolarnym (CCly). W efekcie pasmom w widmie réznicowym mogtam przyporzgdkowac okreslone
drgania grup funkcyjnych XN wchodzacych w relacje poprzez wigzania wodorowe badz organizujace
sie  w hydrofobowej czesci modelowej membrany. W rejonie przynalezgcym do drgan
antysymetrycznym i symetrycznym CH,, ktére powszechnie s3 stosowane do monitorowania stanu
uporzgdkowania i zaburzen uktadu lipidowego, a w konsekwencji do obserwowania przejs¢ fazowych,
nie zaobserwowatam istotnych zmian. Analizujgc zmiany spektralne dla rejony grupy fosforanowej
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DPPC w funkcji temperatury, odnotowatam przesuniecie tego pasma w kierunku mniejszych liczb
falowych, co wskazuje na silne oddziatywanie przez wigzania wodorowe pomiedzy grupg fosforanowg
i grupami —OH od XN w rejonie przedprzejscia fazowego. Po analizie zmian potozenia maksimum
absorbcji dla grupy karbonylowej C=0 (1738 cm™) XN prawdopodobnie bardziej selektywnie oddziatuje
z grupami PO;. W temperaturze gtdwnego przejscia fazowego zaobserwowano przesuniecia tych
pasm w strone wyzszych czestosci.

Analizujgc zmiany termotropowe na podstawie zmian grubosci warstwy dwuwarstwy lipidowej
i wspotczynnikow zatamania stref hydrofilowej i hydrofobowej (ni/n,) lipidu w funkcji temperatury dla
mieszaniny 1, 5, 10 i 20 %mol XN w DPPC obserwowano wyrazny wptyw XN na przedprzejscie fazowe
DPPC. Z uwagi na warunki w jakich wykonywano eksperyment (,,suche filmy”), temperatury przejsc¢
fazowych w czystym lipidzie byty przesuniete wzgledem tych obserwowanych w uwodnionych filmach.
Dodatkowo, w prezentowanej pracy wspdlnie z dr hab. Danielem Kaminskim z Zaktadu Krystalografii
UMCS w Lublinie opracowalismy schemat przejs¢ fazowych obserwowanych dla czystego DPPC przy
udziale techniki w podczerwieni i dyfrakcji rentgenowskiej w zaleznosci od RH i szybkosci cyklu grzania
wielowarstw DPPC. Grubo$¢ warstwy lipidowej w fazie zelowej z 1% XN byfa prawie taka sama jak dla
czystego DPPC. Wraz ze wzrostem stezenia XN grubo$¢ warstwy lipidowej wyraznie malata do wartosci
~56 A, tym zmianom towarzyszyly réwniez zmiany refrakcji, poprzez obnizenie stosunku
wspdtczynnikdw zatamania stref lipidu ni/n, w rejonie przedprzejécia fazowego. Swiadczy¢ to mogto o
przemieszczaniu sie XN w obrebie hydrofilowej czesci lipidu w funkcji temperatury (Rys. 7A).
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Rys. 7. Zmiany grubosci dwuwarstwy lipidowej uformowanej z DPPC w zaleznosci od stezenia XN i temperatury (A).
Zmiana stosunku wspdtczynnikow refrakcji strefy hydrofilowej i hydrofobowej (ni/nz) lipidu Swiadczy o
przemieszczaniu sie XN w obrebie fragmentu hydrofilowego dwuwarstwy lipidowej w funkcji temperatury (B).
Rysunek opublikowano w [H3].
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Reasumujac, obecnos¢ XN obniza temperature gldownego przejscia fazowego lipidu wraz ze
wzrostem jego zawartosci w wielowarstwie lipidowej. Ponizej temperatury przejscia fazowego
czgsteczki XN gromadzq sie w czesci polarnej lipidéw, natomiast powyzej przejscia fazowego mogqg
tworzyc formy zagregowane i wytrqcac sie poza dwuwarstwe lipidowqg (Rys. 7B). Warto podkreslié,
ze pomimo duzejilosci pracodnoszgcych sie do aktywnosci biologicznej XN, te badania byty pierwszymi
poruszajacymi kwestie wptywu XN na wtasnosci membrany lipidowe;.

Chociaz aktywnos¢ biologiczna ksantohumolu jest obecnie szeroko badana, a wiedza dotyczaca
jego metabolizmu i farmakokinetyki jest stale rozwijana, nie byto informacji na temat wtasciwosci
kwasowo-zasadowych tego zwigzku. Ograniczona biodostepnosé¢ XN podawanego doustnie jest
wynikiem stabej przyswajalnosci, szybkiego wydalania lub jego ekstensywnego metabolizmu. Wigzanie
XN z biatkami btonowymi poprzez miejsca elektrofilowe, np. a, B - nienasycong grupg karbonylowg,
rowniez silnie wplywa na jego dystrybucje. Mechanizm kowalencyjnego wigzania XN
z okreslonymi biatkami moze byé odpowiedzialny za jego aktywnosc¢ biologiczng, a szczegdlnie
dziatanie antynowotworowe. Réwnowagi kwasowo-zasadowe zwigzkéw biologicznie czynnych
odgrywaja kluczowa role w przewidywaniu wzajemnych stosunkoéw ilosciowych form o réznym stopniu
protonowania w ptynach fizjologicznych o okreslonych wartosciach pH. Zaleznosci te, $cisle wigzg sie z
mozliwoscig transportu przez btony biologiczne, poniewaz relacje pomiedzy statymi dysocjacji,
a stezeniem zwigzku zwigzanego z biatkami osocza, s3 waznym czynnikiem wptywajgcym na jego
dystrybucje, metabolizm oraz wydalanie [49]. Blona komdrkowa ze wzgledu na swojg strukture
lipidowo-biatkowg jest lepiej przepuszczalna dla niezdysocjowanych czasteczek niz dla jonéw, wobec
tego dyfuzja zwigzkéw aktywnych przez membrane jest funkcjg ich wartosci pK, [50]. W tym
kontekscie, przewidywanie biodostepnosc czgsteczki podatnej na jonizacje, a takze jej specyficznos¢
interakcji z enzymami, zalezy w duzej mierze od wiasciwosci kwasowo-zasadowych. Z naszkicowanym
powyzej problemem zmierzytam sie w publikacji, ktéra zostata opublikowana na tamach czasopisma
Journal of Natural Products w 2017 roku [H4]. Pragne nadmienié, ze obliczone state dysocjacji s3
wedtug obecnego stanu wiedzy pierwszymi tego rodzaju wynikami, a wiedza ta jest niezbedna w
kontekscie interakcji ksantohumolu z btonami biologicznymi. W pracy przeprowadzitam analize
parametréw fizykochemicznych, ktéra pozwolifa mi na ocene kwasowosci grup hydroksylowych
ksantohumolu uczestniczagcych w procesie dysocjacji. Z wykorzystaniem metod analitycznych
(spektroskopia UV-Vis, miareczkowanie potencjometryczne) oraz obliczeniowych metod kwantowych
(TD DFT) zaproponowatam schemat dysocjacji i wyznaczytam state dysocjacji pK, ksantohumolu. W
strukturze czasteczki XN wystepujg trzy podatne na jonizacje grupy hydroksylowe umieszczone w
pozycji C-2', C-4', i C-4 (Rys. 5), ktore mogg przechodzi¢ reakcje deprotonowania do tworzenia
monoanionu, dianionu, i trianionu. Sekwencja w jakiej dysocjujq protony grup hydroksyfenolowych
wg wykonanych obliczen teoretycznych byta nastepujgca: 2'-OH> 4'-OH> 4-OH, ktéra réwniez
pokazata dobrg zgodnos¢ z pomiarami eksperymentalnymi. Na podstawie przeprowadzonych analiz
whnioskowatam, ze obojetna forma XN jest najtrwalsza, podczas, gdy najmniej stabilng strukturg jest
forma trianionowa. Ksantohumol jest stabym kwasem z pierwszq wartosciq pK; = 7,4, (pozostate
wartosci pK, = 8,5 oraz pKs; = 9,0), co oznacza, ze w osoczu 2'- monoanion jest w rownowadze z
obojetng postacig XN (w stosunku 1:1). Jego maksymalna aktywnos$¢ bfonowa wystepuje przy pH
nizszych niz pKi: z powodu trudniejszej dyfuzji przez btony plazmatyczne jego ujemnie natadowanej
formy niz w postaci neutralnej. Ostatnio zasugerowano, ze mitochondria sg gtéwnym celem
komoérkowym dziatania XN [51]. Zwigzek ten moze dziata¢ jako rozprzegacz mitochondrialny
prowadzacy do znoszenia potencjatu na wewnetrznej btonie mitochondrialnej [52]. Wiadomo, ze
chalkony, w szczegélnosci hydroksychalkony sg skutecznym induktorem apoptozy. Zasugerowano, ze
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grupa 2'-OH (ktdra jako pierwsza ulega dysocjacji) jest niezbedna do reaktywnosci chalkonu [53], a jej
obecnos¢ w czgsteczce XN moze by¢ kluczowa dla interakcji z mitochondrialnym taricuchem transferu
elektronéw | (dehydrogenaza NADH). XN bezposrednio hamuje aktywnos¢ kompleksu | i powoduje
nadprodukcje reaktywnych form tlenu (ROS) odpowiedzialnych za apoptoze w komdrkach
nowotworowych Hela i A549 [51].

