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4, OPIS OSIAGNIEC, OKRESLONY W ART. 219 UST. 1 PKT 2 USTAWY.

4.A Tytul osiggniecia naukowego

Opracowanie i praktyczne wykorzystanie sond fluorescencyjnych do skuteczniejszego

wykrywania i wizualizacji substancji bionieorganicznych w systemach biologicznych

4.B Publikacje wchodzace w sklad osiagniecia naukowego

P1 - P6: Publikacje eksperymentalne IF* Cyt.**
P1. KG Leslie, JL. Kolanowski, N Trinh, S Carrara, MD Anscomb, K Yang, CF 1,073 2

Hogan, KA Jolliffe*, E] New*, Nicotinamide-Appended Fluorophores as

Fluorescent Redox Sensors, 2020, Australian Journal of Chemistry 73,

10, 895-902.

Méj wktad obejmuje:

e Optymalizacje i zwiekszenie skali syntezy sondy NCR1,
zaprojektowanie drogi syntezy oraz po raz pierwszy
zsyntetyzowanie i skuteczne oczyszczenie sondy NCR2

e Zaprojektowanie, = wykonanie i interpretacja  wynikow
eksperymentéw charakterystyki spektroskopowej tych dwoch sond
oraz ich wydajnosci i odpowiedzi na rézne anality.

P2. |L. Kolanowski, L] Dawson, L Mitchell, Z Lim, ME Graziotto, WK Filipek, 5,667 10

TW Hambley, E] New*, A fluorescent probe for investigating
metabolic stability of active transplatin analogues. Sensors and
Actuators B: Chemical 2018, 255 (3), 2721-2724

Méj wktad obejmuje:

e Koncepcje, projektowanie, wykonanie i interpretacje kluczowych
eksperymentow i tez manuskryptu, w tym w szczegdlnosci
charakterystyke spektroskopowe, walidacje wydajnosci i
odpowiedzi sond oraz ich selektywnoSci.
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Zaprojektowanie, przeprowadzenie i interpretacja unikalnych
eksperymentéw w celu lepszego zbadania wiarygodnosci
odpowiedzi sondy na potencjalne zaktécenia biologiczne.
Zdefiniowanie gtdwnych obserwacji i sformutowanie gtéwnych tez
manuskryptu, przygotowanie prezentacji danych
spektroskopowych, wspétredakcja manuskryptu.

Wspotudziat w przygotowaniu odpowiedzi dla recenzentéw, co
byto kluczowe dla pomyslnej publikacji.

P3. I] Carney, JL Kolanowski, Z Lim, B Chekroun, TW Hambley, E] New*, A 4,069
ratiometric iron probe enables investigation of iron distribution
within tumour spheroids. Metallomics, 2018, 10(4), 553-556
Moj wktad obejmuje:

Optymalizacje syntezy sondy

Kompilacje i zestawienie danych eksperymentalnych.

Wktad w planowanie manuskryptu i wspélne formutowanie
gtownych tez manuskryptu (w szczegélnosci dotyczacych
zwiekszonej wiarygodno$ci dziatania sondy).

Wsétredagowanie manuskryptu i przygotowanie odpowiedzi dla
recenzentow.

P4. C Shen, JL Kolanowski, CM-N Tran, A Kaur, MC Akerfeldt, MS Rahme,
TW Hambley, E] New*, A ratiometric fluorescent sensor for the
mitochondrial copper pool. Metallomics 2016, 8,915-919
Méj wktad obejmuje:

Codzienny nadzér merytoryczny doktorantki (pierwszy autor
manuskryptu) w zakresie projektowania i wykonywania syntez.
Przeprowadzanie regularnej interpretacji wynikow prac
syntetycznych doktorantki i podejmowanie decyzji o kolejnych
etapach syntezy i charakterystyki spektroskopowej wszystkich
sond.

Zaplanowanie eksperymentéow, opracowanie protokotu
pomiarowego i analizy danych, Interpretacja danych obrazowych,
wspétautorstwo manuskryptu i wspoétprzygotowanie odpowiedzi
dla recenzentéw.

3,54

22

P5. M Hu, KE Schulze, R Ghildyal, DC Henstridge, ]L. Kolanowski, E] New,Y 7,551
Hong, AC Hsu, PM Hansbro, PAB Wark, MA Bogoyevitch, DA Jans*,
Respiratory Syncytial Virus co-opts host mitochondrial function to
favour infectious virus production. eLife, 2019, 8, e42448
Méj wktad obejmuje:

e Doradztwo w zakresie wyboru wlasciwych narzedzi do

wiarygodnego badania ROS w mitochondriach

e Wybér oraz wsparcie w implementacji protokotu pomiarowego i

analizy danych w celu zapewnienia wiarygodno$ci pomiaréw
stresu oksydacyjnego w mitochondriach.

20
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Pé6.

KL Chong, BA Chalmers, JK Cullen, A Kaur, JL Kolanowski, B] Morrow,
K Fairfull-Smith, M] Lavin, NL Barnett, E] New, MP Murphy, SE Bottle*,
Pro-fluorescent mitochondria-targeted real-time responsive redox
probes synthesised from carboxy isoindoline nitroxides: Sensitive
probes of mitochondrial redox status in cells. Free Radical Biology &
Medicine 2018, 128, 97-110.

Mdj wktad obejmuje:

e Projektowanie i wspo6lne wykonywanie, przetwarzanie (z liderem
grupy) oraz liderowanie analizie i interpretacji eksperymentéw
obrazowania konfokoalnego a takze czasu Zzycia fluorescencji
(Fluorescence Lifetime Imaging) w sposéb zapewniajgcy
wiarygodnos$¢ wynikéw.

6,02

10

P7 - P9: oryginalne publikacje teoretyczne (przegladowe)

P7.

|L. Kolanowski, A Kaur, E] New*, Selective and reversible approaches
towards imaging redox signaling using small molecule probes.
Antioxidants & Redox Signalling 2016, kwiecien, 713-730.

Modj wktad obejmuje:

e Wymyslenie gtéwnej koncepcji i sformutowanie gtéwnych tez
pracy, a takze nowatorski sposéb reprezentacji i organizacji danych,
pozwalajacy na analize tematu pod niezbadanym dotad katem.

e Zebranie, analiza i interpretacja wiekszos$ci zrodet literaturowych,
przygotowanie wiekszosci rycin oraz wspoétredakcja manuskryptu.

7,093

14

P8.

A Kaur, JL Kolanowski, E] New*, Reversible fluorescent probes of
biological redox state. Angewandte Chemie International Edition in
English 2016, 55, 1602-1613.

Moj wktad obejmuje:

e Analize i interpretacje wiekszos$ci Zrédet wykorzystanych w tym
manuskrypcie oraz sformutowanie kilku gtéwnych tez tej pracy
m.in. dotyczacych zasad projektowania tych narzedzi i korelacji
struktury z mechanizmami odpowiedzi fluorescencyjne;j.

e Projektowanie 1 przygotowanie wszystkich rycin oraz
wspoéttworzenie i wspotredagowanie manuskryptu.

11,709

93

Po.

|L KolanowsKi, F Liu, E] New*, Fluorescent probes for the

simultaneous detection of multiple analytes in biology. Chemical

Society Reviews 2018, 47, 195-208.

Méj wktad obejmuje:

e Analize i interpretacje czesci Zrddet wykorzystanych w tym
manuskrypcie oraz ssformutowanie kilku tez tego przegladu

o Wspéttworzenie wybranych rycin, wspétredagowanie (wraz z
autorem korespndencyjnym) manuskryptu

40,182

215

* z roku poprzedzajacego publikacje
**bez autocytowan (Web of Science, 20.12.2022)
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4.C Omowienie celu naukowego ww. zbioru prac i osiagnietych wynikow
wraz z omOwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Celem naukowym moich badan byta poprawa, w trzech gtéwnych wymiarach, wiarygodnosci
detekcji szczegdlnie istotnych biologicznie i trudnych do wykrywania tzw. analitéw (tj. mierzonych
/ badanych substancji, ang. analytes) bionieorganicznych, w szczeg6lnosci jonéw metali
przejsciowych i reaktywnych form tlenu/azotu, z wykorzystaniem narzedzi fluorescencyjnych:

e Projektowanie narzedzi: Wprowadzenie nowych strategii molekularnych i zalecen
dotyczacych tworzenia bardziej niezawodnych sond fluorescencyjnych (zwanych tez
prébnikami, ang. probes) na fundamencie lepszego zrozumienia relacji struktura-
efektywnos¢ dziatania, oraz sformutowanie wskazan i sposobéw ich walidacji.

¢ Rozwoéj sond fluorescencyjnych: Opracowanie sond fluorescencyjnych (dalej: sond) o
unikalnie wysokim poziomie specyficznos$ci i wiarygodnosci detekcji analitow
bionieorganicznych w oparciu o rézne strategie (zalezno$¢ struktura-selektywnos¢, pomiar
stosunku dwdch wielko$ci - tzw. ratiometryczno$¢t oraz pomiar czasu zycia fluorescencji
jako parametréw bardziej wiarygodnie wskazujacych na reakcje sondy z analitem).

e Metodologia i zastosowanie sond fluorescencyjnych: Opracowanie, na podstawie
eksperymentéw i literatury, metodologii i optymalnej sekwencji dziatan, aby umozliwi¢
naukowcom wykorzystujacym sondy fluorescencyjne niezawodne pozyskiwanie i
ekstrakcje danych o trudno mierzalnych analitach bionieorganicznych w modelach
biologicznych.

Tlo i kontekst

Sondy fluorescencyjne sg jednym z najpopularniejszych rodzajéw narzedzi wykorzystywanych do
zrozumienia proceséw fizjologicznych i patologicznych. Badanie takich proceséw wymaga
niezwykle wiarygodnych sond, ktére ich nie zaktdcajg i pozwalajg na obserwacje analitow z wysoka
rozdzielczo$cia przestrzenng i czasowa. Dziatanie sond fluorescencyjnych polega na wykrywaniu i
wizualizacji substancji (bio)chemicznych (analitdw), najlepiej w czasie rzeczywistym w zywych
komoérkach poprzez selektywng reakcje lub niekowalencyjne oddziatywanie z analitem, ktére
skutkuje wykrywalng zmiang wtasciwosci fluorescencyjnych (np. intensywnosci emisji).

W ostatnich dziesiecioleciach zainteresowanie sondami fluorescencyjnymi gwattownie wzrosto, ale
ponad 90% opublikowanych sond nigdy nie zostato ponownie zastosowanych w uktadach
biologicznych poza eksperymentami typu proof-of-concept.! Wynika to przede wszystkim z
niewystarczajgcej charakterystyki i ograniczonej niezawodnos$ci wykrywania analitow za pomoca
tych narzedzi w $rodowisku biologicznym.

Celami biochemicznymi, na ktorych skupitem sie w tej pracy byty reaktywne formy tlenu i/lub azotu
(RONS) oraz jony metali przejSciowych - dwie kategorie substancji bionieorganicznych o znaczeniu
diagnostycznym i terapeutycznym. Obie te kategorie odgrywaja krytyczne, aczkolwiek nie do konca

t Ratiometryczno$¢ (z ang. ratiometric) czyli pomiar stosunku dwéch wielkos$ci; ze wzgledu na szerokie
stosowanie tego zwrotu w miedzynarodowej literaturze dziedzinowej a jednoczesnie braku jednego stowa
polskiego, ktore bytoby odpowiednikiem tego terminu i oddawato jego znaczenie w spos6b precyzyjny, w tej
pracy zaadoptowatem ten termin z jezyka angielskiego; takze m.in.: (i) odpowiedZ ratiometryczna (ang.
ratiometric response) czyli odpowiedZ prowadzaca do zmiany stosunku dwoch sygnatéw (np. intensywnosci
emisji fluorescencji w dwéch réznych dtugosciach fali) oraz (ii) sonda ratiometryczna (ang. ratiometric probe)
czyli taka, ktéra wykazuje odpowiedz ratiometryczng na obecnos$ci analitow

Jacek Kolanowski ORCID: 0000-0002-6779-4736 8
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poznane role biologiczne np. w procesach nowotworzenia, neurodegeneracji i.in.. Ten stan rzeczy
jest konsekwencjg kilku wyzwan zwigzanych ze wspomnianymi analitami i narzedziami do ich
wykrywania:

e Ro6zne formy RONS zmieniaja sie dynamicznie miedzy soba, czasami nawet w skali
nanosekundowej, co utrudnia projektowanie specyficznych i selektywnych sond do ich
wizualizacji. Podobnie, kompleksy jon6éw metali przejSciowych tatwo wymieniajg swoje
ligandy, zmieniajg strukture i stopien utlenienia.

o Sygnaty generowane przez sondy na skutek interakcji z analitem sg czesto niejednoznaczne.

e Rola lub funkcja RONS i jondw metali zalezy od ich lokalnego $rodowiska biochemicznego,
zmieniajgcego sie nie tylko przestrzennie w skali sub-komoérkowej, ale réwniez w czasie.

Znaczna cze$¢ mojej pracy naukowej byla poswiecona rozwigzywaniu tych probleméw z wielu
perspektyw, od etapu projektowania i walidacji sond do analizy danych w celu uzyskania bardziej
wiarygodnych wynikéw i opracowywania nowych generacji sond. W zwigzku z tym moim
wkladem w postep w tym obszarze bylo rozszerzenie i poprawa niezawodnoSci,
projektowania i stosowania narzedzi (sond) fluorescencyjnych do obrazowania
molekularnego. To osiggniecie naukowe zostalo opisane jako seria dziatan w ramach
nastepujacych 4 tematéw :

1. Dostarczenie oryginalnych odkry¢ i ustalen teoretycznych dotyczacych projektowania i
kryteriéw oceny sond w celu wsparcia i poprawy wiarygodno$ci generowania, walidacji i
stosowania narzedzi fluorescencyjnych do badania analitéw bionieorganicznych (na
podstawie publikacji P7 i P8)

2. Zrozumienie i wykorzystanie zaleznoSci struktura-odpowiedz dla sond, grup detekcyjnych
i analitow w kontekscie opracowania narzedzi do wykrywania analitow
bionieorganicznych (publikacje P1 i P2)

3. Wykorzystanie opracowanych przeze mnie strategii do odkrycia, aktywnego rozwoju i
zastosowania sond dla RONS i labilnych form jonéw metali z bardziej wiarygodna
odpowiedzia niezalezng od stezenia sondy (publikacje P3-P6)

4. Kluczowy wktad w stworzenie nowego obszaru badawczego wokoét rozwoju i
wykorzystania sond dwuanalitowych (publikacja P9).

4.C.1 Opracowanie nowych Kkryteriow i podejs¢ do projektowania i walidacji sond
fluorescencyjnych do wykrywania analitow bionieorganicznych w modelach
biologicznych

Sondy fluorescencyjne sktadaja sie zazwyczaj z fluoroforu (czasteczki generujacej wykrywalny
sygnatl) i fragmentu wrazliwego na analit, ktéry moze by¢ cze$cia samego fluoroforu, dotaczonym
bezposrednio lub poprzez tacznik (tzw. linker) (Ryc. 1). Niektére sondy posiadajg takze dodatkowe
elementy (np. drugi fluorofor, wygaszacz - ang. quencher oraz grupe kierujaca sonde do konkretnego
miejsca w modelu komoérkowym - ang. targeting group). Najwiekszg zaletg sond fluorescencyjnych
w poréwnaniu ze znacznikami (emitujacymi zawsze ten sam sygnat) jest to, ze ich wtasciwosci
fluorescencyjne ulegaja zmianie w odpowiedzi na interakcje z analitem, generujac bardziej
jednoznaczny sygnat, ktory jest tatwiejszy do interpretacji.
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Grupa kierujgca/drugi

E : E i E Motyw
' - Fluorofor < Linker - reagujacy na
' ' . H analit

fluorofor

Ryc. 1 Budowa modufowa sondy fluorescencyjnej

Zwiazki bionieorganiczne wystepujgce w organizmach moga by¢ nieuchwytne i trudne do wykrycia,
zwlaszcza ze wzgledu na zalezno$¢ ich aktywnosci od stezenia i specjacji (tzn. formy w jakiej
wystepuja). Dlatego tez badanie ich aktywnos$ci na poziomie komérkowym wymaga sond, ktore
charakteryzuja sie:

1. Wysoka specyficznoscia (swoistoscia) (Ryc. 2, lewy panel) zapewniajacg uwzglednienie
réznorodnosci form analitéw, z ktérych kazda petni inne role biologiczne

2. Odwracalnoscia interakcji (Ryc. 2, prawy panel), aby sprosta¢ wyzwaniu, jakim jest
szybkie przechodzenie analitéw bionieorganicznych miedzy tymi formami

) .B)’
"A ’C‘é . S J) 5) . _C % ._@

Specyficznosé A _ﬁﬁ.- ""_ A Odwracalnos$é

Ryc. 2 Schemat specyficznosci sond fluorescencyjnych w wigzaniu analitow (lewy panel) oraz odwracalnosc interakcji
analit-sonda (prawy panel)

Publikacja P7 zawiera dyskusje na temat trudno$ci w opracowaniu sond i narzedzi
fluorescencyjnych pozwalajacych na jednoczesne sprostanie tym wyzwaniom (specyficzno$¢ a
zmienno$¢ w czasie, odwracalna odpowiedz) na przyktadzie sond do detekcji RONS. Co wazne,
wypracowane wnioski mozna przenie$¢ na sondy dla dowolnych celéw molekularnych. Artykut
wskazuje rowniez na alternatywny sposob przewidywania specyficznosci sond fluorescencyjnych
poprzez analize powigzan pomiedzy reaktywnos$cig chemiczng (mechanizmami reakcji) grupy
reagujacej na analit (tzw. grupy responsywnej) a charakterem chemicznym samego analitu jako
substratu tych reakcji. Praca ta kres$li réwniez powigzania pomiedzy wspomnianym charakterem
chemicznym grupy responsywnej przed i po interakcji z analitem, jej potozeniem w strukturze
sondy, a takze zwigzkiem potozenia z mechanizmem fluorescencji grupy sygnatowej (fluoroforu).
Publikacja P8, 7. kolei, skupia sie na tym, jak osiggna¢ odwracalno$¢, identyfikuje luki w protokotach
walidacyjnych i przedstawia rozwigzania zwiekszajace wiarygodnos$¢ tych proceséw (podrozdziat
4.C.1.3). Z uwagi na fakt, ze oba artykuty oparte sa na gtebokiej analizie dostepnych danych,
prowadzacej do oryginalnych wnioskéw i ustalen, odzwierciedlaja one wyniki nowatorskich i
oryginalnych cho¢ teoretycznych badan, ktére stanowia istotny wktad w poszerzanie wiedzy i
rozwdj obszaru badawczego.