W celu poparcia wynikéw eksperymentalnych i oszacowania energii rdznych zjonizowanych
form XN, wykonatam wspdlnie z dr hab. Danielem Kamiiskim z Zaktadu Krystalografii UMCS w Lublinie
analize obliczen kwantowych w programie Gaussian 09 w ramach zaleznej od czasu metody
funkcjonatu gestosci, TD-DFT, uzywajac funkcjonatéw B3LYP i CAM-B3LYP. Chalkony mogg przyjmowac
konfiguracje typu trans lub cis [54]. Najbardziej stabilng postacig jest izomer trans ze wzgledu na silne
efekty steryczne miedzy pierscieniem B i grupg karbonylowg [55]. Dodatkowo, po optymalizacji
geometrycznej struktury w fazie gazowej i w $rodowisku wodnym wnioskowatam, ze jednostka
prenylowa i pierscien B nie lezqg w plaszczyZnie z pierscieniem A, ale mogq przyjmowaé dwie
konformacje: powyzej i ponizej pierscienia A.

Wyniki przestawione w pracy [H5] stanowig kontynuacje powyzszych badan i dotyczg analizy
efektow solwatochromowych XN w rozpuszczalnikach o zmiennej polarnosci. Na podstawie pomiarow
widm absorpcji i emisji XN zaobserwowatam, ze ze wzrostem polarnosci rozpuszczalnika wystepowat
efekt batochromowy, czyli przesuniecie widm absorpcji i emisji ku czerwieni. Przy zastosowaniu skali
polarnosci Af opartej na réwnaniu Lipperta i Matagi wyznaczytam zmiane momentu dipolowego w
stanie wzbudzonym. Duza réinica pomiedzy momentem dipolowym standéw wzbudzonego
i podstawowego (Ap = 5,8 D) mogta by¢ spowodowana przez redystrybucje tadunkéw atomowych
w stanie wzbudzonym, co moze nastepowac dzieki wewnatrzczgsteczkowemu przesuniecie tadunku w
obrebie czgsteczki XN. Przedstawione efekty spektroskopowe wraz wyliczeniem molowych
wspotczynnikow ekstynkcji XN w wybranych rozpuszczalnikach mogg dostarczy¢ wskazéwek do
opracowania efektywnych metod izolacji ksantohumolu z surowca naturalnego. Jednoczesnie beda
stanowi¢ cenng baze dla badaczy przy wyborze odpowiedniego rozpuszczalnika do przeprowadzania
wydajnej procedury oczyszczania tego zwigzku.

Podsumowujac, okresélenie przeze mnie podstawowych parametrow fizykochemicznych
ksantohumolu jest pierwszym krokiem w kierunku wyjasnienia zaleznosci miedzy jego strukturg
a aktywnoscig biologiczng. W zwigzku z rosngcym zainteresowaniem fitoterapig, wielokierunkowe
dziatanie XN pozwala prognozowac, ze w najblizszych latach zwigzek ten moze stanowic uzupetnienie,
a nawet alternatywe dla leczenia chemioterapeutycznego.

Alkohole cukrowe

Alkohole cukrowe (poliole) zwane takze uwodornionymi weglowodanami majg niskg mase
czasteczkowq i w przeciwienstwie do opisanych powyzej zwigzkdw charakteryzujg sie bardzo dobrg
rozpuszczalnoscig w wodzie. Wystepujg naturalnie w matych ilosciach w réznych rodzajach owocéw,
warzyw i grzybow, ale w wiekszosci muszg by¢ wytwarzane w drodze katalitycznego uwodornienia
cukréw lub poprzez zastosowanie technik mikrobiologicznych [56, 57]. Wsréd polioli D-sorbitol,
D - mannitol, ksylitol i erytrytol sg szeroko stosowane jako substancje stodzgce oraz stabilizujgce w
produktach spozywczych, farmaceutykach i suplementach diety. Stosowane jako substraty w syntezie
zwigzkow aktywnych biologicznie majg na celu poprawe specyficznosci lekéw oraz ograniczyé ich
niepozgdang cytotoksycznos¢ wobec innych komdrek organizmu. Poliole wykorzystane sg rowniez do
opracowania systemoéw dostarczania gendw terapeutycznych oraz przeciwciat monoklonalnych [58].
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Z uwagi na obecnos¢ wielu grup hydroksylowych w czasteczce substancje te mogg petni¢ role
solubilizatoréw dla substancji leczniczych o charakterze lipofilowym. Kluczowe znaczenie dla
aktywnosci biologicznej alkoholi cukrowych ma struktura molekularna [59]. Rozmiar i symetria
czasteczki alkoholu cukrowego oraz liczba grup hydroksylowych obecnych w czasteczce majg
odzwierciedlenie w rodzaju interakcji ze sktadnikami bton komdrkowych [60, 61]. Wptywajg korzystnie
na stabilizacje bton i biatka komérkowe, nie zaktdcajgc jednoczesnie centralnego metabolizmu komadrki
[62]. Pomimo, ze zrozumieniu dziatania prewencyjnego alkoholi cukrowych na btony komérkowe
w ekstremalnych warunkach termicznych i mechanicznych w literaturze naukowej poswiecono wiele
uwagi to szczegétowe molekularne mechanizmy tych efektéw nie s w petni wyjasnione.

W pracy [H6] badatam wptyw wybranych alkoholi cukrowych (D-mannitol, ksylitol i erytrytol;
Rys. 8) na wiasnosci dynamiczne modelowych bfon lipidowych w postaci wielowarstwowych
liposoméw (MLV) oraz monowarstw uformowanych z 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-fosfatydylocholiny
(DMPC).

OH (:)H OH /\/?i/
~__OH OH
OH OH OH OH OH
D-mannitol ksylitol erytrytol

Rys. 8. Struktura chemiczna czgsteczek wybranych polioli.

Wzajemne oddziatywania pomiedzy DMPC a wybranymi alkoholami cukrowymi zostaty
analizowane w funkcji stezenia polioli oraz ilosci grup hydroksylowych w ich taricuchu weglowym za
pomoca klasycznej réznicowe] kalorymetrii skaningowej DSC, spektroskopii ATR-FTIR oraz techniki
monowarstw Langmuira w powigzaniu z mikroskopig kata Brewstera.

Wyniki badan kalorymetrycznych wykazaty niewielkie obnizenie temperatury gtéwnego
przej$ciafazowego lipidéw (Twm) z fazy zelu w faze ciektokrystaliczng jedynie dla D-mannitolu, natomiast
dla pozostatych polioli praktycznie nie stwierdzono zmian. W wiekszym stopniu natomiast zwigzki te
wptywatly na stopniowg zmiane temperatury przedprzejscia lipidu, likwidujgc je przy wiekszej ich
zawartosci i nieznacznie obnizajgc temperature przy domieszkowaniu liposoméw mannitolem. Brak
wyraznego wptywu polioli na temperature gtéwnego przejscia fazowego dowodzi, ze nie zmieniajg one
struktury i organizacji dwuwarstwy lipidowej, czyli nie wnikajg do obszaru hydrofobowego membrany.
Zmiany temperatury przedprzejscia i poszerzenie gtdwnego piku przejscia fazowego Swiadczg
o lokalizacji tych zwigzkdéw tylko na powierzchni bton w jej polarnej czesci skutkujgc rozluznieniem jej
struktury.

W celu zweryfikowania wynikéw uzyskanych technika DSC przeprowadzono analogiczne
eksperymenty w funkcji temperatury dla uwodnionych filméw uformowanych z DMPC przy uzyciu
spektroskopii w podczerwieni. Analizie poddano zmiany widmowe na poziomie faricuchéw acylowych
(3000-2800 cm™), grupy fosforanowej (1228-1240cm™) i cholinowej (970 cm™). Zgodnie
z przypuszczeniami, alkohole cukrowe nie powodowaty zmian w czesci hydrofobowej bton liposomoéw
w zakresie czestosci odpowiadajgcej drganiom grup CH, i CHs tancuchéw weglowodorowych lipidu.
Z kolei brak zmian spektralnych w rejonie drgan charakterystycznych dla reszty cholinowej -N*(CHs);
mozna byto wyttumaczy¢ silnym oddziatywaniem grupy cholinowej oraz dipoli czasteczek wody. Ta
interakcja jest znacznie silniejsza niz obserwowana pomiedzy poliolem
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a resztg cholinowa. W czesci widma odpowiadajgcej asymetrycznym drganiom rozciggajacym grup
fosforanowych zaobserwowano przesuniecia pasma ~1230 cm™ w kierunku wiekszych liczb falowych.
Przesuniecie spektralne byto najbardziej widoczne w przypadku erytrytolu, podczas gdy prawie nie
obserwowano zmian dla mannitolu. Wyniki te wskazujg na prawdopodobienstwo wigzania sie
czgsteczek polioli z gldwkami polarnymi lipidow, ograniczajgce ich ruchliwos¢ poprzez redukcje
czgsteczek wody w regionie polarnym bfony. Rezultat ten wskazuje na tworzenie wigzan wodorowych
miedzy grupy fosforanowg i grupami —OH polioli. Efekt ten jest uzaleiniony od ilosci grup
hydroksylowych w taricuchu weglowym alkoholi cukrowych i silniejszy dla krotko-taricuchowych
polioli [63]. Obserwacja ta byta potwierdzona badaniami teoretycznymi dotyczgcymi glikolu i glicerolu,
na podstawie ktérych zasugerowano, ze dtugos¢ tancucha poliolowego jest gtdwnym czynnikiem
odpowiedzialnym za penetracje monowarstw lipidowych przez te zwigzki [64].

W kolejnym etapie wykonanych doswiadczen analizowatam jaki wptyw miata obecnosé alkoholi
cukrowych w subfazie na przebieg rejestrowanych izoterm cisnienia powierzchniowego
w funkcji powierzchni przypadajgcej na czasteczke podczas kompresji filméw DMPC. Wszystkie
izotermy wykazaty stabe przesuniecie w kierunku wiekszych powierzchni czgsteczkowych. Efekt ten
powigzatam ze wzrostem Srednich odlegtosci miedzyczgsteczkowymi na granicy miedzyfazowej, ktory
korelowat z dtugoscig taricucha poliolowego badanych zwigzkéw. Mozliwg interpretacjg takich
przesuniec jest fakt, ze zwigzki te mogg przyczynia¢ sie do formowania bardziej ptynnych filméw
lipidowych. Odpowiadato to wczesniejszym badaniom dotyczgcych roztwordw glicerolu [61]. Podobne
zachowanie zaobserwowano tez dla monowarstwy DPPC z innymi zwigzkami wielowodorotlenowymi
w subfazie [46]. Wyjasnieniem tego zjawiska jest zwiekszenie rozmiaru powtoki solwatacyjnej po
inkorporacji czgsteczek polioli do filmu lipidowego. Ponadto inne badania dotyczgce weglowodanéw
wykazaty, ze ich obecnos¢ w subfazie prowadzi do tworzenia dodatkowych wigzan wodorowych w
molekutach lipidow [63]. Postulowano, ze weglowodany mogg wigzac sie z otoczka hydratacyjng
fosfolipidu, zamiast konkurowac lub zastgpi¢ czgsteczki wody w polarnym regionie poprzez tworzenie
wigzan wodorowych [65].

Aby lepiejzrozumie¢ mechanizmy odpowiedzialne za réznice obserwowane w przebiegu izoterm
sprezania zarejestrowanych na rdéznych subfazach przeprowadzitam analize grubosci i morfologii
monowarstw DMPC podczas procesu sprezania za pomocg mikroskopii kata Brewstera (Rys. 9A).
Wartos¢ grubosci filmu lipidowego w obszarze o wysokiej gestosci upakowania byta wyzsza niz
oczekiwana dla czystego DMPC. Podobny efekt zarejestrowatam dla monowarstwy DMPC utworzonej
na granicy roztwdr mannitolu - powietrze. Wedtug doniesien literaturowych podczas sprezania
monowarstwy DMPC do ci$nienia kolapsu moze dochodzi¢ do tworzenia wielowarstw na granicy faz
woda-powietrze [66], co byto obserwowane w moim doswiadczeniu. Jest to dodatkowo uzasadnione
brakiem jednorodnosci na zdjeciach BAM rejestrowanych dla monowarstw DMPC, kiedy subfaze
stanowita woda. Obserwowane byly tylko niewielkie jasne domeny fazy skondensowanej, a ich liczba
i rozmiary byty state w trakcie dalszego sprezania az do punktu zatamania monowarstwy. W poblizu
cisnienia kolapsu, optyczny kontrast rejestrowanych zdje¢ BAM stopniowo zmniejszat sie, co
wskazywato na stosunkowo szybka reorganizacje czgsteczek lipidowych na powierzchni. Jest to zgodne
z obserwowanym weczesniej wzrostem grubosci pojedynczej warstwy i moze by¢ wyjasnione przez
poczatkowy proces tworzenia dwuwarstwy DMPC (Rys. 9B). Z kolei przy kompresji monowarstw
DMPC, kiedy subfaze stanowity roztwory wodne polioli, zdjecia BAM byly prawie jednorodne w
szerokim zakresie cisnien powierzchniowych. Dla kontrastu, dla monowarstw sprezanych na subfazie
zawierajgcej roztwory wodne erytrytolu lub ksylitolu grubos¢ monowarstwy lipidowej byta bliska

oczekiwanej wartosci (~2,3 nm [67]), co sugeruje, ze kroétkotancuchowe poliole ograniczajg
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mozliwosci spontanicznego tworzenie sie dwuwarstw DMPC, stabilizujgc tym samym membrane
lipidowq.