4.C.1.1 Stworzenie kompleksowej listy uniwersalnych kryteriow projektowania, wyboru i
walidacji sond fluorescencyjnych dla analitéw chemicznych w komérkach

W celu zaprojektowania i opracowania bardziej optymalnych sond nadajacych sie do zastosowania
w Dbiologii, zdefiniowatem ulepszong, kompleksowa liste kryteriow projektowania sond
fluorescencyjnych, ktéra obejmuje nastepujace cechy:
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1. Wilasciwosci fluorescencyjne, w szczegélnosci (i) wybér optymalnych drugosci fal
wzbudzenia / emisji, (ii) maksymalna jasnos¢, definiowana jako iloczyn (ila) wspotczynnika
ekstynkcji - €, opisujgcego efektywno$¢ absorpcji Swiatla (energii) oraz (iib) wydajnosci
kwantowej (@ lub QY ) opisujgcej wydajnos¢ emisji energii w postaci $wiatta przez sonde
(tzn. jaka frakcja energii zaabsorbowanej zostata wyemitowana do srodowiska w postaci
Swiatta)

2. Tryby oddzialywania z analitem (kowalencyjny lub niekowalencyjny, odwracalny lub
nieodwracalny), co wymaga odpowiedniej grupy responsywnej i powinno by¢
zaprojektowane w oparciu o wtasciwosci analitu i informacje o tym analicie, ktére chcemy
uzyskac¢ podczas eksperymentow

3. Odpowiedz fluorescencyjna po interakcji z analitami, r6znigca sie rodzajem i wielko$cia
zmiany wiasciwosci fluorescencyjnych: (i) odpowiedz oparta o wzrost (tzw. turn-on) lub
spadek (tzw. turn off) intensywnosci sygnatu oraz (ii) tzw. odpowiedZ ratiometryczna czyli
zmiana stosunku intensywnosci sygnatu przy dwoch lub wiecej dtugos$ciach fali,

4. Specyficznos¢ oddzialywania z interesujgcg nas formg analitu wobec innych jego form,
podobnych analitéw, a takze stabilno$¢ (obojetnos¢) wobec innych chemicznych i fizycznych
elementéw Srodowiska (np. biatek, pH, ale takze polarnosci czy lepkosci),

5. Czulosé¢, ktéra jest konsekwencjg (i) sity/prawdopodobienstwa interakcji pomiedzy
analitem a sonda, (ii) wynikajacego z interakcji rodzaju i wielko$ci zmiany wtasciwosci
fluorescencyjnych oraz (iii) szumu (np. sygnatu tta i interakcji niespecyficznych),

6. Zachowanie sie sondy w srodowisku komérkowym, w tym lokalizacja i lokalne stezenie
sondy w czasie, co jest konsekwencjg wnikania, retencji i stabilno$ci/metabolizmu, oraz
sekrecji,

7. Wplyw sondy na srodowisko komérkowe, ktory dla celéw wizualizacji i monitorowania
powinien by¢ wyeliminowany, zminimalizowany lub mozliwy do precyzyjnego okre$lenia.
Obejmuje on (i) toksyczno$¢ sondy, (ii) toksycznos¢ sygnatu (np. wywotang $wiattem),
mogace powodowac zaréwno ostre, jak i dtugotrwate skutki letalne (tj. Smier¢ komoérek), a
takze bardziej subtelne zmiany w procesach komérkowych, metabolizmie i stanie og6lnym.

4.C.1.2 Powiazanie struktury z reaktywnoscia i odpowiedzia sond fluorescencyjnych na
RONS w celu poprawy selektywnosci

Zrozumienie zaleznos$ci pomiedzy strukturg reagujacych substancji a specyficznoscia reakgcji jest,
wydawac by sie mogto, oczywistym kluczem do poprawy wiarygodnosci sond fluorescencyjnych.
Wiekszo$¢ istniejacych prac przegladowych klasyfikuje sondy fluorescencyjne dla RONS wedtug
typu uzytych fluoroforéw lub analitu, ktéry majag wykrywaé, co nie zapewnilo jeszcze jasnego
zrozumienia, jak osiggna¢ specyficznos¢ detekcji. Nasza praca (publikacja P7) przeformutowata to
pytanie analizujac RONS przez pryzmat mozliwych reakcji chemicznych, ktérym moga one ulega¢
oraz struktur potencjalnych motywdw responsywnych, ktére sa podatne na te reakcje. Na tej
podstawie w unikalny spos6éb wskazaliSmy takze najbardziej prawdopodobne niespecyficzne
interakcje istniejacych sond i zaproponowalismy strategie, ktéra pomoze naukowcom w przysztosci
zidentyfikowac i unikng¢ potencjalnych niespecyficznych odpowiedzi.

Po dogtebnej analizie wynikéw uzyskanych z badan z wykorzystaniem znanych sond potwierdzitem,
ze najlepszym predyktorem specyficznosci sondy jest zgodno$¢ mechanizmu reakcji analitu
i reaktywnos$ci chemicznej grupy responsywnej sondy. W szczego6lnosci, zdefiniowatem cztery
typy transformacji (reakcji) chemicznych, ktérym najczesciej podlegaja sondy fluorescencyjne do
wykrywania RONS. Grupy te r6znia sie od siebie, natomiast sondy wewnatrz danej grupy wykazuja
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podobne zalety i podlegaja podobnym ograniczeniom w zakresie ich specyficznosci.
Zidentyfikowatem takze luki w wiedzy i zaproponowatem ulepszenia walidacji eksperymentalnej
tych grup sond:

1. Utlenianie rodnikowe - bardzo czula reakcja, ktéra jednak jest relatywne niespecyficzna,
szczeg6lnie w obecnosci innych rodnikéw (np. H202, 02*-, *OH, *OtBu, ONOO- ) i prowadzi do
wielu reakcji ubocznych, jak ro6wniez moze sama generowac¢ nowe rodniki. Przyktady sond
obejmuja dichlorofluoresceine (DCFH) i dihydroetydyne (DHE) oraz sondy oparte na
rodnikach nitroksylowych.2-5

2. Oksydacyjne przemiany nukleofilowe - oparte na dostrojeniu grupy elektrofilowej na
fluoroforze, sa podatne na interferencje z innymi nukleofilowymi RONS (H202, ONOO- i 02*)
oraz innymi nukleofilami (np. glutation, lizyny itp.). Przyktadem s3 sondy oparte na
boronianach.6-9

3. Elektrofilowe utlenianie nierodnikowe - oparte na RONS pelnigcym role elektrofila (np.- OCI ze
sktonnoscia do reakcji z wolnymi elektronami siarki, NO z elektronami azotu i nadtlenoazotyn
z pier$cieniami aromatycznymi). Cechuja sie wysoka specyficzno$cia w stosunku do
wybranego RONS a nie innych RONS, ale moga generowac rodniki i czesto s3 niedostatecznie
przebadane w kontekscie potencjalnych reakcji z innymi elektrofilami i rodnikami.10-14

4. Interakcje oparte na jonach metali - ta strategia (wykorzystania komplekséw jonéw metali)
otwiera mozliwosci wykorzystania szerszego zakresu cech do rozrézniania analitéw
(reaktywnos¢, geometria, tadunek i potencjat redoks - podobnie jak w przypadku sond redoks
opartych na biatkach); jak dotad istniejg tylko nieliczne przyktady takich narzedzils1s.

Wiekszo$¢ sond opartych na selektywnos$ci wzgledem jednego RONS jest nieodwracalnie
modyfikowana przez analit. Nieliczne przyktady sond do detekcji RONS taczacych specyficznos¢ jak
i odwracalno$¢ jest w duzej mierze inspirowana miejscami aktywnymi enzyméw redoks.
Wykorzystuja one selen jako centrum reaktywne, ktére dzieki zastosowaniu odpowiednich
podstawnikéw moze ulega¢ specyficznemu utlenianiu tylko przez wybrany RONS, np. ONOO-, H20;
lub -OCl i jest redukowane przez glutation lub inne tiole, umozliwiajac badanie odwracalnych zmian
redoks przez odwracalng odpowiedz fluorescencyjng. Brak jest jednak protokotéw walidacyjnych
do okreslania specyficznosci tych sond in cellulo. W zwigzku z tym, Ze tworzenie pojedynczych sond,
ktére sg zarazem odwracalne i specyficzne pozostaje duzym wyzwaniem, alternatywa moze by¢
jednoczesne uzycie jednej specyficznej i jednej odwracalnej sondy o komplementarnych
wtasciwosciach fluorescencyjnych (np. nienaktadajacych sie dtugosciach fal emisji). Alternatywnie,
zaproponowaliSmy po raz pierwszy powigzanie dwdch sond (odwracalnych i specyficznych) ze
sobg, aby zapewni¢ wspdlng lokalizacje i te sama stabilno$¢ metaboliczng - koncepcja, ktorg dalej
rozwineliSmy i opisaliSmy w publikacji P9, om6wionej w ostatnim podrozdziale opisu osiggniecia
(rozdziat 4.C.4).

Podsumowujac, w tej pracy (publikacja P7) wykazatem, jak wazne jest zrozumienie chemicznych
determinantéw reaktywnoSci grupy responsywnej i analitbw w celu zapewnienia specyficznosci.
Umozliwia to okre$lenie klas zwigzkéw, ktére mogtyby by¢ najbardziej prawdopodobnymi
interferentami w modelach biologicznych, a tym samym pozwala na bardziej wiarygodna walidacje
sond.
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4.C.1.3 Okreslenie wymagan dotyczacych projektowania i walidacji odwracalnych sond
fluorescencyjnych dla analitow bionieorganicznych

Jak wspomniano powyzej, w celu bardziej niezawodnego monitorowania zmian w poziomach i
lokalizacji analitow bionieorganicznych w czasie, preferowane sa sondy fluorescencyjne, ktére
reagujg odwracalnie na obecno$¢ lub brak analitu. Mozna to osiggna¢ poprzez skorelowanie zmian
fluorescencji z niekowalencyjnym oddziatywaniem analitu z sonda lub z reakcja, ktéra
zrywa/tworzy wigzania kowalencyjne (Ryc. 3) przy zatozeniu, Ze nie prowadzi ona do fragmentacji
sond (wéwczas oddyfundowanie fragmentow od siebie w praktyce uniemozliwia reakcje odwrotna).

W przypadku sond, ktére wykrywajg jony metali przej$Sciowych, zwykle mamy do czynienia z
niekowalencyjnym oddziatywaniem analitu z sonda. Wynika to przede wszystkim z unikatowego
charakteru jonédw metali, a w szczego6lnosci z duzej, ale zréznicowanej gestosci tadunku jonow metali
oraz ich wewnetrznie zréznicowanej preferencji dla okreslonych geometrii wigzania i typéw
ligandéw. Pozwolito to na wykorzystanie wysoce specyficznych, wielokleszczowych ligandéw jako
motywow wigzacych, Kktére dziatajg nawet w wysoce kompetycyjnych $rodowiskach
Wodnych_17,18,19—21

W przypadku RONS, ze wzgledu na ich wysokg reaktywnos$¢ i mniejsza réznice tadunkéw, sondy
zazwyczaj dziatajg poprzez odwracalng reakcje chemiczna, ktorej efektem jest zmiana fluorescencji.
Taka interakcja prowadzi jednak do zuzycia czasteczki analitu (RONS) i wymaga obecnoSci innego
analitu lub uktadu wewnetrznego o przeciwnej aktywnos$ci (np. substancji redukujgcych), aby
zregenerowaé sonde do poprzedniego stanu, zanim bedzie ona mogta ponownie wykry¢ analit.
Stwarza to wyzwania w projektowaniu odwracalnych sond fluorescencyjnych dla RONS i pomimo
zapotrzebowania na te narzedzia, brak bylo dedykowanych opracowan teoretycznych i
przegladowych wspomagajgcych zrozumienie zalezno$ci pomiedzy strukturg a odwracalnoscia.

Aspekty istotne przy projektowaniu odwracalnych sond na RONS: nasza strategia
projektowania takich sond opiera sie na dopasowaniu charakteru chemicznego i reaktywno$ci
grupy responsywnej (ktéra musi by¢ odwracalnie modyfikowana przez analit) do mechanizmu
generujacego zmiany fluorescencji. To z kolei wymaga gtebokiego zrozumienia, jak struktura grupy
responsywnej determinuje oddziatywanie z analitem i jak wplywa na fluorescencje
fluoroforu/grupy sygnatowej. W tym celu przeanalizowali$my opublikowane odwracalne sondy
fluorescencyjne dla RONS z dwdch perspektyw:

1. Mechanizmoéw przez ktére odwracalne oddziatywanie analit-grupa responsywna wptywa na
zmiane sygnatu fluorescencyjnego (publikacja P7). Wskazali$my tu trzy typy interakc;ji:
a) Analit reaguje bezposrednio z chromoforem prowadzac do jego zniszczenia/utworzenia
(np. reakcja z fluoresceing, rodaming, flawing lub nikotynamidem)?22-26 - Ryc. 3A
b) Indukowana analitem modulacja zdolnosci przenoszenia energii/elektronéw (np. w
mechanizmie PeT / ICT) przez grupe responsywna sond wptywajaca na fluorescencje
(np. z rodnikiem nitroksylowym lub czgsteczkami chinonopodobnymi)27.28 - Ryc. 3B
¢) Indukowane przez analit zmiany odleglo$ci pomiedzy fluoroforem a wygaszaczem /
wzmacniaczem (np. poprzez tworzenie / niszczenie mostkéw disulfidowych)29 - Ryc. 3C
2. Struktury chemicznej i charakteru grup reaktywnych odpowiedzialnych za odwracalng
reakcje z analitem (publikacja P8) (rodniki nitroksylowe, chinony, dichalcogenidy i
chalcogenoksydy, nikotynamidy i flawiny)
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A. Wykrywanie oparte na reakgcji B. Wykrywanie oparte na interakcji C. Wykrywanie oparte na zmianie
niekowalencyjnej potozenia w przestrzeni
(4] O
H — -

— —

(4]
Analit |G P k—:@: ¢ > £nhancer
feeet Analt = Analit (A)

Ryc. 3 Schematyczne przedstawienie mechanizmow pozwalajgcych na przetozenie odwracalnej interakcji analit-
sonda na wykrywalny sygnat

Aspekty istotne w walidacji sond: Chociaz wszystkie wspomniane wyZej motywy responsywne i
mechanizmy mogtyby by¢ wykorzystane do projektowania odwracalnych sond fluorescencyjnych
dla RONS, poréwnanie ich potencjatu jest utrudnione przez rozbieznosci w opublikowanych
protokotach walidacji tych sond. W wielu badaniach brakowato oceny odwracalnosci, czutosci
biologicznej lub biokompatybilnoSci na wielu poziomach, co utrudnialo ich wiarygodne
wykorzystanie w biologii. Z tego powodu w opisywanej pracy (publikacja P8) przedstawiliSmy
wytyczne dotyczace kompleksowej walidacji dziatania sond odwracalnych, w celu potwierdzania ich
niezawodno$¢ w eksperymentach biologicznych. W szczegblnos$ci, w poréwnaniu z innymi
rodzajami sond, walidacja ich odwracalno$ci wymaga wziecia pod uwage dodatkowych elementéw
takich jak:

a) czas reakcji - wystarczajaco krotki, aby monitorowac szybkie zmiany stezenia w czasie
rzeczywistym,;

b) odwracalnos¢ i stabilno$¢ po wielu cyklach (niskie zmeczenie systemu);

c¢) mozliwo$¢ dostosowania sity wigzania i czutosci sond na analit do zakresu fizjologicznie
i/lub patologicznie istotnych stezenn analitow, (np. poprzez pomiar tych zakreséw
alternatywnymi technikami);

d) opracowanie uniwersalnych protokotéw i analiz z wykorzystaniem sond poza mikroskopia
(np. zbadanie kompatybilnosci sondy z cytometrig przeptywowa lub miniaturyzacja do
formatu ptytek wielodotkowych a nawet automatyzacjg).