Uzyskane w niniejszej pracy rezultaty majg znaczenie poznawcze, ale mogg miec takze implikacje
praktyczne. Poniewaz subfazy zawierajgce roztwory alkoholi cukrowych mozna wykorzysta¢ do
stabilizacji monowarstw uformowanych z lipiddw posiadajgcych krétsze niz 16-weglowe tancuchy
acylowe (jak w przypadku DMPC). Taki stabilizujgcy efekt wszystkich badanych polioli byt w szerokim
przedziale cisnied powierzchniowych. Wyniki te sugeruja, ze oddziatywanie pomiedzy czgsteczkami
alkoholi cukrowych i lipidow poprzez wigzania wodorowe jest zasadniczym elementem mechanizmu
stabilizacji dwuwarstw lipidowych. Ponadto wigzanie wodorowe miedzy czgsteczkami alkoholi
cukrowych i czasteczkami wody otaczajgcymi gtéwki polarne lipidu pomaga utrzymaé warstwe
hydratacyjng na dwuwarstwach lipidowych. Z drugiej strony istnienie stabilnych dwuwarstw
lipidowych powyzej cisnienia kolapsu, jak w przypadku D-mannitolu w subfazie niesie ze sobg inne
interesujgce mozliwosci. Dwuwarstwa uformowana na granicy faz woda—powietrze pojawia sie jako
nowy uktad modelowy, ktéry przybliza nas coraz bardziej do rzeczywistych bton komérkowych.

A > water collapse \ B
3 —— erythritol &
—— xylitol &

{ —&— mannitol LE-LC »

(8]
n
o)
3

30 mN/m 40 mN/m

Thickness. d [nm]
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Rys. 9. Grubos¢ monowarstwy uformowanej z DMPC stosujgc jako subfaze wode i wodne roztwory alkoholi
cukrowych w stezeniu 10 mmol/L w funkcji cisnienia powierzchniowego (A). Zdjecia z mikroskopu BAM wykonane
podczas kompresji monowarstwy DMPC kiedy subfaze stanowita woda (gorny rzqd) i wodny roztwdr erytrytolu
(dolny rzqd). Rysunek opublikowano w [H6].

4.4. Podsumowanie

Przeprowadzone eksperymenty oraz wyniki uzyskane podczas realizacji badan opisanych
w cyklu szesciu prac pozwolity na wskazanie szeregu najwazniejszych osiggnie¢ naukowych
stanowigcych przedmiot habilitacji, do ktdrych zaliczam:
e Wykazanie, ze proces wbudowania antybiotyku amfoterycyny B do monowarstwy lipidowo-
sterolowej jest wynikiem zrdznicowanego stopnia uporzgdkowania fancuchéw acylowych.
W wyniku oddziatywania AmB z bfong lipidowo-cholesterolowg stanowigcg model komérki
zwierzecej czgsteczki antybiotyku organizuja sie gtéwnie w jej hydrofilowej cze$ci. W obecnosci
cholesterolu w monowarstwie lipidowej molekuty AmB tworzg wieksze struktury zagregowane
[H1].
e Wykazanie, ze obecnos¢ ergosterolu w membranie lipidowej powoduje usytuowanie sie
czasteczek antybiotyku w potozeniu wertykalnym w obrebie weglowodorowego rdzenia
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monowarstwy. Prostopadta orientacja pierscienia laktonowego antybiotyku jest niezbedna do
odpowiedniej organizacji molekularnej czasteczek AmB w formowaniu struktur
transmembranowych [H1].

Wykazanie, ze inkorporacja antybiotyku amfoterycyny B do mieszanego filmu nasladujacego
zewnetrzng btone erytrocytu ludzkiego jest termodynamicznie mniej korzystna niz kompleksu
AmB—Cu?*a otrzymane mieszane monowarstwy sg mniej stabilne [H2].

Wskazanie, ze ograniczona mieszalno$¢ AmB ze skfadnikami lipidowymi imitujgcymi btone
erytrocytarng moze ttumaczyc toksycznos¢ antybiotyku wobec komdrek ludzkiego gospodarza
[H2].

Analiza obrazéw uzyskanych za pomocg mikroskopii kata Brewstera wskazuje na wytrgcenia
AmB w formie tréjwymiarowych struktur z mieszanych filméw bogatych w antybiotyk. W
modelowych uktadach lipidowych AmB tworzy struktury zagregowane, poprzez silne
wzajemne oddziatywanie chromoforowe, ktorych struktura jest podobna jak w krysztale [H2].
Wykazanie, ze obecno$¢ ksantohumolu obniza temperature gtéwnego przejscia fazowego
lipidu wraz ze wzrostem jego zawartosci w wielowarstwie lipidowej. Ponizej temperatury
przedprzejScia fazowego czgsteczki XN gromadzg sie w czesci polarnej lipiddw. W rejonie
przedprzejscia fazowego, XN przemieszcza sie w rejon polarno-niepolarny czgsteczek
fosfolipidu, natomiast powyzej przedprzejscia fazowego molekuty XN mogg tworzy¢ formy
zagregowane i wytrgcac sie poza dwuwarstwe lipidowg [H3].

Wykazanie, ze XN wigze sie z czeScig polarng modelowej membrany lipidowej poprzez
wigzania wodorowe pomiedzy grupami karbonylowymi i grupg fosforanowa DPPC a grupami
hydroksylowymi czgsteczki chalkonu [H3].

Wykazanie, ze ksantohumol jest stabym kwasem z pierwszg wartoscig pK: = 7,4, (pozostate
wartosci pK; = 8,5 oraz pK; = 9,0), co oznacza, ze w 0soczu 2'-monoanion jest w rownowadze
z obojetng postacig XN (w stosunku 1:1). Sekwencja w jakiej dysocjujg protony grup
hydroksyfenolowych wg wykonanych obliczen teoretycznych jest nastepujgca: 2'-OH> 4'-OH>
4-OH [H4].

Wykazanie na podstawie optymalizacji geometrii struktury XN w fazie gazowej
i w srodowisku wodnym, ze jednostka prenylowa i pierscien B w czgsteczce chalkonu nie lezg
w pfaszczyZnie z pierscieniem A, ale mogg przyjmowa¢ dwie konformacje: powyzej i ponizej
pierscienia A [H4].

Wykazanie, ze ze wzrostem polarnosci rozpuszczalnika nastepuje przesuniecie widm absorpc;ji
i emisji XN w kierunku wiekszych dtugosci fali. Duza réznica pomiedzy momentem dipolowym
standw wzbudzonego i podstawowego XN jest spowodowana redystrybucjg tadunkow
atomowych w stanie wzbudzonym, co moze nastepowac dzieki wewnatrzczgsteczkowemu
przesuniecie tadunku w obrebie czgsteczki XN [H5].

Wykazanie, ze czgsteczki polioli oddziatujg z gtéwkami polarnymi lipidéw, ograniczajgce ich
ruchliwos¢ poprzez redukcje czasteczek wody w regionie polarnym btony. Tworzenie wigzan
wodorowych miedzy grupg fosforanowg lipidu a grupami-OH polioli jest uzaleznione od ilosci
grup hydroksylowych w fancuchu weglowym alkoholi cukrowych i silniejsze dla krétko-
taricuchowych polioli [H6].

Pokazanie, ze kroétkotaricuchowe poliole (ksylitol, erytrytol) ograniczajg mozliwosci
spontanicznego tworzenie sie dwuwarstw DMPC powyzej cisnienia kolapsu, stabilizujgc tym
samym membrane lipidowg [H6].
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5. Oméwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo — badawczych

Moja aktywno$¢ naukowo-badawcza obejmuje okres 13 lat, w czasie ktdérego zostatam
zatrudniona na stanowisku asystenta (2006 —2010), a nastepnie adiunkta (od 2011 —do chwili obecnej)
w Katedrze Fizyki Akademii Rolniczej w Lublinie (aktualnie Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie).
Niemniej jednak swojg trwajgcg do dzi$ przygode z nauka rozpoczetam bedac jeszcze na studiach
licencjackich a pdzniej magisterskich na Uniwersytecie Slaskim w Katowicach w zespole naukowym
prof. dr hab. Zofii Drzazgi z Zaktadu Fizyki Medyczne;j.

Osiggniecia naukowo-badawcze i aktywnos¢ publikacyjng nie zwigzang z tematyka prac
stanowigcych podstawe habilitacji omowie dzielgc czas mojej dziatalnosci na dwa etapy: przed i po
uzyskaniu stopnia naukowego doktora. Liste publikacji dotyczacg tej czesci autoreferatu
przywotywanych jako [Al — A5] oraz [B1 — B10] zamiescitam w p. 5.3.

5. 1. Dziatalno$¢ naukowa przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora

Tematyka mojej pracy magisterskiej dotyczyta badania termicznej stabilnosci roztworéw heminy
i hematyny przy zastosowaniu techniki mikrokalorymetrii skaningowej DSC w kontekscie
wykorzystania tych porfiryn w terapii fotodynamicznej do selektywnego niszczenia komorek
nowotworowych. Rezultaty badan uzyskane w trakcie jej realizacji zostaty opublikowane w 2002 roku
w formie petnotekstowego artykutu naukowego z listy JCR, ktdrego jestem wspdtautorky [Al].

W czerwcu 2002 roku uzyskatam tytut magistra fizyki, specjalno$é fizyka medyczna
i rozpoczetam Studia Doktoranckie na Wydziale Matematyki, Fizyki i Chemii US w Katowicach. W tym
czasie zdobylam niezbedny warsztat badawczy, ktére ukierunkowat mnie w strone zglebiania
wzajemnych relacji miedzy strukturg a aktywnoscig biologiczng zwigzkéw pochodzenia naturalnego.
Z przyczyn osobistych po pierwszym roku studidw doktoranckich musiatam z nich zrezygnowac.
W tym czasie zostatam zatrudniona na stanowisku technicznym w charakterze: specjalista Fizyk
w Zakfadzie Biofizyki Uniwersytetu Medycznego w Lublinie. Pomimo, ze moja dziatalno$¢ naukowo-
badawcza zostata nieco ograniczona, w okresie dwdch lat pracy nawigzatam cenng wspdtprace
naukowg, min. z prof. dr hab. Hanng Trebacz.

W lutym 2006 roku skorzystatam z propozycji zatrudnienia na stanowisku asystenta
w Katedrze Fizyki UP w Lublinie. Niemal od razu nawigzatam wspodtprace naukowq z prof. dr hab.
Mariuszam Gagosiem (wtedy jeszcze doktorem), ktdry umozliwit mi na dalsze rozwijanie pasji
naukowych poprzez przyjecie mnie do swojej grupy badawczej. W tym okresie moje zainteresowania
naukowe skupity sie wokdt wspomnianej w p. 4.3.3 amfoterycyny B (AmB) i aspektow zwigzanych
z poznaniem mechanizméw molekularnych odpowiedzialnych za aktywno$é biologiczng tego
antybiotyku.

W ramach pracy doktorskiej podjetam sie okreslenia wptywu jondw Na* i K* na proces agregacji
AmB w s$rodowisku wodnym i lipidowym przy zastosowaniu metod elektronowej spektroskopii
absorpcyjnej, spektroskopii fluorescencyjnej, techniki RLS, spektroskopii w podczerwieni FTIR
i Ramana oraz techniki monowarstw Langmuira. Wyniki przeprowadzonych badan daty informacje, ze
w/w jony oddziatujg z AmB, tworzac kompleksy jonowe, ktorych rola moze stanowié¢ wazny element
wyjasniajgcy molekularne mechanizmy oddziatywania antybiotyku z btong lipidowg. Jednym
z wazniejszych osiggniec byto po raz pierwszy przedstawienie wyraznego wptywu jondw K* na wzrost
poziomu dimeryzacji i agregacji molekut antybiotyku. Zastosowanie unikalnej techniki mikroskopii
czasow zycia fluorescencji FLIM umozliwito potwierdzenie znaczacej roli dimeréw AmB w procesie
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agregacji antybiotyku w btonie lipidowej zawierajgcej ergosterol. Wyniki te udato sie uzyskaé dzieki
wspotpracy ze zespotem prof. dr hab. Wiestawa I. Gruszeckiego oraz z dr Ignacym Gryczynskim i dr
Zygmuntem Gryczynskim z Center for Commercialization of Fluorescence Technologies, Health Science
Center, University of North Texas, Fort Worth, USA.

Wiekszos¢ przeprowadzonych wéwczas badan byta finansowana w ramach grantu badawczego
"Znaczenie jondéw metali, ziem alkalicznych i przejsSciowych w procesie agregacji amfoterycyny B
w modelowych uktadach biologicznych" (N N401 015035, lata: 2008-2011), w ktoérym bytam jednym
z gtéwnych wykonawcow.

Rozprawe doktorskg pt. “Spektroskopowe badania organizacji molekularnej antybiotyku
polienowego amfoterycyny B w srodowisku jondw K* i Na*,, przygotowywatam pod kierunkiem prof.
M. Gagosia w okresie trzech lat mojej pracy w Katedrze Fizyki UP w Lublinie. Po publicznej obronie,
ktora odbyta sie 4 pazdziernika 2010 roku uzyskatam stopien doktora nauk fizycznych nadany dnia 25
pazdziernika 2010 roku uchwatg Rady Wydziatu Matematyki, Fizyki i Informatyki Uniwersytetu Marii
Curie-Sktodowskiej w Lublinie. Na wniosek recenzentéw moja praca doktorska zostata wyrdzniona.

Zebrane podczas realizacji pracy doktorskiej rezultaty badan zostaty opublikowane w formie
szesciu petnotekstowych artykutéw naukowych w czasopismach o miedzynarodowym zasiegu [ A2-A4,
w tym po doktoracie B1, B2, B4], a takze byty prezentowane w formie posteréw na miedzynarodowych
konferencjach naukowych.