4.C.1.4 Podsumowanie (publikacje P7 i P8)

Wyzej opisana praca pokazuje méj znaczacy wktad w teorie i koncepcje projektowania i walidacji
sond fluorescencyjnych dla analitéw bionieorganicznych w komoérkach, umozliwiajac opracowanie
bardziej niezawodnych narzedzi. W publikacji H7 poprawitem zrozumienie zalezno$ci pomiedzy
strukturg, reaktywnoSscia i odpowiedzia fluorescencyjna, ustanawiajac Sciste kryteria projektowania
wysoce specyficznych sond dla RONS. Nastepnie w publikacji H8 opracowatem i opisatem szereg
uwarunkowan niezbednych do projektowania odwracalnych sond oraz protokotéw walidacji tych
narzedzi w celu maksymalizacji ich niezawodnos$ci. Nalezy zauwazy¢, ze chociaz manuskrypty
przedstawione w tej sekcji maja cechy prac przegladowych, moja praca miata charakter oryginalny
a nie odtworczy i obejmowata prace teoretyczne tj. metaanalizy prowadzace do nowych wnioskow,
ktdre znaczaco wptywajg na sposob, w jaki sondy fluorescencyjne sg wykorzystywane w badaniach
biologicznych poprawiajgc ich wiarygodnos¢.
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4.C.2 Wykorzystanie zaleznoS$ci struktura-reaktywnos¢-odpowiedz fluorescencyjna
do opracowania specyficznych sond dla analitow bionieorganicznych

W tej czesci opisze moje wysitki zmierzajace do zastosowania teoretycznych ustalen i wnioskow
opisanych w punkcie 4.A.2 do zbadania, jak mozna manipulowac strukturg chemiczng i
reaktywno$cia grupy sygnatowej i grupy responsywnej w celu opracowania wysoce specyficznych
sond do detekcji RONS i jonéw metali.

4.C.2.1 Sondy na redoks oparte na nikotynamidach

Publikacja P1 bada zwigzek miedzy strukturg a reaktywnos$cia, na przyktadzie nikotynamidu -
grupy responsywnej, dotaczonej do fluoroforu na bazie kumaryny petnigcego role grupy sygnatowe;j.
Méj wktad w te prace otworzyt droge do zaprojektowania i rozwoju redoks-aktywnej sondy opartej
na nikotynamidzie.

Flawina (np. kofaktor FAD) i nikotynamid (cze$¢ dinukleotydu (fosforanu) nikotynamidu
adeninowego - NAD(P)* i jego zredukowanej formy - NAD(P)H - Ryc. 4) to dwa koenzymy
posredniczace w przemianach redoks w zywych komérkach. Sa one réwniez fluorescencyjne w
jednej z form redoks, co pozwala na wykorzystanie zmian ich fluorescencji jako wskaZnika
wewnatrzkomoérkowego stanu redoks.30-33 Podczas gdy jedna cze$¢ zespotu badawczego, w ktérym
pracowatem przy realizacji tego zadania tworzyta fluorescencyjne sondy redoks oparte o flawine,
moja praca koncentrowata sie na zrozumieniu zwigzku pomiedzy strukturg i reaktywnoscig redoks-
aktywnej grupy nikotynamidu (publikacja P1) w celu dostarczenia wiedzy do rozwoju sond
reagujacych na zmiany redoks w biologii.

FMNH, (FADH,)
A) H oo HHO B) O H 9
) N N red N
p /@ NH2 red / / NH2 N NH NH
o < N N~ "N” O oX N~ "N” ~O
ox - |
R OH R H
O HO OH H,N NAD(P)H Ho” ~~OH HoN
2
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) 2 [ NN
0 . L

ole ]
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¢

7

o
:'IU—

o

o]
e
P4

R = H (NAD*)

HO OR R=OP(0)O (NADP) FMN

Ryc. 4 (A) Struktury dwoch wewngtrzkomdrkowych | odwracalnych par redoks zawierajgcych motyw
nikotynamidowy (NAD*/NADH and NADP+/NADPH) (B) Struktury dwdch wewngtrzkomdrkowych i odwracalnych par
redoks zawierajgcych motyw flawinowy (FMN/FMNH, and FAD/FADH.). Niebieski — motywy redoks-aktywne,
czerwony — zredukowane fragmenty tych motywow.

Aby umozliwi¢ rozréznienie endogennej fluorescencji NAD(P)+ i fluorescencji sond opartych na
nikotynamidzie, motyw nikotynamidu jako element reagujacy na redoks, zostat wiaczony w
strukture fluoroforu kumarynowego, ktory dziatatby jako fluorescencyjny reporter. W tym celu
zoptymalizowatem reakcje sprzezenia grupy 7-aminowej kumaryny z m-amidopirydynq (powstanie
grupy nikotynamidowej) i oczyszczania zwigzku NCR1 (Ryc. 5), ktdry jest oparty na kumarynie 120.
Zsyntetyzowatem réwniez i oczy$citem po raz pierwszy sonde NCR2 oparta na kumarynie 151 w
celu zbadania wptywu podstawnikéw na reaktywnos$¢ redoks i wtasciwosci fluorescencyjne sond
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nikotynamidowo-kumarynowych. Maksima wzbudzenia NCR1 i NCR2 byty przesuniete w kierunku
niebieskim w poréwnaniu z macierzystymi kumarynami, przy czym maksimum wzbudzenia w
przypadku NCR2 znajdowato sie przy dtuzszej fali (374 nm), co umozliwiato wzbudzenie bez uzycia
promieniowania UV, a tym samym czynito te sonde bardziej biokompatybilng w poréwnaniu z NCR1.
Poniewaz oba zwigzki zostaly wyizolowane w postaci utlenionej, w ktérej nikotynamid nie powinien
wykazywac¢ fluorescencji, ich emisja w tych warunkach moze by¢ przypisana do reszty
kumarynowej. Badanie elektrochemiczne wykazato, ze NCR2 ulega pojedynczemu etapowi
utleniania o wiekszej amplitudzie i przy innym potencjale niz NCR1, ktéry wykazywat dwuetapowy
proces utleniania. Co wazne, ekspozycja na czynnik redukujacy (ditionian(IlI) sodu) w przypadku
obu sond prowadzita do spadku intensywnosci fluorescencji, ktéry nie mégt by¢ odwrécony po
dodaniu nadtlenku wodoru. Brak odwracalno$ci redukcji mozna ttumaczy¢ obecnoscia wielu
procesow redukcyjnych widocznych w cyklicznym woltamperogramie obu sond.

| A) Oy_NH, O«_NH, it B) 0 _NH, R=H (NNpR1)

i E R = NHnBu (NNpR2)
| Xy NCR1 Xy NCR2 : =

5 _N 0._0 | _N 0_0O: N

: ® !

5 _ P

5 CHs CF3 !

Ryc. 5 (A) Pierwsza generacja koniugatow nikotynamidu i kumaryny (NCR1 i NCR2) przygotowanych i
scharakteryzowanych przeze mnie w tej pracy oraz (B) druga generacja koniugatéw nikotynamidu z naftalimidem
(NNpR1iNNpR2) zaprojektowane i opracowane na podstawie wnioskow wyciggnietych z mojej analizy zachowania
sond pierwszej generacji. Na niebiesko — redoks-aktywny podstawnik nikotynamidowy, na czerwono — podstawniki
decydujgce o wtasciwosciach fluorescencyjnych i potencjale redoks sond pierwszej generacji.

Réznice w zachowaniu redoks i wtasciwosciach fluorescencyjnych NCR1 i NCR2 pokazujg mozliwos¢
dostrojenia wlasciwo$ci koniugatéw nikotynamid-kumaryna poprzez zmiane charakteru
donorowo-akceptorowego podstawnikéw w pozycji 4 reszty kumarynowej. Zrozumienie zalezno$ci
pomiedzy charakterem i wzglednym potozeniem podstawnika na rusztowaniu fluorescencyjnym w
odniesieniu do potozenia motywu nikotynamidowego (reagujacego z analitem) pozwolilo na
zaprojektowanie bardziej biokompatybilnej sondy opartej na czasteczce naftalimidu przez
skonjugowanie jej w odpowiednim miejscu z nikotynamidem. Nowa sonda (NNpR1) zostata
nastepnie z powodzeniem przygotowana i wykorzystana do wykrywania hipoksji w linii
komorkowej nowotworu ptuc, A549. Dodatkowo, dominacja fluorescencji charakterystycznej dla
kumaryny czy naftalimidu nad fluorescencja nikotynamidu w tych sondach pozwala na bardziej
wiarygodne odroéznienie sond opartych o nikotynamid od jego endogennej fluorescencji
wewnatrzkomorkowej.35

4.C.2.2 Opracowanie sondy fluorescencyjnej do wykrywania jednej z form komplekséw
metali na bazie kompleksow platyny o potencjale terapeutycznym

Terapeutyczne kompleksy oparte na platynie (Pt), takie jak cisplatyna i transplatyna, sg przyktadem
waznych, ale trudnych do monitorowania komplekséw metali o znaczeniu biologicznym. Ze wzgledu
na szeroko obserwowany wptyw geometrii i charakteru chemicznego ligandéw na zmieniajacg sie
dynamicznie bioaktywno$¢ komplekséw Pt, monitorowanie form tych zwigzkéw, w ktérych
wystepuja one w systemach biologicznych (Ryc. 6) jest kluczowe dla zrozumienia ich losu
biologicznego, mechanizmu dziatania i ewentualnych reakcji ubocznych jakim podlegaja, co z kolei
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otworzy droge do przewidywania ich potencjatu terapeutycznego i projektowania, lepszych,
bardziej efektywnych i pozbawionych efektéw ubocznych lekéw przeciwnowotworowych a nawet
lekéw na inne schorzenia.

bi-functional rmono-functional non-functional
1

transplatinates

... HetAr
Py

Ryc. 6 Schematyczne przedstawienie kompleksow na bazie platyny(ll)i ich form metabolicznych (monofunkcyjnych i
niefunkcyjnych). Na niebiesko - rodzaj i forma kompleksow platyny wykrywalnych przez sonde opracowanqg w
ramach mojego osiggniecia habilitacyjnego. W prostokgtach przerywang liniq - formy kompleksow platyny
wykrywalne przez sondy opracowane i opublikowane w innym miejscu. HetAr - podstawniki heteroarylowe, Pt - jon
Pt(11).

W niniejszej pracy (publikacja P2) postawiliSmy sobie za cel opracowanie wysoce niezawodnych
sond fluorescencyjnych wrazliwych na Pt poprzez osiagniecie niezwykle wysokiej specyficznosci.
Projektowanie specyficznych sond dla réznych form komplekséw platyny pozostaje duzym
wyzwaniem; w rzeczywisto$ci przed opublikowaniem naszej pracy byty znane tylko dwa takie
sondy (Ryc. 7A - Rho-DDTC3¢ dla cisplatyny i pochodnych, FDCPt137 dla komplekséw platyny(1I) z
pojedynczym labilnym ligandem), a od tego czasu opracowano jedynie dwa nowe warianty sond
Rho-DDTC ale takze dla cisplatyny autorstwa tej samej grupy badawczej.3839

4o, HetAr
H3N'PtY“,
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Ryc. 7 Struktury specyficznych sond fluorescencyjnych dla komplekséw metali platyny (1) A) wczesniej opublikowana
wrazliwa na cisplatyne Rho-DDTC?® i FDCPt1®” wrazliwy na monofunkcyjne kompleksy platyny(ll) B) sonda
opracowana przeze mnie i wspotpracownikdow (publikacja P2) wraz z mechanizmem odpowiedzi sondy na analit —
kompleks platyny. Motywy responsywne specyficzne dla komplekséw platyny na niebiesko. Na zielono specyficzny
motyw odpowiedzialny za selektywnosc¢ wobec heteroarylowych analogow transplatyny.

Rho-DDTC FDCPtL RPt1
(Montagner et al, 2013) (Shen et al 2015) (Kolanowski et al 2018)

W rozdziale 4.C.1.1 opisatem, jak wazne jest zrozumienie, jak poszczeg6lne elementy strukturalne
reagentdw wplywaja na ich podatno$¢ na okreslony typ oddzialywan i jak to sie wigze ze
specyficznoscia. Jak wynika z analizy struktur opublikowanych sond, motywy wigzania kompleksow
Pt(II) charakteryzuja sie duza liczbg tzw. "miekkich" ligandéw (w szczegd6lnosci atomoéw siarki) i
naprezong geometrig. Bioragc pod uwage te informacje i charakterystyke oddziatywan
niekowalencyjnych sond z Pt(Il), wprowadziliSmy hydrofobowy podstawnik arylowy do motywu
responsywnego FDCPt1 i skoniugowaliSmy go z rodaming pelnigca role grupy sygnatowej w celu
uzyskania lepszych parametréw fluorescencyjnych, co doprowadzito do opracowania RPt1 (Ryc.
7B).
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Badania przesiewowe odpowiedzi fluorescencyjnej RPt1 na obecnos$¢ szeregu komplekséw Pt(II)
wykazaty specyficzng odpowiedz (wzrost fluorescencji) wytgcznie na analogi transplatyny
zawierajace czasteczki heteroaromatyczne (PytrPt, QtrPt i AzalntrPt - Ryc. 8 A i B). Jest to
konsekwencja przesuniecia réwnowagi w kierunku otwartej, fluorescencyjnej formy sondy po
zwigzaniu z kompleksem platyny (prawa struktura, Ryc. 7B). OdpowiedZ wystepuje w
fizjologicznym pH w roztworze wodnym, co sugeruje, ze interakcja miedzy sondg a analitem jest
wystarczajaco silna, aby przetrwac¢ takze w Srodowisku wewngtrzkomoérkowym. Co ciekawe,
pomimo duzego podobienstwa motywu responsywnego w sondzie RPt1 do motywu FDCPt1 (Ryc.
7A na niebiesko), nie zaobserwowaliSmy Zadnej odpowiedzi ze strony monofunkcyjnych
komplekséw platyny. Ta specyficznos$¢, jak wspomnialem wyzej, moze wynika¢ z obecnoSci
podstawnika fenylowego w poblizu atomu siarki, blokujacego niespecyficzne wigzanie poprzez
zwiekszenie zawady sterycznej i jednocze$nie stabilizujace oddziatywanie typu pi-pi pomiedzy
grupg fenylowa i heteroaromatycznym ligandem kompleksu Pt. Dodatkowe testy szerokiego
zakresu analitow wykazaty, ze sonda jest wrazliwa na jony rteci i srebra, ale poniewaz metale te nie
wystepuja endogennie w Srodowisku biologicznym, nie powinno to przeszkadza¢ w jej praktycznym
wykorzystaniu.

4.C.2.3 Opracowanie testu fluorescencyjnego opartego na RPtl do oceny stabilnosci
metabolicznej terapeutykéw arylowo-transplatynowych

Majac do dyspozycji RPt1, opracowatem szybki i wiarygodny test in vitro do oceny stabilno$ci
metabolicznej kompleksow transplatyny zawierajacych podstawnik arylowy. W tym celu
preinkubowatem kompleksy pirydyna-transplatyna i chinolina-transplatyna z glutationem (GSH) w
fizjologicznym pH w stosunku 1:1 (50 puM), a nastepnie dodatem RPtl. Spadek intensywnosci
fluorescencji w poréwnaniu do czasu zero (bez preinkubacji kompleksu Pt z GSH) wskazuje na
nizszy poziom dwufunkcyjnej formy kompleksu transplatyny, co koreluje z sekwestracjg kompleksu
Pt przez glutation. Ponadto kompleks chinolina-transplatyna wykazywal mniejsza oporno$¢ na
glutation w poréwnaniu z kompleksem pirydyna-transplatyna. Co wiecej, efekt ten zalezy nie tylko
od czasu preinkubacji, ale takze od stezenia glutationu, przy czym glutation w stezeniu 2 mM niemal
catkowicie sekwestruje kompleks PytrPt przy stezeniu 50 uM w ciggu 1 h.
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Ryc. 8 Podsumowanie odpowied:zi fluorescencyjnej RPt1 (50 ptM) na obecnosc¢ kompleksdw platyny (znormalizowana
zintegrowana intensywnos¢ fluorescencji emisji przy 582-586 nm dla Aexc= 540 nm (A), 555 nm — (B i C) w buforze
HEPES (20 mM, pH 7.4, 1% DMF), A) znormalizowana intensywnos¢ fluorescencji w obecnosci 1 ekwiwalentu o
kompleksow platyny i ich struktury (na niebiesko — struktury kompleksow indukujgcych odpowiedz sondy RPt1). B)
fluorescencja RPt1 po ekspozycji na trans-Pt-pirydyne (PytrPt, czarny) i trans-Pt-Quinoline (QtrPt, szary) przed (0
min) i po preinkubacji kompleksow Pt z 1 ekwiwalentem glutationu, C) fluorescencja RPt1 po ekspozycji na trans-Pt-
pirydyne preinkubowanqg z 0, 1, 2 i 20 ekwiwalentu glutationu (odpowiednio od czarnego do jasnoszarego) przez
wskazany czas. Zaadoptowane z publikacji P2.

4.C.2.4 Podsumowanie (publikacje P1iP2)

Powyzsza sekcja opisuje moj wktad w projektowanie i walidacje sond fluorescencyjnych, a takze
badanie zaleznosci struktura-reaktywno$¢-specyficzno$¢ grup responsywnych w celu opracowania
bardziej specyficznych sond. W publikacji P1 pokazatem jak zrozumienie zaleznoSci struktura-
reaktywnos$¢-odpowiedZ fluorescencyjna, na przyktadzie konjugatéw nikotynamidu i kumaryny
moze wspiera¢ projektowanie bardziej niezawodnych sond dla stanu redoks. Nastepnie, w
publikacji P2 opracowatem wysoce specyficzng sonde RPt1 i test fluorescencyjny oparty na RPt1,
kompatybilny ze zminiaturyzowanym formatem mikroptytek, ktéry moze by¢ zastosowany do
szybkiej i wiarygodnej oceny wewngatrzkomoérkowej stabilno$ci komplekséw typu transplatyna z
podstawnikami heteroarylowymi o potencjale terapeutycznym lub biologicznym.

4.C.3 Projektowanie i stosowanie niezawodnych sond do wiarygodnej detekcji
bionieorganicznych analitow w kontekscie biologicznym

Ta cze$¢ opisuje mojg prace nad rozwojem i zastosowaniem narzedzi fluorescencyjnych do
wykrywania istotnych analitéw bionieorganicznych w modelach komoérkowych ze zwiekszona
wiarygodnoscia. Moje wysitki skupity sie zaréwno na opracowaniu wysoce specyficznych sond
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fluorescencyjnych, jak i na optymalizacji procesow zbierania i analizy danych w celu maksymalizacji
wiarygodnosci odpowiedzi w badaniach biologicznych.