W toku realizacji zadan badawczych w ramach pracy doktorskiej nabratam niezbednego
doswiadczenia w planowaniu doswiadczen i analizie uzyskanych wynikdw, ale co najwazniejsze miatam
okazje pozna¢ mozliwosci jakie daje technika monowarstw Langmuira. Efektem tego byta publikacja,
ktora ukazata sie dwa miesigce przed uzyskaniem stopnia doktora na tamach czasopisma Biochimica
Biophysica Acta w 2010 r. i zawierata kwestie, ktdre nie byly przeze mnie poruszane
w rozprawie doktorskiej. W pracy tej podjetam sie okreslenia charakteru oddziatywan prowadzacych
do tworzenia przez czasteczki AmB zagregowanych form w wielowarstwach lipidowych
uformowanych z DPPC wykorzystujagc do tego wspomniang technike monowarstw Langmuira
w potgczeniu ze spektroskopig ATR-FTIR. Analiza widm ATR-FTIR monowarstw AmB w obszarze
spektralnym 950 — 3520 cm™ umozliwita przeprowadzenie analizy reorientacji czgsteczek wywotanych
mechaniczng kompresjg w przedziale cisnien od 5 do 30 mN/m. Wraz ze wzrostem cis$nienia
powierzchniowego zmieniat sie sposéb wzajemnego oddziatywania czasteczek antybiotyku, co
przejawiato sie wzrostem intensywnosci pasm w obszarze reprezentujagcym drgania od wigzan
sprzezonych w chromoforze oraz grup jonizowalnych czgsteczki AmB. Uzyskane wynikidla czystej AmB
prébowatam skorelowa¢ ze zmianami, jakie byty obserwowane w wielowarstwie uformowanej
z DPPC i modyfikowanej 5 % mol AmB. Wiedza ta znacznie ufatwita interpretacje obserwowanych
zmian w widmach FTIR. Najwazniejszymi rezultatami wynikajgcymi z tej pracy byto nakreslenie jako
prawdopodobny mechanizm oddziatywania AmB z membrang lipidowg dotyczy elektrostatycznego
oddziatywania grup jonizowalnych pochodzacych od AmB z grupa fosforanowg i resztg cholinowa
czgsteczki DPPC. Elementy podobienstwa odpowiednich fragmentéw widm FTIR dla czystej AmB w
sprezonej monowarstwie oraz w wielowarstwie lipidowej pozwolity mi wnioskowac¢ o analogicznym
mechanizmie agregacyjnym antybiotyku w obu ukfadach.

W tym czasie uczestniczytam réwniez w badaniach, ktére nie byly zwigzane z tematyka
doktoratu a dotyczyty udziatu w krystalizacji zwigzkéw z grupy 1,3,4-tiadiazoli [A4].
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5. 2. Dziatalno$¢ naukowa po uzyskaniu stopnia naukowego doktora

Méj dorobek naukowy po uzyskaniu stopnia doktora, uwzgledniajgcy réwniez prace stanowigce
osiggniecie naukowe zgtoszone do oceny w postepowaniu habilitacyjnym, obejmuje 17 artykutow
petnotekstowych z listy JCR, w tym 2 prace w monografii naukowej, 14 doniesien zjazdowych, 1
zgloszenie patentowe. taczny IF prac opublikowanych po doktoracie wynosi 42,049, co odpowiada
465 pkt MNiSW.

Badania w tematyce zwigzanej z poznaniem mechanizmow molekularnych odpowiedzialnych za
dziatanie amfoterycyny B byly przeze mnie kontynuowane takze po uzyskaniu tytutu doktora. Poza
pracami [B1, B2, B4], ktére byly bezposrednio zwigzane z wynikami uzyskanymi w ramach pracy
doktorskiej lub wigczonymi w cykl prac habilitacyjnych [H1-H2] i oméwionymi juz szczegétowo w
p.4.3.3, uczestniczytam w powstaniu dwdch petnotekstowych publikacji z listy JCR dotyczgcych AmB
[B3, B6].

W ramach prac [B1, B2] przeprowadzitam badania okres$lajgce sposéb oddziatywania AmB z
jonami Na* i K" w oparciu o spektroskopie FTIR i Ramana. Uzyskane wyniki wskazywaty na
oddziatywanie jonowe pomiedzy grupg karboksylowg czasteczki AmB a w/w jonami posredniczace za
pomocg stabych par jonowych. W $rodowisku wodnym o zmiennej kwasowosci zaobserwowatam
wiekszy wptyw jondw K*' na proces formowania agregatéw chromoforowych przez molekuty
antybiotyku [B1]. Najwiekszym osiggnieciem byto pokazanie jaka role odgrywajg jony Na* i K" na proces
wbudowania sie AmB do modelowych membran lipidowych [B4]. Zaproponowatam rdéwniez
mechanizm interakcji AmB w mieszanych monowarstwach lipidowych uformowanych z DPPC
i okreslitam stechiometrie powstatych komplekséw AmB-DPPC w $rodowisku jonéw K* i Na*.

Tematyka badawcza podjeta w pracy [B3] dotyczyta wykazania réznic w widmach FTIR i Ramana
pomiedzy formg amorficzng a jej krystalicznym odpowiednikiem w postaci jodoacetylowej pochodnej
amfoterycyny B (AmB-I). Otrzymanie takich informacji miato na celu potwierdzié, ze dyskutowane
przeze mnie pasmo przy ok. 1010 cm™
modyfikowanych AmB [A5, H1] mozna faczy¢ z agregacjg antybiotyku. Uzyskane wyniki potwierdzity

w widmach FTIR monowarstw i wielowarstw lipidowych

moje przypuszczenia, poniewaz pasmo to byto specyficzne dla formy krystalicznej
w obu technikach spektroskopowych. Na podstawie tego doswiadczenia mozna byto wnioskowaé, ze
struktury zagregowane AmB obserwowane w srodowisku modelowych bton lipidowych majg podobng
strukture jak w krysztatach. Z tego wynika, ze AmB moze tworzy¢ struktury krystaliczne réwniez w
btonach komoérkowych. Badania fluorescencyjne formy krystalicznej AmB wykonane we wspotpracy
z grupg prof. dr hab. Sebastiana Mackowskiego z Instytutu Fizyki Uniwersytetu Mikofaja Kopernika w
Toruniu pozwolity przypuszczaé, ze moment dipolowy uktada sie wzdtuz najdtuzszej osi krysztatu a nie
wzdtuz chromoforu (najdtuzszej osi czgsteczki AmB-l), jak to ma miejsce w przypadku innych polienéw.
Wynik ten wskazuje na silne oddziatywania miedzy warstwami w tym kierunku dla krysztatu AmB.

W kolejnej pracy [B6] bratam udziat w pomiarach wielowarstw lipidowych z AmB
z wykorzystaniem dyfrakcji rentgenowskiej i spektroskopii FTIR. Pomiary te zostaty wykonane we
wspotpracy z prof. dr hab. Ewg Gérecka i dr hab. Damianem Pociechg z Uniwersytetu Warszawskiego.
Wynikiem tej pracy, w ktdorej analizowatam dane uzyskane ze spektroskopii FTIR byto
scharakteryzowanie powstawanie kompleksu AmB-DPPC w funkcji temperatury. Na podstawie danych
dla uktadu AmB-DPPC okreslitam réwniez przemiany termotropowe dla wielowarstw lipidowych z AmB
modyfikowanych cholesterolem i ergosterolem. Na podstawie danych dyfrakcyjnych mozina
wnioskowa¢, ze wielowarstwy kompleksu zawierajgce ergosterol charakteryzowaty sie wieksza
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gruboscig dwuwarstw od tych zawierajgcych cholesterol. Badania te potwierdzity rowniez wiekszg
trwatos¢ komplekséw AmB-sterol-DPPC, niz samego kompleksu AmB-DPPC.

Wymienione powyzej prace, ktérych bylam wspdtautorem byly czesciowo finansowane
z projektu badawczego NCN ,Badania aktywnosci biologicznej antybiotyku amfoterycyny B
kompleksowanego jonami miedzi (Il) oraz modyfikowanego oksydacyjnie na uktadach modelowych
bton lipidowych oraz in vitro” (UMO-2012/05/B/NZ1/00037) na lata 2013-2016.