4.C.3.1 Rozwoéj tzw. ratiometrycznych sond fluorescencyjnych do wykrywania labilnych
form jonéw metali przej$Sciowych

4.C.3.1.1 Odpowiedz ratiometryczna zwieksza niezawodnos¢ wykrywania

Jak wspomniano w podrozdziale 4.C.1, anality moga wywolywa¢ rézne tryby odpowiedzi sond.
Wynikajaca z tego zmiana moze by¢ wzrostem lub spadkiem intensywnosci emisji (dla sond
opartych na intensywnosci) lub zmiang koloru emisji (tzw. odpowiedz ratiometryczna) (Ryc. 9).
Chociaz wiekszo$¢ opublikowanych sond jest oparta na zmianie intensywnoSci, to ich wada jest
zaleznos¢ intensywnosci fluorescencji nie tylko od stezenia analitu, ale takze od stezenia, lokalizacji
i metabolizmu samych sond. Sondy ratiometryczne pozwalajg na pomiar obecnosci analitu na
podstawie zmian w stosunku intensywnosci fluorescencji przy dwoéch réznych dtugosciach fali.
Stosunek ten jest niezalezny od stezenia i lokalizacji sondy. Sondy ratiometryczne sg zatem znacznie
bardziej niezawodne i preferowane w przypadku badan w ztozonych modelach biologicznych, ale
ich opracowanie stanowi wieksze wyzwanie.

A. Sondy oparte na zmianie intensywnosci B. Sondy oparte na odpowiedzi ratiometrycznej

—_ A || LA LA

(4] — (4] ,

Analyte Analyte

Ryc. 9 Schemat sond A. opartych o intensywnosc (turn on - wiqcz lub turn off - wytqcz) i B. ratiometrycznych

Sondy ratiometryczne moga by¢ skonstruowane na wiele sposobéw, w tym z wykorzystaniem
reportera fluorescencyjnego, ktéry inherentnie reaguje zmiang dtugosci fali emisji (tzn. zmiana
koloru emisji) lub poprzez potaczenie dwoéch fluoroforé6w - jednego reportera opartego na
intensywnosci z drugim, ktéry emituje stabilny sygnat niezaleznie od sSrodowiska/analitu. W mojej
pracy wykorzystywatem przede wszystkim te druga strategie, aby zaprojektowaé i opracowacd
niezawodne sondy do wykrywania wybranych labilnych form jondéw metali przejSciowych w
biologii.

Nalezy zauwazy¢, ze cho¢ jony metali istniejg w dwdch gtéwnych pulach w komérkach (zwigzane z
biatkami i labilne), uwazamy, zZe to pula labilna (dynamicznie wigzana i dysocjujgca) jest krytyczna
dla proceséw sygnatowych, utrzymania homeostazy metali i dostarczania jonéw metali do
metaloenzymoéw. Istniejg metody pomiaru catkowitej puli metali (labilne + zwigzane), np. ICP-MS,
jednak zazwyczaj wymagaja one zniszczenia probki. Dlatego tez fluorescencyjne sondy
ratiometryczne omawiane w tym rozdziale sg ukierunkowane na detekcje labilnych form metali,
ktére majg kluczowe znaczenie w poznawaniu procesow patologicznych.

Ponizej przedstawiam przyktady moich wysitkéw zmierzajgcych do wykorzystania koncepcji
ratiometryczno$ci w celu poprawy detekcji labilnych jonéw dwdch najczesciej wystepujacych
biologicznie redoks-aktywnych jondw metali przejSciowych: zelaza i miedzi. W szczegdlnosci
opracowali$my i wykorzystywaliSmy sondy odwracalne, aby umozliwi¢ badanie labilnych form
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zelaza (LIP, ang. labile iron pools) i labilnych form miedzi (LCP, ang. labile copper pools) z
rozdzielczoécig przestrzenng i czasowa. Zelazo i miedZ pelnig bardzo réznorodne funkcje w
komoérkach i sg prawdopodobnie jednymi z najtrudniejszych do wykrycia analitbw co wzmacnia
istotno$¢ moich badan i wynikéw opisywanych w ramach tego osiggniecia.

4.C.3.1.2 Opracowanie ratiometrycznego wariantu sondy Calcein-AM dla labilnych form jondéw
zelaza(ll) w ztozonych modelach biologicznych (publikacja P3)

Pula labilnych form jonéw zelaza (LIP) w postaci zelaza(1I) jest $ci$le kontrolowana, poniewaz moze
uczestniczy¢ w reakcjach Fentona generujac reaktywne formy tlenu. LIP jest zatem swoistym
parametrem diagnostycznym homeostazy zelaza i moze wskazywac¢ lub powodowaé réznorodne
patologie, w tym neurodegeneracje,*® zapalenia,! choroby sercowo-naczyniowe*? i nowotwory.4344
Dostepnos$¢ zelaza jest rOwniez zwigzana ze wzrostem i rozprzestrzenianiem sie mikroorganizmow,
dlatego jego sekwestracja jest podej$ciem terapeutycznym w leczeniu infekcji.4546

Calcein-AM byt pierwsza szeroko stosowang sondg fluorescencyjna do detekc;ji
LIP, dziatajacg przez wygaszanie intensywnosci fluorescencji fluoresceiny w
obecnosci odwracalnie wigzanych jonéw Fe(Il) (typu turn-off). Jednym z
kluczowych probleméw w stosowaniu Calcein-AM jest fakt, ze brak
fluorescencji moze oznaczac zaréwno wysokie stezenie analitu wygaszajacego
fluorescencje jak i niskie stezenie lub nawet rozktad sondy. Jest to widoczne np.
na Ryc. 10 przedstawiajacej zdjecie sferoidu nowotworowego wybarwionego
Calcein-AM, na ktérym nie mozna okresli¢, czy brak sygnatu fluorescencji w Ryc. 10 Obraz przekroju
centrum sferoidu jest spowodowany brakiem wnikania sondy czy duza ilo$cia poprzecznego spheoridu
Fe(ID). komdrek DLD-1
eksponowanych na
Aby rozwigza¢ ten problem, opracowaliSmy bardziej wiarygodng, Calcein-AM.
ratiometryczng sonde na Fe(Il) oparty na strukturze Calcein-AM (publikacja Zoadoptowano z
P3). Do fluoresceinowego rdzenia Calcein-AM dotaczyliSmy niewrazliwa na publikacji P3.
metal aminokumaryne, tworzac FICFel’, sonde, ktéra reaguje na obecno$¢
Fe(I) zmianami intensywnos$ci przy dwdch diugosciach fali. Dekonwolucja widm fluorescencji
FICFel’ w obecnosci Fe(Il) potwierdza brak zmiany emisji fluorescencji kumaryny z jednoczesnym
zmniejszeniem intensywnos$ci fluorescencji fluoresceiny (Ryc. 11). To oznacza, ze obliczony
stosunek dwéch pikéw emisyjnych moze by¢ uzyty do wiarygodnej identyfikacji i badania Fe(II).
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Ryc. 11 Struktura i schemat ratiometrycznej odpowiedzi fluorescencyjnej sondy FICFe1’ opartego na Calcein-AM oraz
zmiana emisji fluorescencji sondy w obecnosci zelaza (panel po prawej).

Do zastosowan komdrkowych przygotowaliSmy wariant sondy FICFel', zawierajacy grupy estru
acetoksymetylowego FICFel, ktory jest analogiczny do Calcein-AM. Ekspozycja linii komorkowe;j
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gruczolakoraka jelita grubego DLD-1 na FICFel i nastepnie ekspozycja komérek na jony Fe(II)
prowadzily do wzrostu stosunku fluorescencji niebieskiej (425-480 nm, emisja kumaryny) do
zielonej (520 - 600 nm, emisja kalceiny wygaszana przez Fe(Il)) w eksperymencie mikroskopowym,
zgodnie z wcze$niejszymi obserwacjami w buforze. Ekspozycja komoérek na chelator zelaza
prowadzi z kolei do zmniejszenia stosunku niebieskiej do zielonej fluorescencji w poréwnaniu do
komorek eksponowanych tylko na sonde FICFel, przy czym wszystkie réznice sa statystycznie
istotne. To wyraznie pokazuje wiarygodno$¢ uzycia sondy FICFel do badania puli labilnych form
jonéw Fe(II) w modelach komérkowych.

WykazaliSmy rowniez, ze FICFe1 lepiej nadaje sie do badania sferoidéw guzoéw litych, umozliwiajac
ocene terapii chelatorami Zelaza. Aby poréwnac dziatanie FICFe1l z Calcein-AM, sferoidy DLD-1 byty
potraktowane FICFel (Ryc. 12). StwierdziliSmy, ze intensywnos$¢ fluorescencji w kazdym kanale
zmniejszyta sie w kierunku centrum sferoidu, ale stosunek swiatta niebieskiego do Zéttego moze by¢
wiarygodnie mierzony w gtebi przekroju sferoidu nawet przy zmniejszonej intensywnosci. Dzieki
temu wykazaliSmy, ze stezenie sondy maleje w kierunku centrum sferoidu, ale stezenie labilnego
zelaza(Il) jest najwyzsze w odlegtosci okoto 50 - 100 pm od powierzchni sferoidu - informacja, ktérej
nie mozna byto uzyskac stosujac sonde Calcein-AM.

Ryc. 12 A. (a) Widma emisyjne FICFel’ z 1 i 10 ekwiwalentami Fe(ll) (Aexc = 405 nm). (b) Stosunek emisji 490 nm do
530 nm przy braku i obecnosci Fe(ll) (Aexe = 405 nm). (c) Dekonwolucja widma emisji FICFel’ bez Fe(ll). (d)
Dekonwolucja widma emisji FICFel’ z 1 ekwiwalentem Fe(ii). B. FICFel mozZe informowac o egzogennych zmianach
w poziomie zelaza. Konfokalne obrazy typu ratio — stosunkui intensywnosci w dwdch dtugosciach fali (425-480
nm/520-600 nm, Aexe = 405 nm) komdrek DLD-1 poddanych dziataniu FICFel (10 uM, 2 h), po czym 30 min.
traktowanych (a) kontrolg (rozpuszczalnikiem), (b) hydrazonem izonikotynoilowym salicylaldehydu (SIH; 10 uM) lub
(c) siarczanem amonowo-zelazowym(ll) (FAS; 100 uM). Paski skali przedstawiajg 20 um. (d) Zmiany stosunku
niebieskiego do zéttego w réznych warunkach. Stupki btedow reprezentujq odchylenia standardowe z 5 powtdrzen,
**n < 0,01. C. Srodki chelatujgce zelazo zmieniajq poziom zelaza tylko na brzegu sferoidu. Obrazy mikroskopii
konfokalnej (C): (a) kanat niebieski (425-480 nm), (b) kanat Zétty (520-600 nm) i (c) obrazy stosunku fluorescencji w
kanatach niebieskim do zéttego sferoidu DLD-1 (106 komdrek) inkubowanych z FICFel (10 uM, 24 h). Pasek skali
reprezentuje 200 um. Wykresy intensywnosci stosunku intensywnosci fluorescencji sferoidow poddanych nastepnie
przez 2 h dziataniu (d) kontroli (rozpuszczalnik), (e) deferipronu (100 uM) i (f) deferasiroksu (100 uM)..
Zaadaptowane z publikacji P3.

Majac takie narzedzie w reku, opracowali$my nastepnie test do badania efektywnosci chelatorow
zelaza o potencjalnych zastosowaniach klinicznych. Test wykazat, zgodnie z oczekiwaniami, ze
zwigzKi te sa skuteczne w usuwaniu zelaza z zewnetrznych warstw komoérek, ale nie sa w stanie
skutecznie tego zrobi¢ w przypadku gtebszych warstw. Gtebsze warstwy odpowiadajg obszarom
guzdw litych, ktére wykazuja hipoksje i sg odpowiedzialne zaréwno za opornos¢ na leki, jak i powrot
nowotworu i przerzuty wtérne po chemioterapii. Ten test fluorescencyjny moze by¢ teraz
wykorzystywany do oceny efektywnosci nowych chelatoréw zelaza jako potencjalnych
terapeutykow.
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Podsumowanie (publikacja P3)

Publikacja P3 opisuje rozw6j nowego sondy fluorescencyjnego FICFel na labilne formy jonow
Fe(Il) o znacznie lepszej niezawodno$ci i penetracji komoérkowej niz istniejace narzedzia. Udato mi
sie wykorzysta¢ zalety detekcji typu ratiometrycznego do zbadania efektu hipoksji w statych
modelach guzéw 3D z wykorzystaniem tego sondy. Zaprojektowatem tez i opracowatem testy do
badania efektu chelatoréw zelaza za pomoca FICFel.

4.C.3.1.3 Opracowanie ratiometrycznego sondy do wykrywania zmian w puli labilnych form jonéw Cu(l)
w mitochondriach (publikacja P4)

Podobnie jak Zelazo, miedzZ jest metalem redoks-aktywnym, wystepujacym w formie Cu(Il), gdy jest
zwigzana z enzymami i jako Cu(I) w puli labilnych form jonéw metali. Miedz, oprdcz roli w miejscach
aktywnych enzymatycznie, jest zaangazowana w sygnalizacje i wplywa na migracje komoérek,
inwazje tkanek i przerzuty. Zaburzenia homeostazy miedzi byty wielokrotnie sugerowane jako
mechanizm dzialania lekéw przeciwnowotworowych, przede wszystkim cisplatyny. Wiekszo$¢
opisanych sond fluorescencyjnych na labilne formy jonéw miedzi(I) (LCP) dziata przez wygaszanie
fluorescencji (tzw. turn off) i brak jest dostepnych sond ratiometrycznych do badania LCP w
organellach subkomoérkowych.

W tej pracy opracowali$my wysoce selektywna, odwracalng i ratiometryczng sonde dla Cu(l) o
nazwie InCCul (Ryc. 13 A), ktéry moze wiarygodnie wykry¢ zmiany w puli labilnych jonéw Cu(I) w
mitochondriach. Motyw tioeterowy zastosowany w tej sondzie ma powinowactwo do jonéw Cu(I)
odpowiadajace endogennym chelatorom, umozliwiajac jej konkurowanie o Cu(I) w komoérkach, ale
pozwalajac na odwracalnos$¢ tego procesu. InCCul zostat oparty o fluorofor typu hemicyjaniny,
ktéry wykazuje biokompatybilne wtasciwosci fluorescencyjne (pomaranczowa emisja, znaczace
przesuniecia Stokesa i wysoka wydajno$¢ kwantowa). Podobnie jak w przypadku sondy FICFel,
InCCul zawiera réwniez aminokumaryne przytaczong do fluoroforu typu hemicyjaniny poprzez
linker alkilowy, aby wprowadzi¢ niereaktywne, niezalezne pasmo fluorescencji i zapewnic
odpowiedz typu ratiometrycznego.

Wzbudzenie InCCul tylko jedna dtugoscia lasera skutkuje widmem emisyjnym z dwoma wyraZnymi
maksimami fluorescencyjnymi przy okoto 480 nm i 600 nm. Dodanie Cu(I) w roztworze wodnym
buforowanym w pH 7,4 prowadzito do zmniejszenia emisji fluorescencji przy 600 nm (fluorescencji
hemicyjaniny) wskazujac na wiazanie Cu(I), bez wptywu na emisje przy 480 nm. Umozliwia to
pomiar stosunku niebieskiej do pomaranczowej fluorescencji, ktory jest skorelowany ze stezeniem
Cu(l) (Ryc. 13). Wykazatem réwniez, ze na odpowiedz indukowang przez Cu(l) nie ma wptywu
jednoczesna obecno$¢ innych jonéw metali, a fluorescencja jest niezalezna od pH, co potwierdza
specyficznos¢ sondy.

WykazaliSmy réwniez, ze InCCul moze by¢ wiarygodnie wykorzystany do monitorowania zmian w
puli labilnych form jonéw miedzi(I) w mitochondriach. PotwierdziliSmy kolokalizacje sondy z
MitoTracker Deep Red (barwnik mitochondrialny) w linii komérkowej gruczolakoraka jelita
grubego DLD-1. Ta lokalizacja mitochondrialna jest prawdopodobnie wynikiem lipofilowej,
kationowej natury fluoroforu hemicyjaninowego, ktéra sprzyja gromadzeniu sie tego zwigzku przy
ujemnym potencjale btonowym mitochondriéw. Nastepnie, w eksperymencie mikroskopii
fluorescencyjnej wykazaliSmy, Ze fluorescencyjny sygnat ratiometryczny z InCCul w zywych
komérkach zmienia sie po ekspozycji na Cu(I). Dla poréwnania, stosunek fluorescencji kontrolnej
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sondy InC, ktéra nie posiada motywu wigzacego miedz, nie byl zmieniony przez traktowanie
miedzig.