W ramach tematyki zwigzanej z AmB, na uwage zastuguje réwniez zgtoszenie patentowe (P-
403105), ktérego jestem wspottworcg pt. ,Kompleks amfoterycyny B, sposéb otrzymywania
kompleksu amfoterycyny B oraz zastosowanie kompleksu amfoterycyny B do wytwarzania leku”.
Przedmiotem wynalazku byt trwaty kompleks AmB-Cu?* w roztworach wodnych o fizjologicznym
stezeniu jondw wodorowych majacy zastosowanie jako nowa mniej toksyczna postac klasycznie
stosowanych farmaceutykdw na bazie amfoterycyny B.

W dalszej kolejnosci moja uwaga skupifa sie na badaniu zwigzkdw pochodzenia naturalnego
ekstrahowanych z materiatu roslinnego. Dzieki wspotpracy z dr Magdaleng Bartnik z Katedry i Zaktadu
Farmakognozji z Pracownig Roslin Leczniczych UM w Lublinie powstata praca mojego wspdtautorstwa
a dotyczaca okreSlenia struktury peucedaniny, furanokumaryny o duzej aktywnosci
antynowotworowej [B5].

W 2011 roku, razem z prof. M. Gagosiem nawigzaliSmy wspodtprace z prof. dr hab. Edwardem
Rojem z Instytutu Nawozow Sztucznych w Putawach, ktérej wynikiem byto uzyskanie projektu
badawczego wspomnianego w p. 4.3.3. Od tego momentu zaczetam prowadzié systematyczne badania
w zakresie tematyki zwigzanej z wyjasnieniem mechanizmow molekularnych aktywnosci biologicznej
flawonoidu prenylowanego - ksantohumolu. Zwigzek ten wzbudzit moje zainteresowanie z powodu
braku podstawowych informacji na temat jego witasciwosci fizykochemicznych pomimo, ze jego
wielokierunkowe dziatanie biologiczne byto/jest szeroko eksplorowane przez badaczy na catym
Swiecie. Czes¢ uzyskanych rezultatdw z tego okresu byta przedstawiona jako przedmiot rozprawy
habilitacyjnej dlatego pomine ich oméwienie w tym miejscu. Na uwage zastugujg doswiadczenia
opublikowane w pracy [B9], w ktdrych uczestniczytam w badaniu stabilnosci XN w wodnych
roztworach. Otrzymane wyniki dawaty praktyczng informacje odnosnie procesu cyklizacji XN do
izomerycznej formy izoksantohumolu (IXN) w Srodowisku o mniejszej zasadowosci niz wskazujg
wczesniejsze doniesienia. lzomeryzacja XN w formie trianionu do trianionowej formy IXN to
dwuetapowa reakcja polegajgca na zamknieciu pierscienia bez obecnosci czgsteczek wody, podczas
gdy ukonczony proces wymaga jej obecnosci. Z tego powodu w trakcie przygotowania formulacji
substancji leczniczych lub suplementow diety zawierajgcych XN nalezy ograniczy¢ zawartos¢ wody, aby
zmniejszy¢ obecnos¢ innych izomeréw XN w produkcie korncowym.

W marcu 2015 roku zaczeta sie moja wspodtpraca z zespotem naukowym z Zaktadu Biologii
Komérki UMCS w Lublinie, ktéry dysponuje profesjonalnym mikroskopem kata Brewstera (BAM).
Technika ta moze dostarczy¢ dodatkowych mozliwosci w badaniu filmow lipidowych poprzez
obrazowanie formowanych monowarstw in situ. Podczas tego okresu objetam funkcje opiekuna
naukowego nad pracami: magisterskg i doktorskg realizowanymi w/w Zaktadzie i dotyczgcych wtasnie
analizy interakcji pomiedzy XN a skfadnikami modelowych membran lipidowych. Chociaz mozliwosci
do tworzenia jednoczgsteczkowych filmoéw z XN sg ograniczone, jednak obecnos$¢ nawet niewielkich
ilosci lipidu w monowarstwach tego chalkonu znacznie poprawiata ich stabilnos¢, co pozwolito
prowadzi¢ dalsze badania dla mieszanych filméw wielosktadnikowych imitujgcych btony komodrek
prawidtowych i patologicznych. Po zaobserwowaniu wiekszej selektywnosci w oddziatywaniu XN
z membranami nasladujacymi btony komdrek nowotworowych odczutem potrzebe sprawdzenia tych
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wynikdw na rzeczywistych uktadach biologicznych. W tym celu zostaty wykonane badania
cytotoksycznosci XN wobec dwdch nowotworowych linii komdrkowych: nowotworu prostaty PC-3
oraz nowotworu piersi T47D tgczace metody biologiczne (testy MTT i NR, analiza cytometryczna)
z technika spektroskopii ATR-FTIR. Rezultaty tych doswiadczen stanowity tematyke pracy doktorskiej,
w ktérej petnitam funkcje promotora pomocniczego. Aktualnie trwajg ostatnie korekty artykutu
odnoszacego sie do powyzszych wynikéw, ktéry bedzie wystany do czasopisma BBA Biomembranes.

Uczestnicze rowniez w badaniach realizowanych wspdlnie z dr hab. Ewg Janik z Zaktadu Biologii
Komaorki UMCS w Lublinie, ktére majg na celu zwiekszenia rozpuszczalnosci chlorofilu a w medium
wodnym w wyniku tworzenia ukfadéw micelarnych z niejonowymi surfaktantami (publikacja
W przygotowaniu).

Oprécz tematéw dotyczacych zagadnien organizacji molekularnej zwigzkéw pochodzenia
naturalnego bratam réwniez udziat w realizacji celéw badawczych skoncentrowanych na materiale
biologicznym [B10, B11]. W tych badaniach wykorzystatam znajomos¢ technik spektroskopowych:
spektroskopii fluorescencyjnej do okreslenia poziomu pentozydyny i innych koricowych produktéw
zaawansowanej glikacji (AGEs) w tkance tgcznej [B10] oraz techniki FTIR do oceny zmian strukturalnych
w tkance kostnej [B11].

5. 3. Zestawienie prac dokumentujgcych pozostate osiggniecia naukowo — badawcze

Przed uzyskaniem stopnia doktora

[A1l] Drzazga Z., Michnik A., Zimnicka M., Differential scanning calorimetry study of haemin thermal stability,
Therm. Anal. Calorim. 2003 72 (2) 555-563

[A2] Gagos M., Here¢ M., Arczewska M., Czernel G., Dalla Serra M., Gruszecki W. I., Anomalously high
aggregation level of the polyene antibiotic amphotericin B in acidic medium: Implications for the biological
action, Biophys. Chemist. 2008 136 (1) 44-49

[A3] Gruszecki W. I., Luchowski R., Gago$ M., Arczewska M., Sarkar P., Here¢ M., Mysliwa-Kurdziel B., Strzatka
K., Gryczynski I., Gryczynski Z., Molecular organization of antifungal antibiotic amphotericin B in lipid
monolayers studied by means of Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy, Biophys. Chemist. 2009 143
(1-2) 95-101

[A4] Gagos M., Arczewska M., Spectroscopic studies of molecular organization of antibiotic amphotericin B in
monolayers and dipalmitoylphosphatidylcholine lipid multibilayers, Biochim. Biophys. Acta -
Biomembranes 2010 1798 (11) 2124-2130

[A5] Kaminski D., Hoser A., Gago$ G., Matwijczuk A., Arczewska M., Niewiadomy A., Woziniak K,
Solvatomorphism of 2-(4-Fluorophenylamino)-5-(2,4-dihydroxybenzeno)-1,3,4-thiadiazole Chloride, Cryst.
Growth Des. 2010 10 (8) 3480-3488