Jednym z moich gltéwnych osiggnie¢ byla obszerna optymalizacja i pdZniejsze zastosowanie
uniwersalnego, wiarygodnego i szczegétowego protokotu eksperymentalnego do przygotowania
prébek, pozyskiwania danych i ich analizy. Szczegdlnie skupitem sie na opracowaniu strategii
minimalizowania i eliminacji potencjalnych artefaktéw. Byto to krytyczne osiagniecie, aby unikna¢
btednego interpretowania artefaktéw jako rzeczywistej odpowiedzi biologicznej, umozliwiajac
poréwnywanie danych iloSciowych w réznych prébkach. Ten oryginalny protokét pozwolit mi
wiarygodnie skorelowa¢ nawet niewielka odpowiedz fluorescencyjna InCCul wywotana ekspozycja
na rosngce stezenie miedzi, aby wykazaé istotno$¢ statystyczng tej zmiany. Protokét ten jest
kompatybliny z wiekszoscig sond fluorescencyjnych na anality bionieorganiczne itp. i w ten sposéb
stanowi nowe, oryginalne i potezne narzedzie do zapewnienia wiarygodnosci eksperymentu. Zaletg
tego nowego protokotu jest to, ze adresuje on wiekszo$¢ potencjalnych zrédet btednej interpretacji,
niewiarygodnosci danych i artefaktéw na wielu etapach: od przygotowania prébki i wyboru sondy,
poprzez konfiguracje ustawien sprzetu mikroskopowego i zbieranie obrazéw, wzbudzanie lasera, az
do konncowego procesu analizy danych. Aby opracowane metodologie i techniki mogty by¢ tatwo
zastosowane przez szerokie grono potencjalnych uzytkownikéw (badaczy), ktérzy moga nie by¢
wyspecjalizowani w dziedzinie sond fluorescencyjnych, opublikowatem je w formie obszernego
protokotu w ksigzce z serii Neuromethods.*”
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Ryc. 13 A) Struktura odwracalnego sondy InCCul i schemat jego odpowiedzi fluorescencyjnej w rownowadze z Cu(l).
B) skwantyfikowana odpowiedz? fluorescencyjna sondy InCCul na ekspozycje komdrek na miedz. Komdrki byty
traktowane siarczanem miedzi przez noc (100 uM) lub niczym, a nastepnie InCCul lub InC (0,1 uM, 15 min) przed
obrazowaniem w mikroskopie konfokalnym. Sredni stosunek fluorescencji obliczono ze stosunku intensywnosci
kanatu niebieskiego (Aem = 425-525 nm) do kanatu czerwonego (Aem = 570-670 nm). Stupki btedow reprezentujq btqd
standardowy sredniej dla pieciu pomiarow. C) histogram z eksperymentu cytometrii przeptywowej na populacjach
komdarek zawierajgcych InCCul w réznych warunkach. Histogramy pokazujq stosunek emisji czerwonej 585(15) do
emisji niebieskiej 450(50), wzbudzenie przy 405 nm dla komdrek DLD1 traktowanych InCCul (0,2 uM, 15 min) po
ekspozycji na InCCul dla komdrek wystawionych na dziatanie: kontroli czyli buforu fosforanowego PBS (ang.
phosphate buffer saline) - kolor czarny, oraz siarczanu miedzi (100 uM, 2 h) - kolor czerwony, lub cisplatyny (10 uM,
16 h) a nastepnie PBS (2 h) - kolor zielony,lub cisplatyny (10 uM, 16 h), a nastepnie siarczanu miedzi (100 uM, 2 h) -
kolor niebieski. Zaadoptowano z publikacji P4.

Aby zademonstrowa¢ praktyczng przydatnos$¢ InCCul wykorzystaliSmy te sonde do zbadania
wptywu cisplatyny na labilne zasoby miedzi w mitochondriach. Jak wspomniano w punkcie 4.C.3.,
cisplatyna i jej analogi sa szeroko stosowanymi chemioterapeutykami w leczeniu nowotwordéw.
Poczatkowo uwazano, ze dziatajg one poprzez indukcje uszkodzen DNA w szybko dzielgcych sie
komérkach nowotworowych, ale wykazano, Zze w niektoérych przypadkach zaledwie 1% cisplatyny
w komorkach gromadzi sie w jadrze, a reszta jest zaangazowana w inne, w duzej mierze nieznane
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oddzialywania. Obserwacja ta moze przyczyni¢ sie do zrozumienia niskiej selektywnosci
chemioterapeutykow opartych na cisplatynie i przyczyn efektow ubocznych jej stosowania w
praktyce klinicznej. Srodowisko naukowe intensywnie pracuje nad zrozumienie prawdziwego losu
komplekséw opartych na platynie w komoérkach i identyfikacji innych mechanizméw dziatania, co
mogtoby pozwoli¢ na opracowanie bardziej selektywnej, bezpiecznej i wydajnej generacji terapii
przeciwnowotworowych.

W naszej pracy podjeliSmy sie sprawdzenia hipotezy, ze cisplatyna zaktdca transport i homeostaze
jonéw miedzi. Wczes$niej wykazano, ze cisplatyna oddziatuje z kilkoma biatkami transportujacymi
miedz, ale jest to stabo poznane ze wzgledu na brak odpowiednich narzedzi do monitorowania puli
labilnych form jonéw miedzi (LCP) w réznych obszarach komoérki. Dzieki wykorzystaniu InCCul
odkryliSmy, ze mitochondrialna pula labilnych form jonéw miedzi(I) w komérkach poddanych
dziataniu cisplatyny nie podlega zmianom przy ekspozycji komérek na miedz podczas gdy w
komorkach bez traktowania cisplatyng ekspozycja na miedZ prowadzi do wzrostu LCP. Ponownie
udato nam sie uchwyci¢ subtelne zaburzenia w stosunkach intensywnosci fluorescencji z istotnos$cig
statystyczng dzieki zastosowaniu unikatowego protokotu, ktory rozwinagtem i opisatem powyzej.
Fakt, Ze cisplatyna uposledza import miedzi do mitochondriéw, zostat dodatkowo potwierdzony za
pomoca cytometrii przeptywowej z uzyciem tej samej sondy, co zwieksza wiarygodnos$¢ tego
wniosku i pokazuje kompatybilnos¢ InCCul z réznymi technikami eksperymentalnymi. Jak
wspomniano w podrozdziale 4.C.1, opracowanie protokotéw stosowania sond poza mikroskopia
jest wazne dla umozliwienia ich szerszego zastosowania w biologii.

Podsumowanie (publikacja P4)

Wykrywanie puli labilnych form jonéw metali stanowi wyzwanie ze wzgledu na dynamiczng
kinetyke grup wiazacych te jony i wystepujacych natywnie w komoérce. Dzieki naszej konstrukcji
sondy, ktéra zawiera konkurencyjny motyw wigzacy miedZ wraz z ratiometrycznym
fluorescencyjnym reporterem, i opracowaniu protokotéw oraz metod zbierania i analizy danych,
bytem w stanie wykazaé statystyczng istotno$¢ zmian w poziomach mitochondrialnej Cu(l) w
komorkach poddanych dziataniu leku i zastosowac to do badania wptywu platynowych $rodkéw
terapeutycznych na mitochondrialny wychwyt Cu(I).

4.C.3.2 Identyfikacja i zastosowanie wiarygodnych sond dla RONS

4.C.3.2.1 Rozszyfrowanie roli mitochondrialnego generowania RONS podczas infekcji RSV za pomoca
narzedzi ratiometrycznych (publikacja P5)

Osiagniecia w podrozdziale 4.C.3. i podrozdziale 4.C.1. 1acznie opisuja nowe, uniwersalne i
wiarygodne protokoty, strategie projektowe i kryteria usprawniajgce rozwoj i zastosowanie sond
fluorescencyjnych do wykrywania reaktywnych form tlenu i azotu w zywych komérkach. W tym
rozdziale zastosowatem te wiedze do wyboru odpowiednich narzedzi i zaprojektowania oraz
analizy eksperymentu badania wptywu infekcji wirusowej RSV w komorkach ludzkich na
generowanie stresu oksydacyjnego w mitochondriach komérek gospodarza przy uzyciu unikalnie
wiarygodnej sondy fluorescencyjnej wrazliwej na RONS dopasowanej do konkretnego problemu
biologicznego.

Gtownym celem tej pracy, przeprowadzonej we wspoétpracy z prof. Davidem A Jansem z Monash
University (Melbourne, Australia), bylo rzucenie $wiatta na patogeneze syncytialnego wirusa
oddechowego (RSV, ang. respiratory syncytial virus), ktéra pozostawata w duzej mierze nieznana,
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pomimo relatywnie wysokiej Smiertelnosci spowodowanej infekcjami RSV, wiekszej niz w
przypadku grypy. W ramach tej pracy nasi wspdtpracownicy wykazali, ze RSV indukuje
redystrybucje mitochondri6ow w zakazonych komérkach poprzez mechanizm zalezny od
dyneiny/mikrotubuli oraz pokazali, Ze w zastosowanych modelach chorobowych RSV stopniowo
zmniejsza maksymalng i zwigzang z ATP aktywno$¢ oddechowg mitochondriéw gospodarza, przy
czym efekt ten wzrasta wraz z czasem trwania infekcji. Poniewaz potencjat btonowy mitochondriéw
jest zaburzony (obnizony) po zakazeniu RSV, dalsze badania nad generowaniem RONS w
mitochondriach byty trudne, gdyz wiekszo$¢ dostepnych sond nie mogla by¢ wiarygodnie
wykorzystana w tym kontekscie.

W oparciu o moje do$wiadczenie praktyczne i wiedze literaturowa (podsumowang cze$ciowo w
osobnej pracy przegladowej opublikowanej w innym miejscu48), bytem w stanie zidentyfikowac,
zaproponowaci zaplanowaé wykorzystanie mitochondrialnej sondy flawinowo-rodaminowej
(FRR2)49 wrazliwej na zmiany stanu redoks jako odpowiedniego i wiarygodnego narzedzia do tego
zastosowania. Zmniejszenie potencjalu mitochondrialnego komoérek gospodarza wpltywa na
efektywnos¢ wejscia wiekszosci sond do mitochondrium a co za tym idzie wptywa w trudny do
skwantyfikowania sposéb na jego lokalne stezenie. FRR2 jest sondg odwracalng i wzbudzeniowo-
ratiometryczna, co oznacza, ze stosunek zmian intensywnos$ci emisji w kanale czerwonym
(maksimum ok. 580 nm) przy wzbudzeniu $wiattem niebieskim (488 nm) vs zielonym (515 nm)
(Ryc. 14) koreluje ze wzrostem poziomu RONS i jest niezalezny od stezenia sondy. Ta kluczowa
zaleta jest dodatkowo poparta obszerng walidacja sondy wobec szerokiego zakresu analitéw, ktéra
wykazala, Ze nie maja na niego wptywu zmiany srodowiskowe ani anality inne niz RONS, a takze ze
moze ona by¢ kilkukrotnie odwracalnie utleniona i zredukowana bez znacznego wptywu na jego
efektywnos$¢ i wiarygodno$¢ dziatania4®. Parametry te, jak opisano w podrozdziale 4.C.1, spetniajg
wiekszos¢ kryteriow wiarygodnej sondy do zastosowan biologicznych.
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Ryc. 14 Po lewej: Struktura FRR2 (Flavin-rhodamine redox sensor 2). Po prawej: OdpowiedZ fluorescencyjna FRR2 na
redukcje. Widma emisji fluorescencji FRR2 (10 uM) w formie utlenionej (czarna linia) i zredukowanej (linia
przerywana) po wzbudzeniu przy 460 nm (d) i 530 nm (e). Sonda zostata zredukowana przy uzyciu 200 ekwiwalentow
Na3S;04. Stosunek emisji FRR2 (f) przy 580 nm po wzbudzeniu przy 530 versus 460 nm w formach utlenionych
(czarna) i zredukowanych (szara). Wszystkie dane uzyskano w 100 mM buforze HEPES, pH 7,4. Stupki btedow
przedstawiajq odchylenie standardowe (n = 3). Zaadoptowano z Kaur et al 2016 #°.

Po wybraniu sondy opracowatem protokét zbierania danych i analizy, wdrazajac proces
eksperymentalny zgodny z zatozeniami opisanymi w sekcji 4.C.1. W wyniku tych eksperymentéw,
mozliwe byto wygenerowanie obrazu stosunku intensywnosci fluorescencji przez indywidualne
dzielenie pikseli zebranych obrazéw przy dwéch dtugosciach fali wzbudzajacej. Segmentacje ROI
przeprowadzono na obrazie MitoTracker DeepRed stosujac automatyczny algorytm segmentujacy
Otsu, a nastepnie usunieto regiony mniejsze niz 1000 pikseli (mniejsze niz spodziewany rozmiar
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mitochondriéw). Tak posegmentowane regiony zostaly wyznaczone do iloSciowej oceny proporcji
sygnatu fluorescencyjnego dla dwdch réznych dtugosci fali wzbudzenia na obrazach.

Zastosowanie tej metodyki pozwolito nam wykaza¢, ze infekcja RSV zwieksza poziom ROS w
mitochondriach komérki gospodarza juz po 8 hiznaczaco po 18 h oraz Ze odpowiedZ ta jest podobna
do odpowiedzi na ekspozycje komorek gospodarza na rotenon - induktor mitochondrialnego stresu
oksydacyjnego (Ryc. 15). Co ciekawe, okazato sie rowniez, ze dodanie MitoQ, ktéry jest inhibitorem
reorganizacji mikrotubul, zapobiega wzrostowi mitochondrialnego stresu oksydacyjnego
indukowanego przez RSV (Ryc. 15B). Ta obserwacja, mozliwa dzieki racjonalnemu doborowi
odpowiedniej sondy fluorescencyjnej i wiarygodnemu protokotowi uzycia tej sondy w modelu
komoérkowym., byta krytyczna dla potwierdzenia gtéwnej tezy manuskryptu, czyli faktu, ze RSV
wykorzystuje mitochondrialny stres oksydacyjny gospodarza do promocji infekcji. Wykazano
réwniez, ze zabiegi blokujace generowanie ROS chronig przed infekcja RSV w modelowej linii
komorkowej A549, jak réwniez w komoérkach nabtonka oskrzelowego pochodzgcych od pacjenta
oraz in vivo w modelu mysim.

Mi RR 581 FRR2 (Em580)
A itoTracker FRR2 (Em580) A MitoTracker ____FRR2(EmS80) .

—_— Deep Red ExsrayEnens) Vehicle Mock+Rot RSV
Deep Red Ex488 Ex514 | _ Ex488 X! of e 8 - ) 8 1]

~

Mock
Rot MitoQ Vehicle
8h

18h

Veh:cle MitoQ Vehicle  MitoQ
8h 18h

Rot+MitoQ

Ryc. 15 Komorki kontrolne A549 niezakazone (panel A po lewej) lub zakazone RSV (panel A po srodku) przez 8 lub 18
h po injekcji., traktowane zgodnie ze wskazaniami przez koncowe 2 h przed barwieniem mitochondrialnie
specyficzng sondg RONS, FRR2 (czerwony kolor na obrazach; 2 uM, 15 min przed obrazowaniem - emisja zebrana
dla oddzielnych wzbudzen przy 488 nm i 514 nm i stosunek emisji przy dwdch réznych wzbudzeniach obliczony -
niebiesko-czerwone-zotte panele) i Mitotracker Deep Red (biaty; 100 nM, 15 min): mitochondrialny inhibitor
kompleksu I rotenon (Rot, 0.5 uM), specyficzny dla mitochondriow zmiatacz ROS - mezylan mitochinonu (MitoQ, 1
uM), NCZ (17 uM) lub DMSO jako nosnik; w przypadku podwdjnego dodania Rot/MitoQ (Rot + MitoQ), Rot dodano
4 h przed barwieniem. Wyniki przedstawiajq Sredniq + SEM dla n = 3 niezaleznych eksperymentdw, gdzie w kazdym
eksperymencie analizowano 25-30 komdrek na probke, ***p<0,001. Zaadoptowano z publikacji P5.

Podsumowanie (publikacja P5)

Opisane powyzej eksperymenty rzucajag nowe $wiatto na proces rozwoju infekcji RSV i otwieraja
droge do nowych terapii przeciwko zakazeniu RSV. Wiarygodna obserwacja zmian w generacji
mitochondrialnych ROS w tym modelu z zaburzonym potencjatem mitochondrialnym byta bardzo
trudna do osiagniecia, ale odegrata kluczowa role w sukcesie tej pracy. Zapewnitem to poprzez
staranny wybor ratiometrycznego i doktadnie zwalidowanej sondy FRR2 spetniajacej kryteria z
rozdziatu 4.C.1.1 oraz zastosowanie wiarygodnego ciggu eksperymentalnego i protokotu opisanego
w rozdziale 4.C.1.3 zastosowania sond fluorescencyjnych w komoérkach.

Jacek Kolanowski ORCID: 0000-0002-6779-4736 27



https://orcid.org/0000-0002-6779-4736

Zatacznik 4A - Autoreferat (PL)

4.C.3.2.2 Poprawa wiarygodnosci wykrywania RONS za pomocg fluorescencyjnego obrazowania czasu
zycia fluorescencji przy uzyciu sondy opartej na rodniku nitroksylowym (publikacja P6)

Czas zycia fluorescenciji to czas pomiedzy absorpcja kwantu energii a jego emisja. Jest to atrakcyjny
parametr analityczny, poniewaz jest wrazliwy na $Srodowisko emitera, ale jest niezalezny od stezenia
fluoroforu i nie zalezy bezposrednio od absorpcji/emisji. Czas zycia fluorescencji jest coraz czesciej
wykorzystywany w mikroskopii obrazowania czasu zycia fluorescencji (FLIM), ktéra mierzy
gtownie fluorescencje endogenna, poniewaz liczba dedykowanych sond zwalidowanych i
opracowanych dla tej techniki jest ograniczona.

Jak oméwiono w pkt 4.C.1, rodniki nitroksylowe sa wrazliwymi na redoks grupami responsywnymi,
wykorzystywanymi przy projektowaniu zaréwno nieodwracalnych, jak i odwracalnych sond
fluorescencyjnych na RONS. Ich reaktywno$¢ moze by¢ precyzyjnie dostrojona poprzez modyfikacje
strukturalne tego niezwykle stabilnego rodnika organicznego i moze stuzy¢ do opracowania sond
czutych na specyficzne RONS. Jeden z przyktadéw zostat opracowany przez grupe prof. Steven’a
Bottle'a z Queensland University of Technology poprzez racjonalne zaprojektowanie wigczenia
czasteczki rodnika do struktury rodaminy (5b na Ryc. 16). Wykazano, Ze sonda lokalizuje sie w
mitochondriach, a jej zalezna od intensywno$ci odpowiedZ fluorescencyjna na RONS zostata
potwierdzona in vitro, jak réwniez w unieSmiertelnionych ludzkich fibroblastach hTERT poddanych
dziataniu rotenonu, ktéry wywotuje zwiekszony stres oksydacyjny w mitochondriach, co
prowadzito do obnizenia intensywnosci fluorescencji. Jednak, jak w przypadku wszystkich sond
opartych na intensywnosci, nie byto jednoznaczne czy obserwowana zmiana byta rzeczywiscie
spowodowana odpowiedzig redoks sondy, czy tez zmiang jej stezenia.

1
Oxid"
5b
. : - Protonated free acid: Protonated free acid:
free gﬁﬂifg:éiiztﬁtbase' Taken up by Mitochondria Reduced in the Mitochondria
Profluorescent Fluorescent

Ryc. 16 Rownowagi kwasowo-zasadowe i redukcyjno-oksydacyjne sondy 5b obecnej w formie RCOOH (pro-
fluorescencyjnej, ciemnej). Zdeprotonowana i niefluorescencyjna forma sondy (lewa struktura) najbardziej
prawdopodobna w cytoplazmie; protonowana forma sondy (srodkowa struktura 5b) prawdopodobnie lokalizujgca
sie w mitochondriach ze wzgledu na obecnosc tadunku dodatniego w czgsteczce oraz zredukowana forma sondy,
fluorescencyjna (prawa struktura, 6b) prawdopodobnie dominujgca w mitochondriach. Zaadoptowano z publikacji
Pé6.

Aby rozwigzac ten problem, zaproponowatem, zaprojektowatem i przeprowadzitem eksperymenty
walidacyjne odpowiedzi sondy na zmiany redoks w komoérkach przy uzyciu FLIM. Oczekuje sie, ze
czas zycia fluorescencji emitera rodaminy wydtuzy sie w wyniku redukcji wygaszajacego
fluorescencje rodnika nitroksylowego do aminy hydroksylowej. Zmiana ta powinna by¢ niezalezna
od stezenia sondy i korelowa¢ z obecnoscig lub brakiem rodnika dziatajac jako wiarygodna
reprezentacja stanu redoks $rodowiska. Eksperymenty mikroskopii konfokalnej na komérkach
DLD-1 potraktowanych 5b spowodowaly spadek fluorescencji po poddaniu ich dziataniu H,0,, jak
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réwniez dwoéch inhibitoréw, rotenonu i antymycyny, zaburzajgcych mitochondrialng réwnowage
redoks i prowadzacych do stresu oksydacyjnego (Ryc. 17). Aby potwierdzié, ze efekt ten jest
rzeczywiScie zwigzany z wywotanym przez Srodowisko przesunieciem réwnowagi redoks sondy w
kierunku rodnika nitroksylowego, a nie tylko lokalng zmiang stezenia sondy, przeprowadzitem
eksperyment FLIM w tych samych warunkach. Dane dotyczace czasu zycia fluorescencji
dopasowane do rozktadu dwueksponencjalnego daty dwie sktadowe czasu zycia 1,3 ns i 2,9 ns,
odpowiadajgce odpowiednio pro-fluorescencyjnej formie rodnikowej 5b i fluorescencyjnej formie
hydroksyloaminowej 6b (Ryc. 16). Komoérki poddane dziataniu warunkéw utleniajacych
wykazywaty obnizony $redni czas zycia fluorescencji, odpowiadajacy zwiekszonemu wystepowaniu
krétszej sktadowej czasu zycia przypisanej rodnikowej, utlenionej formie 5b (Ryc. 17B-F).
Potwierdza to wrazliwo$¢ sondy na $rodowisko redoks komoérki i zapewnia bardziej wiarygodny

sposoéb jej monitorowania w modelach biologicznych.
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Ryc. 17 Mikroskopia obrazowania czasu Zycia fluorescencji umozliwia ratiometryczny pomiar proporcji pro-
fluorescencyjnych rodnikéw i form nierodnikowych. Komdrki DLD-1 traktowane 5b (100 nM, 15 min), a nastepnie
kontrolag, rotenon (10 uM, 15 min), antymycyna (10 uM, 15 min) lub H,0, (50 uM, 15 min). Panel A. Intensywnosci
fluorescencji z obrazow komorek w mikroskopie konfokalnym, wzbudzenie 488 nm, emisja 550-650 nm. Panel B.
procent krétszego (1,3 ns) czasu Zycia z obrazowania czasu zycia fluorescencji, wzbudzenie dwufotonowe 820 nm,
emisja 550-650 nm. Panele C-F. Obrazy czasu zycia fluorescencji pokazujgce srednie czasy zycia dla C: kontrola, D:
rotenon, E: antymycyna i F: H;0, n=3, dane przedstawione jako srednia + odchylenie standardowe. Zaadoptowano

z publikacji P6.
Podsumowanie (publikacja P6)

Eksperymenty te potwierdzily, Ze 5b moze by¢ uzyty jako wiarygodny sonda fluorescencyjny do
monitorowania zmian stanu redoks mitochondriéw poprzez monitorowanie zmian czaséw zycia
fluorescencji sondy. Pokazatem rdéwniez, jak stosujac protokoty FLIM mozna wyeliminowaé
niejednoznaczno$¢ w interpretacji odpowiedzi sond opartych na intensywnosci, co czyni to
podejscie mozliwym do zastosowania w szerokim zakresie narzedzi responsywnych.

Jacek Kolanowski ORCID: 0000-0002-6779-4736 29



https://orcid.org/0000-0002-6779-4736

Zatacznik 4A - Autoreferat (PL)

4.C.3.3 Podsumowanie (publikacje P3 - P6)

Opracowatem i zastosowatem protokoty do bardziej niezawodnej detekcji analitéw w ztozonych
modelach komérkowych z wykorzystaniem sygnatu niezaleznego od stezenia sondy, eliminujac
jedna z najwiekszych wad wiekszoSci narzedzi fluorescencyjnych.

Aby poprawi¢ narzedzia fluorescencyjne do badan biologicznych analitéw bionieorganicznych,
opracowatem dwa sondy ratiometryczne dla labilnych form jonéw metali (Fe(I), Cu(I)) o
zwiekszonej niezawodnos$ci wykrywania analitéw w ztozonych modelach biologicznych (sferoidy
3D guza i subtelne zmiany w mitochondriach). Narzedzia te mogtem zastosowa¢ do badania wielu
zagadnien biologicznych zwigzanych z fizjologig, progresja i leczeniem nowotworéw.

Nastepnie, w kontekscie wykrywania RONS, pracowatem nad wyborem odpowiednich narzedzi i
uniwersalnych protokotéw wykorzystania sond i analizy danych, aby wiarygodnie bada¢ RONS w
komoérkach. W szczeg6lnosci, kierujac procesem racjonalnego wyboru sond i projektowania
eksperymentéw z ich uzyciem, bytem w stanie wykorzystac te narzedzia do sprostania wyzwaniom
zwigzanym z pomiarem stresu oksydacyjnego w mitochondriach dotknietych infekcjg wirusowa (ze
wzgledu na wynikajaca z tego zmiane potencjatu redoks i wptyw na akumulacje sond). Ponadto
zademonstrowatem skuteczno$¢ wykorzystania obrazowania czasu zycia fluorescencji jako
obiecujgcej metody wiarygodnego pomiaru stresu oksydacyjnego za pomoca narzedzi opartych na
intensywno$ci fluorescencji.

4.C.4 Wprowadzenie i postepy w projektowaniu sond dwuanalitowych do
zastosowan biologicznych

Osiggniecia opisane w pkt 4.C.1-4.C.3 koncentrujg sie na niezawodno$ci i rozwoju sond
wykrywajacych pojedyncze cele molekularne. Wiadomo jednak, ze funkcje tych analitow (RONS i
réznych form jonéw metali) zmieniajg sie w zaleznosci od ich biologicznego kontekstu i otoczenia.
Na przyktad H20; jest stosunkowo stabilng czgsteczka, ktéra moze istnie¢ w cytoplazmie przez dtugi
czas, ale w obecnosci zelaza(ll) lub miedzi(I) moze ulec przemianie w reakcji Fentona w
krétkotrwaty i bardzo reaktywny rodnik hydroksylowy. Na te reakcje ma wptyw lepkos¢ i pH, ktére
jak sie szacuje moze zmienia¢ sie w komdrkach w zakresie od 4,5 do 9. Ponadto, podwyzszone
poziomy RONS, Cu(I) i zelaza(II) zostaty powigzane z poczatkiem neurodegeneracji i raka, co z kolei
czyni je potencjalnie obiecujagcymi celami molekularnymi programéw terapeutycznych (opartych na
antyoksydantach i chelatowaniu metali).#450-55 Z tego wzgledu mozliwo$¢ jednoczesnego pomiaru
wielu parametréw z rozdzielczoscia przestrzenng i czasowa zapewnitaby naukowcom sposéb na
odkrycie biologicznego znaczenia ich interakcji ze sobg i Srodowiskiem. W tym celu postawitem
sobie za cel otwarcie nowego kierunku wykorzystania obrazowania biologicznego poprzez
usystematyzowanie i przygotowanie podstaw teoretycznych do rozwoju badan nad i z
wykorzystaniem sond wieloanalitowych.

W szeroko cytowanej (wyr6znienie Highly Cited Paper w serwisie Web of Science) pracy omoéwionej
ponizej (publikacja P9) wprowadzitem pierwsze systematyczne podstawy do rozwoju, walidacji i
wykorzystania dwualitowych sond fluorescencyjnych w modelach biologicznych. W
przeciwienstwie do wyzej wymienionych sond, ktére wykrywaja obecnos¢ tylko pojedynczych
analitéw, sondy dwuanalitowe generuja odrebny sygnat w przypadku jednoczesnej obecno$ci
dwéch analitéw. Zdolno$¢ do wykrywania obu celéow za pomoca jednej sondy dostarcza
zdecydowanie wiecej informacji o wzglednej relacji miedzy analitami poprzez korelacje obecnosci
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sygnatu z bliskoscig obu analitéw i usunieciem probleméw wywotanych zmiennymi lokalizacja,
stezeniami i stabilno$cig metaboliczng dwdéch réznych sond jednoanalitowych.

Koncepcja sondy wieloanalitowej wywodzi sie z dziedziny molekularnych bramek logicznych.
Znanych jest wiele zwigzkéw dziatajacych na zasadzie bramek logicznych, ale tylko garstka
odosobnionych przyktadéw zostata przetestowana i wykorzystana w biologii, wcigz jednak bez
szerszego zastosowania w badaniach komérkowych. W tej pracy podsumowatem nieliczne udane
przyktady tych sond i co najwazniejsze, sformutowatem tez dodatkowe, specyficzne dla sond
wieloanalitowych wymagania, w tym opisatem optymalne typy odpowiedzi sondy na kilka analitow,
konieczne do zapewnienia wiarygodnosci ich dziatania w biologii. Te wymagania musza by¢
spelnione w dodatku do wszystkich innych kryteriow idealnych sond fluorescencyjnych
omowionych w rozdziale 4.C.1 (w tym biokompatybilnos$¢, stabilno$¢ i operatywno$¢ w warunkach
wodnych - co$, z czym wiekszo$¢ istniejacych molekularnych bramek logicznych nie jest
kompatybilna). Sformutowane przeze mnie kluczowe aspekty dziatania sond dwuanalitowych i ich
znaczenie przedstawione s3 ponizej:

1. Rodzaj bramki logicznej, ktéra zapewnia niezawodng specyficznos$¢ reakcji

Wspotwystepowanie obu analitéw musi by¢ odréznialne od ich braku lub obecnosci jednego z nich,
dlatego sondy te musza spetnia¢ kryteria bramki logicznej typu "AND" (sygnat generowany w
obecnosci obu analitéw rézni sie od wszystkich innych sytuacji - jest specyficzny, Ryc. 18A). Chociaz
mozna réwniez zastosowac ujemng bramke logiczng AND (NAND), nie jest ona optymalna, poniewaz
opiera sie na utracie sygnatu w obecnos$ci analitu (typu turn off) czego nie mozna wiarygodnie
odré6zni¢ od braku sondy.

2. 0d specyficznosci do selektywnosci

W ramach odpowiedzi typu "AND" pojawiaja sie trzy rézne sytuacje (Ryc. 18B). We wszystkich
trzech, sygnal wynikajacy z jednoczesnego wigzania obu analitow jest zawsze odrebny od
pozostatych (specyficzny). Jednak wariant (iii) pozwala nie tylko na specyficzne wykrywanie
jednoczesnej obecnosci dwoch analitéw, ale takze na selektywne wykrywanie kazdej z 4 kombinacji
(brak, analit A, analit B lub oba anality) poprzez generowanie innego sygnatu w kazdym przypadku.

A oR XOR | INH | NOR | NAND | XNOR B
) ot 4F &F 4P & L

Noanalyte | ¢ | @Y ¢ | % No anayte ¥ ¥ | ¥
Anaiyto A | g AR JNCNE - J e AR AR .
araiye 8| ) 3 N NeR I - e s | | 9] ®
nalyes A+8 | Q91919 % e E AR AE

Ryc. 18 Tablice prawdy A) dla dwu wejsciowych bramek logicznych, pokazujgce kombinacje wejs¢ (analitow A i B),
dla ktdérych wystepuje mierzalna odpowiedz na wyjsciu. XOR = wyfgczne OR, INH = hamowanie, NAND = ujemne
AND, XNOR = wytgczne NOR; B) dla czujnikéw, w ktérych mozna odrdzni¢ odpowiedz na analit A + B od obecnosci
braku analitu, lub tylko analitu A lub tylko analitu B. Zaadoptowano z publikacji P9.
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3. Dla niezawodno$ci wymagana jest odpowiedZ ratiometryczna

Podobnie jak w przypadku sond jednoanalitowych, jezeli odpowiedz sondy dwuanalitowej opiera
sie wylacznie na zmianie intensywnos$ci fluorescencji, wystepuje ten sam problem, w ktérym
wysokie stezenie sondy jest nieodrdznialne od odpowiedzi pozytywnej. Z tego powodu, aby
zapewni¢ prawdziwe i wiarygodne wykrywanie, odpowiedZ ratiometryczna w obecnos$ci dwoch
analitéw jest jeszcze wazniejsza niz w przypadku sond jednoanalitowych.

4. Odwracalnosc i kolejno$¢ interakcji

Aby wykry¢ dwa anality, musza wystgpi¢ dwa zdarzenia rozpoznawcze (jedno dla analitu A i jedno
dla analitu B). Kazde z nich moze mie¢ charakter odwracalny lub nieodwracalny, co prowadzi do
trzech mozliwych kombinacji: oba odwracalne, oba nieodwracalne i jedno odwracalne jedno
nieodwracalne. Ponadto, kazdy motyw rozpoznawczy (reaktywny) i kazde zdarzenie rozpoznawcze
moze zachodzi¢ niezaleznie lub sekwencyjnie (np. reakcja z analitem A umozliwia reakcje z analitem
B). Taka konstrukcja otwiera mozliwo$¢ badania sekwencji pojawiania sie analitow w biologii, co
jest nieosiggalne dla dostepnych narzedzi.

Biorac pod uwage wszystkie powyzsze, mozliwe jest wiele permutacji konstrukeji tych sond, z
ktoérych kazda nadaje sie do réznych rodzajéw badan biologicznych.