Po uzyskaniu stopnia doktora

[B1] Gago$ M., Arczewska M., Influence of K* and Na* lons on the Aggregation Processes of Antibiotic
Amphotericin B: Electronic Absorption and FTIR Spectroscopic Studies, J. Phys. Chem. B 2011 115 (12)
3185-3192

[B2] Gagos M., Arczewska M., and Gruszecki W. |. Raman Spectroscopic Study of Aggregation Process of
Antibiotic Amphotericin B Induced by H(+), Na(+), and K(+) lons, J. Phys. Chem. B 2011 115 (17) 5032-5036

[B3] Gagos M., Kaminski D., Arczewska M., Krajnik B., Mackowski S., Spectroscopic evidence for self-
organization of N-lodoacetylamphotericin B in crystalline and amorphous phases, J. Phys. Chem. B 2012
116 (42) 12706-12713

[B4] Arczewska M., Gagos M., Molecular organization of antibiotic amphotericin B in
dipalmitoylphosphatidylcholine monolayers induced by K* and Na* ions: The Langmuir technique study,

Biochim. Biophys. Acta - Biomembr. 2012 1818 (2) 2706-2713
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[B5] Bartnik M., Arczewska M., Hoser A., Mroczek T., Kaminski D., Gtowniak K., Gagos M., Wozniak K., Single
crystal X-ray diffraction, spectroscopic and mass spectrometric studies of furanocoumarin Peucedanin,
Nat. Prod. Commun. 2014 9 (1) 71-74

[B6] Kaminski D., Arczewska M., Pociecha D., Gorecka E., Stepniewski A., Gagos$ M., Antibiotic amphotericin B-
DPPC lipid complex: X-ray diffraction and FTIR studies, J. Mol. Struct. 2015 1080 57-62

[B9] Kaminski D., Gaweda K., Arczewska M., Senczyna B., Gagos$ M., A kinetic study of xanthohumol cyclization
to isoxanthohumol - A role of water, ). Mol. Struct. 2017 1139 10-16

[B10] Trebacz H., Szczesna A, Arczewska M., Thermal stability of collagen in naturally ageing and in vitro glycated
rabbit tissues, ). Therm. Anal. Calorim. 2018 134 (3) 1903-1911

[B11] Muszynski S., Tomaszewska E., Dobrowolski P., Kwieciern M., Wigcek D., Swietlicka I., Skibiriska M.,
Szymanska-Chargot M., Orzelska M., Swietlicki M., Arczewska M., Szymanek M., Zhyla M., Hutas-Stasiak
M., Rudyk H., Tomczyk-Warunek A., Analysis of bone osteometry, mineralization, mechanical and
histomorphometrical properties of tibiotarsus in broiler chickens demonstrates a influence of dietary
chickpea seeds (Cicer arietinum L.) inclusion as a primary protein source, PloS One 2018 13 (12) art. no.
0208921

5. 4. Plany przysztych badan

Moje najblizsze plany badawcze zaktadajg rozwijanie mozliwosci jakie niesie technika
monowarstw Langmuira i mikroskopia kata Brewstera w kontekscie badania interakcji miedzy
zwigzkami biologicznie czynnymi a sktadnikami modelowych membran lipidowych. W szczegdlnosci
chciatabym sie skupié¢ na przeprowadzeniu systematycznej analizy rodzaju oddziatywan wybranych
polifenoli majgcych udokumentowane dziatanie antynowotworowe in vitro i in vivo ze sktadnikami
membran lipidowych imitujgcych btony komdrek patologicznych. Ponad to nowym nurtem badawczym
z jakim chciatabym sie zmierzy¢ w przysztosci jest poszukiwanie efektywnych metod ulepszajgcych
rozpuszczalno$¢ m. in. ksantohumolu i innych chalkonéw o podobnej budowie strukturalnej
(izobawachalkon, kardamonina) w mediach wodnych. Niestety, ich staba rozpuszczalnos¢, a w
rezultacie ograniczona biodostepnos¢ stojg na przeszkodzie w opracowaniu skutecznych i stabilnych
preparatéw farmaceutycznych czy suplementéw diety. Problematyka przysztych badan bedzie
dotyczy¢ modyfikacji witasciwosci tych wybranych chalkonéw poprzez utworzenie uktadéw
dwusktadnikowych w formie kokrysztatow z substancjami nietoksycznymi
i akceptowalnymi farmaceutycznie (m. in. amidy kwaséw nikotynowych, alkaloidy oraz alkohole
cukrowe). Kierunkiem badan, ktéry rowniez planuje zrealizowa¢ w najblizszym czasie jest sprawdzenie
potencjatu przeciwnowotworowego takich zmodyfikowanych form chalkonéw na szerokim panelu linii
komodrek nowotworowych z zastosowaniem dobrze mi znanych metod spektroskopowych.
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6. Bibliometryczne podsumowanie osiggnie¢ naukowych

Mdj dorobek naukowy obejmuje:

e 22 prac oryginalnych opublikowanych w czasopismach znajdujacych sig w bazie JCR

e 2 petnotekstowe rozdzialy w monografiach
e jedno zgloszenie patentowe

e promotor pomocniczy pracy doktorskiej realizowanej w Zaktadzie Biologii Komérki na Wydziale

Biologii i Biotechnologii UMCS w Lublinie

e wspoétwykonawca w trzech projektach naukowych, w tym raz jako gtéwny wykonawca
e sumaryczny impact factor zgodny z rokiem opublikowania wynosi 56,818
¢ ogoélna liczba punktéw wg wykazu MNiSW zgodnie z rokiem opublikowania wynosi 579
e {aczna liczba cytowan wedtug bazy Scopus: 198, (bez autocytowan: 164)

¢ Indeks Hirscha wedtug bazy Scopus/WoS: 9

Powyisze dane zostaly odczytane na podstawie baz Scopus i Web of Science (stan z dnia 7 lutego
2019 roku). Caly dorobek naukowy szczegétowo zostat opisany w zatgczniku nr 3, natomiast jego

podsumowanie przedstawia ponizsza tabela.

Rodzaj publikacji Liczba Punkty IF*
MNiSW*

Przed uzyskaniem stopnia doktora

Publikacje w czasopismach znajdujgcych sie w bazie Journal 5 114 14,769

Citation Reports (JCR)

Publikacje w czasopismach recenzowanych innych niz - - -

znajdujace sie w bazie Journal Citation Reports (JCR)

Rozdziaty w monografiach 0 0 0

tacznie publikacje: 5 114 14,769

Po uzyskaniu stopnia doktora

Publikacje w czasopismach znajdujacych sie w bazie Journal 17 465 42,049

Citation Reports (JCR)

W tym stanowigce osiggniecia naukowe ) 6 170 16,604

Publikacje w czasopismach recenzowanych innych niz - - -

znajdujace sie w bazie Journal Citation Reports (JCR) = = -

W tym stanowigce osiggniecia naukowe

Rozdziaty w monografiach 2 0 0

W tym stanowigce osiggniecie naukowe = - -

tacznie publikacje: 17 465 42,049

Komunikaty konferencyjne

- przed uzyskaniem stopnia doktora 11

- po uzyskaniu stopnia doktora 14

tacznie komunikaty naukowe: 25

RAZEM: 47 579 56,818

(oryginalne prace naukowe oraz komunikaty

konferencyjne)

*zgodnie z rokiem opublikowania

28, 02. 2049

Lublin, dnia:s ol asiisiaial.
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