Podsumowanie (publikacja P9)

W publikacji P9 sformutowatem krytyczne podstawy teoretyczne, ktore uporzadkowaty i napedzity
rozwoj badan i projektowanie sond fluorescencyjnych opartych na detekcji dwoch analitow. Dzieki
mozliwos$ci uzyskania nowego wymiaru informacji dzieki sondom dwuanalitowym, majg one
olbrzymi potencjat do pogtebienia i zmiany naszego rozumienia funkcji bionieorganicznych i innych
analitow w biologii. Przeprowadzitem takze koncepcyjna dyskusje i udowodnitem, dlaczego sondy
dwuanalitowe musza wykazywac specyficzng odpowiedZ typu AND w obecno$¢ dwdch analitow
jednocze$nie oraz by¢ kompatybilne (specyficzne, stabilne, przechodzace przez btony komérkowe i
nietoksyczne) ze Srodowiskiem biologicznym. Po opublikowaniu naszej pracy, liczba doniesien o
takich narzedziach gwattownie wzrosta, a dziesigtki nowych sond dwuanalitowych z
zademonstrowanym zastosowaniem w biologii zostaly opublikowane od tego czasu. W ciggu
ostatnich czterech lat praca ta konsekwentnie utrzymywata prestizowe oznaczenie "Highly cited
paper" w bazie Web of Science z ponad 200 cytowaniami, co jeszcze bardziej pokazuje znaczenie i
wptyw tej pracy na Srodowisko naukowe w dziedzinie sond fluorescencyjnych.
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4.D Podsumowanie najwazniejszych osiggniec kandydata w
przedstawionych publikacjach

Moja skumulowana wiedza i do$wiadczenie badawcze pozwolity mi wnie$¢ znaczacy wkiad w
formie:

e Oryginalnych badan i ustalen teoretycznych wspierajacych projektowanie i walidacje sond
fluorescencyjnych nowej generacji,

o Aktywnego rozwoju i zastosowania sond fluorescencyjnych w celu uzyskania odpowiedzi na
trudne pytania biologiczne w modelach komérkowych, oraz

e Uporzadkowania i nadania kierunku oraz dynamiki rozwoju nowemu obszarowi badan
dotyczacego sond dwuanalitowych,

ktore tacznie wywarty znaczacy wptyw na dziedzine obrazowania molekularnego z wykorzystaniem
narzedzi opartych na fluorescencji do badania analitéw bionieorganicznych oraz poprawity
wiarygodno$¢ wynikéw otrzymywanych przez ich stosowanie. Kluczowe osiggniecia obejmuja:

o Dostarczenie nowych Kryteriow projektowania i metodologii w celu poprawy

wiarygodnosci generowania, walidacji i wykorzystania sond fluorescencyjnych do
badania bionieorganicznych analitow w komérkach.

o OkreSlenie  nowych  oryginalnych  zalezno$ci  pomiedzy  strukturg a
selektywnoscig/odwracalnoscia odpowiedzi sond fluorescencyjnych na anality
bionieorganiczne

o Okreslenie kryteriéw idealnej sondy fluorescencyjnej do zastosowan biologicznych oraz
przedstawienie wymaganych protokotéw walidacji w celu zapewnienia niezawodno$ci
wykrywania.

o Usystematyzowanie i rozwiniecie koncepcji dwuanalitowych sond fluorescencyjnych do
zastosowan biologicznych w zywych komorkach jako narzedzi zwiekszajacych
wiarygodno$¢ badania zalezno$ci miedzy réznymi parametrami

e Rozwdj i walidacja niezawodnych i praktycznych narzedzi fluorescencyjnych (sond,
testow i protokoléw) do badania analitéw bionieorganicznych
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o Opracowanie uniwersalnego protokotu dla zastosowania sond fluorescencyjnych do
wykrywania analitéw bionieorganicznych w komérkach

o Opracowanie specyficznej sondy do wykrywania trans-arylowych komplekséw
platyny(I) o potencjale terapeutycznym i zwigzanej z nig wiarygodnej metody oceny
ich stabilno$ci metabolicznej w warunkach in vitro

o Opracowanie ratiometrycznej wersji sondy Calcein-AM, FICFel do bardziej
wiarygodnego wykrywania labilnych form jonéw zelaza(ll) oraz powigzanego z nig
testu do badania skutecznosci terapii chelatujacej zelazo w guzach litych

o Opracowanie pierwszej ratiometrycznej sondy do monitorowania labilnych form jonéw
miedzi(I) w organellach (mitochondria)

o Wykorzystanie obrazowania czasu zycia fluorescencji do bardziej wiarygodnej
(niezaleznej od stezenia sondy) detekcji RONS w komorkach z zastosowaniem sond
opartych na intensywnosci.

o Zastosowanie sondy i protokotu do niezawodnego wykrywania RONS w mitochondriach
niezaleznie od potencjatu btonowego

o Glebsze poznanie proceséw biologicznych zwigzanych z analitami bionieorganicznymi
poprzez zastosowanie tych narzedzi

o Wykazanie, ze glutation moze sekwestrowac kompleksy transplatyny i ze ich stabilnos$¢
wobec glutationu moze korelowa¢ z ich aktywno$cig komérkowg

o Odkrycie istnienia obszaru podwyzszonego stezenia labilnych form jonédw zelaza(II) w
trojwymiarowych modelach guzoéw litych (sferoidach)

o Wpykazanie istotnej réznicy pomiedzy klinicznie zatwierdzonymi chelatorami w
skutecznos$ci chelatowania zelaza w modelach guzéw litych (sferoidy)

o Ujawnienie inhibicji przez cisplatyne wychwytu miedzi do mitochondriow

o Wykazanie, Ze rodniki nitroksylowe moga odwracalnie informowac o statusie redoks
komérek w mitochondriach

o Udowodnienie, Ze oddechowy wirus syncytialny wykorzystuje zmiany w generowaniu
RONS w mitochondriach do promowania infekcji

o Usystematyzowanie i stworzenie podstaw rozwoju nowego obszaru badawczego
obejmujacego wykorzystanie sond dwuanalitowych w biologii

o Opisanie kluczowych zatozen, wyzwan, kierunkéw rozwoju i mozliwosci jakie daja
sondy dwuanalitowe w badaniu srodowiska biologicznego i zwr6cenie uwagi na tego
typu narzedzia w kontekScie biologicznych (ponad 200 cytowan w ciggu 4 lat,
niezmienne wyroéznienie ,Highly cited paper” bazy danych Web of Science)

o Zainspirowanie dziesigtek grup badawczych z catego $wiata pracg w tym obszarze, co
doprowadzito do powstania kilkudziesieciu przyktadéw narzedzi tego typu (>5-krotny
wzrost ilosci biologicznie kompatybilnych sond dwuanalitowych od momentu
opublikowania mojej pracy)

4.E Omoéwienie mozliwych zastosowan osiaggnietych wynikow

Przedstawione powyzej wyniki $wiadcza o znaczacym wktadzie w projektowanie, rozwdj i
wykorzystanie bardziej wiarygodnych sond fluorescencyjnych w badaniu analitow
bionieorganicznych w modelach biologicznych.

e Dla biologéw chemicznych wyniki dostarczaja nowych strategii i Sciezek do projektowania
nowych sond fluorescencyjnych o niespotykanej dotad niezawodnosci, a takze protokotow i
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sposobdéw ich walidacji i umozliwienia ich skutecznego zastosowania w odpowiedzi na
pytania biologiczne.

e Opracowanie nowych protokotéw moze poméc duzej liczbie badaczy biomedycznych w
niezawodnym stosowaniu komercyjnych, jak réwniez nowo opublikowanych sond, dzieki
czemu ich wyniki beda bardziej wiarygodne i doktadne.

e Zrozumienie choroby - opracowane sondy, jak réwniez ich przyszte generacje mogg pomoc
w fundamentalnym zrozumieniu proceséw patofizjologicznych, ktoére, jak sie okazuje, sa
kontrolowane lub mediowane przez bionieorganiczne anality. Réznice w profilach
bionieorganicznych réznych choréb (np. nowotwordw, neurodegeneracji, zapalenia) i ich
etapéw moga otworzy¢ droge do rozwoju biomarkeréw i terapii opartych na analitach
bioinorganicznych.

e Opisane wyniki moga by¢ podstawa do opracowania lepszych terapii poprzez

o rozwoj testéw fluorescencyjnych w celu szybkiej i niezawodnej identyfikacji
bioaktywnych czasteczek poprzez monitorowanie, czy wplywaja one na
bionieorganiczne anality w zywych komérkach

o ocene (i) stabilnosci zwigzkéw przeciwnowotworowych opartych na platynie (ii)
skutecznosci kandydatéw na leki (chelatory zelaza), jak rowniez

o rozszyfrowanie mechanizméw dziatania lekéw - tj. czy indukujg one zaburzenie
homeostazy miedzi(1I), zelaza(II) lub RONS (np. w wysokoprzepustowym badaniach
przesiewowych opartych o obrazowanie)

o Uksztaltowanie nowego obszaru badan nad sondami dwuanalitowymi do zastosowan
biologicznych, przyczyniajac sie do co najmniej 5-krotnego wzrostu iloSci biologicznie
kompatybilnych sond dwuanalitowych w ciggu ostatnich 4 lat oraz wptywajac na programy
badawcze wielu grup na catym $wiecie, ktére obecnie rozpoczety nad nimi prace.

5. PREZENTACJA  ZNACZACE] DZIALALNOSCI NAUKOWE] LUB
ARTYSTYCZNE] PROWADZONE] W WIECE] NIZ JEDNE] UCZELNI,
INSTYTUCJI NAUKOWE] LUB KULTURALNEJ, W SZCZEGOLNOSCI W
INSTYTUCJACH ZAGRANICZNYCH

Licencjat i tytut magistra zdobytem na uczelni w Polsce ale pozostata cze$¢ mojej kariery naukowej
miata miejsce w instytucjach zagranicznych, az do momentu mojego powrotu do Polski do Instytutu
Chemii Bioorganicznej PAN we wrze$niu 2017 roku.

5.A Opis dzialalnosci naukowej nieuwzglednionej w osiagnieciu naukowym
4.C

5.A.1 Badania prowadzone w School of Chemistry, University of Sydney, Australia
(2014-2017)

Poza osiagnieciami naukowymi opisanymi w punkcie 4C, bedacymi gltéwnym przedmiotem
niniejszego wniosku, w trakcie stypendium podoktorskiego na Uniwersytecie w Sydney w grupie
prof. Elizabeth New bytem zaangaZowany w kilka innych projektéw badawczych. Pierwsza grupa
projektéw dotyczy podobnych tematéw jak te wymienione w punkcie 4C (opracowanie sond
fluorescencyjnych dla bioanalitéw). Jednym z przyktadéw jest méj wktad w charakterystyke in vitro
i demonstracje dzialania (tzw. proof-of-concept) pierwszej sondy fluorescencyjnej na bazie
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karboranu do barwienia komoérkowych kropli lipidowych (publikacja P17 - wspoétautor).
Przeprowadzitem réwniez resynteze i potwierdzitem odwracalno$¢ odpowiedzi na jony srebra(l)
nowej sondy fluorescencyjnej opartej na kumarynie, ktéra zostata wykorzystana do badania
stabilno$ci nanoczastek srebra w roztworach wodnych nasladujacych rzeczywiste Srodowisko
(publikacja P15). Aby jeszcze bardziej zwiekszy¢ wptyw tej pracy na rozwdj dyscypliny,
zainicjowatem wspétprace z grupg prof. Wojciecha Chrzanowskiego (University of Sydney). Moja
wiedza w zakresie walidacji i charakterystyki sond fluorescencyjnych zostata r6wniez wykorzystana
do zbadania wlasciwosci fluorescencyjnych zestawu tetrazoli terpirydynowo-arylowych
zsyntetyzowanych przez grupe prof. Max Massi (Curtin University, Australia). Moje prace
doprowadzity do identyfikacji kilku z tych zwigzkow jako skutecznego zestawu sond do notorycznie
trudnej dyskryminacji Zn(II) od Cd(Il) (publikacja P16 ). Dzieki mojej wiedzy na temat
projektowania, walidacji i wykorzystania sond fluorescencyjnych do badania stanu redoks (jak
opisano w podrozdziale 4.C1.) mogtem wnie$¢ znaczacy wktad (jako wspoétautor) do manuskryptu
przegladowego omawiajgcego strategie kierowania do mitochondriéw sond fluorescencyjnych do
wykrywania zmian redoks (publikacja P18). To réwniez wplyneto na mojg prace w zakresie
wiarygodnej charakterystyki zmian w generowaniu reaktywnych form tlenu w mitochondriach
ludzkiej komorki gospodarza po zakazeniu wirusem RSV, ktdre zostaty przedstawione w publikacji
P5 opisanym juz w czes$ci dotyczacej osiggniecia habilitacyjnego.

Druga grupa projektéw dotyczyta opracowania komplekséw metali jako sond do wykrywania
analitow biochemicznych do zastosowania w rezonansie magnetycznym. W tej pracy moja gtéwna
rolg byto projektowanie narzedzi, jak réwniez nadzorowanie dwéch doktorantéw w ich wysitkach
eksperymentalnych, analizowanie wynikéw i pomoc w wycigganiu wnioskéw w celu podjecia
decyzji o kolejnych krokach. W ramach tych wysitkéw z powodzeniem opracowaliSmy pierwsze
magnetogeniczne kompleksy kobaltu o potencjalnym zastosowaniu w detekcji $rodowiska
redukujacego w komdrkach (publikacja P21) oraz pierwszy kobaltowy czujnik paraSHIFT dla
anion6w mogacy operowaé¢ w roztworach wodnych (publikacja P19). Wykorzystujac wiedze
zdobyta w badaniach nad nikotynamidem jako czasteczka reagujaca na redoks, przyczynitem sie do
zaprojektowania, a nastepnie analizy odpowiedzi na zmiany redoks $rodka kontrastowego MRI
opartego na Gd(III) i posiadajgcego nikotynamid jako grupe redoks-aktywna (publikacja P14).
Zastosowalem rowniez mojg wiedze, zgromadzong m.in. w ramach mojej pracy doktorskiej, aby
wnie$¢ wkiad w prace prof. Matthew Shores nad rozwojem komplekséw magnetogenicznych na
bazie zelaza(Il) (projektowanie zwigzku, pomoc w interpretacji danych), co zaowocowato
wspotautorstwem publikacji P12.

5.A.2 Badania prowadzone w Zakladzie Sond Molekularnych i Prolekéw, ICHB PAN
(2018-2022)

Po odbyciu stazu podoktorskiego na University of Sydney, przeniostem sie do Instytutu Chemii
Bioorganicznej PAN w Poznaniu i sformutowatem nowy, niezalezny program badawczy jako
kierownik Zaktadu Sond Molekularnych i Prolekéw. Stosujgc szeroka interdyscyplinarnos¢ Kieruje
zespolem w pracy nad kilkoma r6znymi kierunkami badan.

Gtowny kierunek moich badan wywodzi sie z opisanej w osiaggnieciu (publikacja P9) pracy
seminalnej dotyczacej projektowania i koncepcji wykorzystania sond dwuanalitowych w
zastosowaniach biologicznych. Na te badania skutecznie pozyskatem finansowanie i z powodzeniem
rozwijatem dwuanalitowe sondy fluorescencyjne (finansowanie w ramach programu HOMING), ale
takze bioluminescencyjne (program SONATA) do wykrywania par analitéw bionieorganicznych i
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enzymoéw, jak réwniez opracowanie wiarygodnych testow analitycznych wykorzystujacych te
narzedzia w praktyce. W ramach tych prac opracowaliSmy m.in. nowatorska, zielong metode
syntetyczng tworzenia wigzan amidowych jako wytrzymatych biokompatybilnych tacznikéw
(publikacja P11 ),kt6ra mozemy teraz zastosowac do sprzegania ze soba réznych sktadnikéw sond.
Ponadto, z powodzeniem opracowali$§my (manuskrypty w przygotowaniu):

e dwuanalitowe sondy fluorescencyjne for do bardziej wiarygodnej detekcji a) hipoksji
(srodowisko redukujace i pH) b) ferroptozy (zelazo(Il) i stress oksydacyjny) oraz c)
podatnosci komoérek ludzkich (gospodarza) na infekcje SARS-CoV-2 (dwa ludzkie enzymy
proteolityczne aktywujace wnikanie SARS-CoV-2 do komoérek) - wyniki tych badan s3
obecnie przedmiotem czterech manuskryptéw w przygotowaniu.

e Dwuanalitowe narzedzia oparte na bioluminescencji do wykrywania a) hipoksji b)
zelaza(Il) oraz c) potencjalu redukcyjnego komoérek (enzymdéw) - przedmiot trzech
manuskryptéw w przygotowaniu

e wiarygodne testy multiparametryczne do zastosowan praktycznych, w tym: a)
wysokoprzepustowy zminiaturyzowany test do identyfikacji inhibitoréw infekcji komérek
ludzkich wirusami typu RNA b) multiparametryczny i wielowymiarowy test do wykrywania
ferroptozy - oba testy stanowig przedmiot patentéw w przygotowaniu.

Pod moim nadzorem i kierownictwem dwoje stypendystéw podoktorskich dotgczyto do mojego
zespotu, aby pracowac nad projektami z zakresu wieloparametrycznej detekcji i obrazowania,
ktorych sg liderami. Jeden z grantéw zostat uzyskany w ramach programu finansowania PACIFIC
programu Horizon Europe COFUND (MSCA action), kierowanego przez dr Mariie Dekaliuk, ktérego
celem jest opracowanie testu opartego na wykorzystaniu i poprawie czutosci zjawiska FRET do
ilosciowego oznaczania wielu biatek w ptynnych prébkach biologicznych. Nasze modelowe cele
molekularne to trzy szeroko stosowane biomarkery biatkowe: antygen specyficzny dla prostaty
(PSA), fetoproteina (AFP) i antygen zarodkowy raka (CEA). Drugi projekt (program SONATINA)
prowadzony przez dr Magdalene Derbis ma na celu opracowanie zestawu narzedzi obrazowych do
badania agregacji i rozpuszczania poliglutaminowanego biatka FMR1 odpowiedzialnego m.in. za
zespot drzenia i ataksji zwigzany tamliwym chromosomem X, nalezacy do tzw. choréb rzadkich. W
ramach tego projektu skupiamy sie zaréwno na opracowaniu nowych sond do wizualizacji
agregatow, jak i na wiarygodnych protokotach akwizycji i analizy obrazu, ktére pozwolg badaé
proces z niespotykang dotad rozdzielczo$cig przestrzenng i czasowg (m.in. z wykorzystaniem
najnowszej technologii MINFLUX pozwalajgcej na obrazowanie fluorescencyjne z doktadnoscig
nawet < 5 nm).

Inny kierunek badawczy, ktéry zapoczatkowalem w moim Zaktadzie, dotyczy opracowania
zwigzkow chemicznych, ktére kowalencyjnie i selektywnie przytaczajg sie do biatek in situ. Badamy
rozwdj takich narzedzi dla réznych zastosowan, w tym:

a) obrazowania lokalnego mikrosrodowiska biatek z niespotykana dotad rozdzielczoScig
poprzez potaczenie sond chemicznych (program OPUS) oraz najnowocze$niejszej unikalnej
infrastruktury obrazowania fluorescencyjnego Minflux z rozdzielczo$cig do pojedynczego
nanometra (pojedyncza czasteczka - projekt Polska Mapa Drogowa Infrastruktury
Badawczej NEBI)

b) identyfikacja celow molekularnych i niepozadanych oddziatywan (tzw off-targets)
kandydatéw na leki (projekt EU-OPENSCREEN-DRIVE w ramach schematu finansowania
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Horizon 2020 INFRADEV, we wspétpracy z ekspertem biomedycznym, prof. Alwin Kramer z
Instytutu Helmholz DKFZ, Heidelberg, Niemcy).

c) Rozwoj kowalencyjnych inhibitoréw dla poprawy specyficznosci i skutecznosci inhibicji (np.
projekt w ramach programu finansowania MINIATURA prowadzony przez adiunkta w moim
Zakladzie, dr Michata Jakubczyka)

5.A.3 Badania prowadzone w Centrum Wysokoprzepustowych Badan
Przesiewowych, ICHB PAN (2021-2022)

Oproécz kierowania swoja grupa badawcza (Zaktadem), jestem réwniez kierownikiem Centrum
Wysokoprzepustowych Badan Przesiewowych (CHTSS) w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN.
Mimo Ze projekt rozpoczat sie jako przedsiewziecie infrastrukturalne, ktére miato by¢ zakorniczone
w 2023 roku, udato mi sie rozwing¢ i otworzy¢ Centrum dla dziatalnosci badawczej w 2021 roku,
czyli dwa lata przed planowanym terminem. Dwa gtéwne cele CHTSS to (i) wspieranie badan
$Srodowiska naukowego w Polsce i za granicg z wykorzystaniem wiedzy i infrastruktury w zakresie
wysokoprzepustowego odkrywania i walidacji czasteczek bioaktywnych oraz (ii) prowadzenie
badan nad udoskonaleniem testdw i metodologii dla bardziej wiarygodnej i pogtebionej identyfikacji
i charakterystyki czasteczek bioaktywnych. Centrum funkcjonuje jako partnerski osrodek
zatozycielski paneuropejskiej infrastruktury badawczej EU-OPENSCREEN ERIC obejmujacej 33
zespoly z 10 krajow Europy, certyfikowanych pod katem najwyzszej wiarygodnosSci naukowe;j i
rzetelno$ci. Koncepcja EU-OPENSCREEN zostala réwniez opisana w recenzowanej publikacji
naukowej (publikacja P13)

W ciggu ostatnich dwoch lat w ramach dziatan Centrum bratem udziat w ponad 20 projektach
badawczych poprzez projektowanie eksperymentéw, planowanie i interpretacje danych w fazach
rozwoju testéw i/lub badan przesiewowych. Wspoétpraca ta jest wymieniona w czesci 5.B. Ponizej
opisuje wybrane trzy kierunki badan, ktore sg rozwijane dtugoterminowo i prowadzone z mojej
wilasnej inicjatywy w ramach wzmocnienia pozycji Centrum na arenie miedzynarodowe;j.

Pierwszym obszarem moich badan w ramach CHTSS bylto stworzenie wysokoprzepustowych
protokotéw i metodologii badawczych do eksperymentalnej oceny potencjatu zwigzkow
niskoczasteczkowych do zaktécania w sposéb niespecyficzny powszechnie stosowanych oznaczen i
technologii analitycznych (tzw. "bio-profilowanie"). W szczeg6lnosci bytem gtéwnym uczestnikiem
projektu EU-OPENSCREEN-ERIC, opracowat koncepcje i zaprojektowat szczegétowe protokoty
eksperymentalne do wiarygodnej oceny tendencji zwigzkéw niskoczasteczkowych do (a)
generowania reaktywnych form tlenu, (b) hamowania lucyferaz uzywanych w testach opartych na
bioluminescencji oraz (c) wigzania/interakcji z jonami metali, ktére s3 najczestszymi Zrodtami
artefaktéw w kampaniach przesiewowych. M6j zespét wygrat takze konkurs na przeprowadzenie
badan nad generacjg RONS (trzy testy identyfikujgace ré6zne mechanizmy generacji RONS) i inhibicja
lucyferaz (trzy rozne lucyferazy) 100 000 zwigzkéw wybranych przez EU-OPENSCREEN jako tzw.
biblioteki niecelowanej zwigzkéw chemicznych. Wyniki tych prac sg stopniowo umieszczane w
specjalnej, nalezacej do EU-OPENSCREEN i w pelni ogélnodostepnej Europejskiej Bazie Biologii
Chemicznej (ang. European Chemical Biology Database, https://ecbd.eu). Ponadto, na podstawie tej
pracy, tworzymy obecnie algorytmy do przewidywania potencjalnej reaktywno$ci innych zwigzkéow
na podstawie danych zebranych dla zwigzkéw w bibliotece EU-OPENSCREEN, aby uzupetnié
istniejace parametry (takie jak deskryptory PAINS) i pomé6c w niezawodnej identyfikacji
prawdziwych i specyficznych czasteczek bioaktywnych oraz wczesnej eliminacji tych, ktére mogg
prowadzi¢ do fatszywie pozytywnych wynikow.
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Drugi obszar koncentruje sie na rozwoju wieloparametrycznych, opartych na obrazowaniu
fluorescencyjnym, wysokoprzepustowych testow do fenotypowej oceny aktywnosci i toksycznosci
czynnikéw chemicznych. W szczego6lnosci, stosujemy tzw. metode ,cell-painting”,! ktéra polega na
barwieniu Kkilku elementéw komérkowych (jadro, mitochondria, cytoszkielet, btony i aparat
Golgiego) i porownywaniu zmian we wzorach barwienia wywotanych przez rézne substancje z tymi
wywotanymi przez substancje kontrolne o znanych mechanizmach dziatania. Pozwala to nie tylko
na wiarygodng identyfikacje bioaktywnych czasteczek, ale rowniez daje wglad w ich mechanizm
terapeutyczny. W zalezno$ci od modeli biologicznych (np. linie komérkowe / typy komorek)
stosowanych do badania efektéw dziatania matych czgsteczek, test cell painting moze rowniez da¢
wglad w niespecyficzna i/lub toksyczng aktywnos$¢ zwiazkéw. Z tego wzgledu jest to jeden z
najpotezniejszych i najbardziej niezawodnych sposobéw identyfikacji prawdziwych i specyficznych
substancji bioaktywnych i wczesnej eliminacji tych, ktére w péZniejszych etapach (np. w badaniach
klinicznych) moga okaza¢ sie niebezpieczne, unikajgc marnowania zasobéw, ktére w przeciwnym
razie bytyby inwestowane w dalszy rozwdj i testy kliniczne nieodpowiednich substancji. Nasze
badania w tym obszarze koncentrujg sie na alternatywnych protokotach barwienia (w tym
alternatywnych barwnikéw oraz barwieniu innych cech komoérkowych) jak réwniez nowych
algorytmach analizy obrazu w celu poprawy czutos$ci i zakresu detekcji réznych mechanizmoéow
dziatania. Ponadto, wraz z partnerami pracujemy nad adaptacjg i zastosowaniem metody cell-
painting do potwierdzania bezpieczenstwa zwigzkéw zidentyfikowanych w badaniach
przesiewowych (projekt kierowany przez prof. Anne Kurzynska-Kokorniak w ramach programu
Szybka Sciezka finansowanego przez NCBiR) oraz rozszerzeniem jej na badania bezpieczenistwa
nanomateriatéw (finansowanie w ramach programu Horizon Europe dla projektu i-CARE).

Trzecim kierunkiem badawczym, ktéry eksplorowatem w ramach CHTSS jest rozwoj i zastosowanie
narzedzi do identyfikacji zwigzkéw wigzacych tréjwymiarowe elementy struktury RNA. Podczas gdy
zdecydowana wiekszo$¢ terapii skupia sie na biatkach jako najczestszych celach molekularnych,
inhibicja wielu z nich pozostaje nieosiggalna. Ponadto uwaza sie, ze coraz wieksza liczba cel6w RNA
ma znaczenie dla rozwoju choroby, progresji i oporno$ci na leczenie. To poszerzyto poszukiwania
matych czgsteczek o te, ktére mogtyby wigza¢ i modulowac stabilno$¢ i/lub aktywnos¢ czasteczek
RNA. Ostatnio zaadaptowalismy i zoptymalizowaliSmy wcze$niej opublikowany test oparty o
wypieranie barwnika ze struktur RNA (ang. indicator-displacement assay)? do wykrywania
substancji wiagzacych petle RNA i z powodzeniem wykorzystaliSmy go w identyfikacji bioaktywnych
zwigzkow o potencjalnym zastosowaniu w terapii grypy i infekcji SARS-CoV-2. Obecnie pracujemy
w Scistej wspétpracy z kilkoma partnerami akademickimi i przemystowymi (np. jako partnerzy w
projektach ERC Starting Grant i OPUS) prowadzac badania majgce na celu rozszerzenie zakresu
testow do wykrywania wigzania do réznych typoéw struktur 3D RNA i identyfikacji szerszego
zakresu zwigzkow niskoczasteczkowych wigzacych RNA.

5.A.4 Badania prowadzone przed uzyskaniem stopnia doktora
Ecole Normale Supérieure de Lyon, Francja (doktorat)

Glownym tematem mojej pracy doktorskiej byto opracowanie komplekséw metali na bazie
zelaza(II), ktére mogtyby przelaczac sie pomiedzy ré6znymi stanami magnetycznymi pod wptywem
bodzcow zewnetrznych, co mogtoby znalez¢ zastosowanie w detekcji bioanalitow. W wiekszosci
kompleksow zelazo(Il) posiada niesparowane elektrony d, co czyni te zwigzki paramagnetycznymi.
Z Kkolei gadolin jest zawsze paramagnetyczny (7 niesparowanych elektronéw) i dlatego jest
stosowany jako powszechny Srodek kontrastowy w obrazowaniu rezonansem magnetycznym
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(MRI), jednej z najpotezniejszych technik obrazowania medycznego. W przypadku responsywnych
$rodkéw kontrastowych, te oparte na gadolinie zawsze beda mialy szczatkowy sygnatl tta nawet
przed interakcjg z analitem ze wzgledu na ich staly paramagnetyzm. Stwarza to znaczne ryzyko
pomylenia wzrostu kontrastu spowodowanego interakcjg z celem molekularnym (przejScie ze stanu
wylaczonego do wilaczonego - tzw. turn-on) ze wzrostem spowodowanym nagromadzeniem
wytaczonej, ale nie w pelni wyciszonej formy sond opartych na gadolinie. Zelazo(II) natomiast moze
by¢ przetaczone ze stanu prawdziwie diamagnetycznego do paramagnetycznego poprzez zmiane
jego sfery koordynacyjne;j.

W ramach mojej pracy bytem gtéwnym autorem publikacji przegladowej, w ktdrej po raz pierwszy
zdefiniowatem kryteria dla pozbawionych tta sond magnetogenicznych (od diamagnetycznych do
paramagnetycznych) oraz oméwitem krok po kroku projektowanie takich narzedzi, jednocze$nie
krytycznie oceniajac obecne préby ich opracowania (publikacja P22). Przygotowalem réwniez i
scharakteryzowatem szereg binarnych diamagnetycznych, paramagnetycznych i typu spin-cross-
over kompleksow zelaza(Il) opartych na ligandach bispidynowych (3,7-diazabicyklo[3,3,1]nonan
(publikacja P23). Obejmowaly one a) dopiero drugi przyktad binarnej diamagnetyczno-
paramagnetycznej pary komplekséw Zelaza(ll) nadajacych sie do opracowania sond
magnetogenicznych oraz b) zademonstrowaty pierwsze zachowanie spin-cross-over w
kompleksach bispidynowych. Moja ekspertyza pozyskana w ramach tej pracy zostata doceniona
m.in. przez moje zaangazowanie w doradzanie czotowemu ekspertowi w tej dziedzinie (Prof. Peter
Comba - autor ponad 50 manuskryptéw na temat komplekséw bispidyna-metal) w zakresie
projektowania i protokotu eksperymentalnego do przygotowania tego nowego typu ligandéw
bispidynowych i ich komplekséw. Swiadczy to dodatkowo o oryginalnosci i wysokiego poziomu
mojego osiggniecia.

Jacobs University Bremen, Niemcy

Moje pierwsze projekty eksperymentalne byly realizowane w latach 2007-2009 w grupie prof.
Gerda-Volkera Roeschenthalera poczatkowo na Uniwersytecie w Bremie, a nastepnie na
Uniwersytecie Jacobsa w Bremie (w sumie 12 miesiecy), gdzie skupiatem sie na syntezie i doktadnej
charakterystyce spektroskopowej fluorowanych fosfonianéw. W poréwnaniu do fosforanow i
fosfopoliestrow, ktére szeroko wystepuja w przyrodzie, fosfoniany posiadajg bardziej stabilne
wigzanie P-C, ktore zastepuje jedno z potaczen P-O-C, dzieki czemu fosfoniany s3 czesto mniej
podatne na hydrolize, zachowujgc jednoczesnie steryczny i fizyczny charakter fosforandow.
Wprowadzenie fluoru do zwigzkéw organicznych, czesto w miejsce wodoru, pozwala na radykalng
zmiane wiasciwosci chemicznych (ze wzgledu na elektronegatywno$¢ fluoru i odwrdcong
polaryzacje wigzania C-F w stosunku do C-H) przy niewielkich zmianach wymagan sterycznych
(fluor ma najbardziej zblizony promien atomowy do wodoru sposroéd wszystkich pieriwiastkow z
wyjatkiem gazéw szlachetnych). Prowadzi to do coraz szerszego wykorzystania zwigzkow
fluorowanych, od bioaktywnych (np. farmaceutyki, biocydy), poprzez surfaktanty i ciecze jonowe do
antykorozyjnych, farb i innych. W swojej pracy zsyntetyzowatem ponad 20 fluorowanych
arylofosfonianéw (publikacja P24) oraz w ramach wspotpracy przemystowej, opracowywatem
nowe metody wprowadzania fluoru do zwigzkéw organicznych.
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5.B Wspolpraca z krajowymi i zagranicznymi instytucjami lub
organizacjami

5.B.1 Wspolpraca miedzynarodowa

5.B.1.1 Biezaca wspétpraca

University of Sydney, Australia

e Prof. Elizabeth ] New (od 2014)

O

Kontynuacja wspoétpracy po przejsciu do ICHB PAN, ktora obejmowata ukonczenie
wielu projektéw badawczych, ktére zaowocowaty kilkoma publikacjami (w tym
publikacje z listy tych opisanych w ramach osiagniecia), wymiane studentéw i
partnerstwo w jednym z moich projektéw badawczych (Homing) - zakoriczonym w
2022 roku, a takze opracowywanie wykorzystania macierzy fluorescencyjnych do
wykrywania jondéw metali w probkach srodowiskowych z wykorzystaniem
technologii mikrofluidyki w no$niach papierowych(w toku)

e Prof. Wojciech Chrzanowski (od 2015 r.)

O

Wspélpraca zainicjowana podczas pracy w grupie prof. E] New, kiedy to
zorganizowatem z wtlasnej inicjatywy pierwsze spotkanie obu zespotéw, ktore
doprowadzito do dtugotrwatej wspétpracy obu grup w zakresie 5 ré6znych tematow
= Rezultat - publikacja: Z Lim, DG Smith, JL Kolanowski, RL Mattison, JC
Knowles, S-Y Baek, W Chrzanowski, E] New, A reversible fluorescent probe
for monitoring Ag(I) ions. Journal of the Royal Society Interface 2018, 15,
20180346.
W ramach mojej pracy juz w ICHB PAN stworzytem réwniez wspdlng agende
badawcza dotyczaca rozwoju narzedzi chemicznych do badania interakcji
nanoczastek z komoérkami i ich wptywu na Srodowisko komédrkowe.
= Rezultat: wspélny projekt iCARE w ramach Horizon Europe (3 miln EUR,
HORIZON-CL4-2022-DIGITAL-EMERGING-01-35, rozpoczecie w styczniu
2023, konsorcjum 7 partneréw akademickich i 5 przemystowych).

e Prof. Stuart Fraser (od 2015 r.)

O

O

Wspélpracowatem z prof. Fraser’'em nad projektem wykorzystujacym rézne
fluorofory (w szczeg6lnosci Nile Blue i nowa sonda kumarynowo-karboranowa) do

badania zmian w rozmieszczeniu dotychczas nieuchwytnych
wewnatrzkomérkowych  lipiddbw w  mysich embrionalnych komérkach
macierzystych.

Rezultat - publikacje:

= BB Boumelhem, C Pilgrim, VE Zwicker, JL Kolanowski, JH Yeo, KA Jolliffe, EJ
New, ML Day, S] Assinder, ST Fraser*, Intracellular flow cytometric lipid
analysis - a multiparametric system to assess distinct lipid classes in live
cells. Journal of Cell Science 2022; 135 (5): jcs258322 -> przeprowadzitem
kluczowe eksperymenty pokazujace przydatnos¢ Nile Blue w wykrywaniu
innej puli lipidéw niz szeroko stosowany barwik Nile Red, przyczynitem sie
do teoretycznego wyjasnienia zmian fluorescencji Nile Blue w obecnosci
réznych lipidéw, bratem udziat w redakcji manuskryptu

= A Wu+,]L Kolanowski*, BB Boumelhem, R Lee, A Kaur, ST Fraser, E] New, LM
Rendina, A New Carborane-Containing Fluorophore as a Stain of Cellular
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Lipid Droplets. Chemistry - An Asian Journal 2017, 12, 1704-1708. -> Moja
rola jako lidera bioanalitycznej czes$ci pracy obejmowata spektroskopowq
charakterystyke sond karboranowo-kumarynowych, walidacje ich dziatania
in vitro i in cellulo, analize i interpretacje danych, przygotowanie
manuskryptu.

Ecole Normale Superieure Lyon, Francja - Prof. Jens Hasserodt (od 2013)

e Kontynuowalem wspotprace po zakonczeniu mojego doktoratu

e Temat: magnetogeniczna sonda typu spin-switching do detekcji anionéw w wodzie

e Moja rola obejmowala pomyst, wykonanie do$wiadczen analitycznych i opracowanie
manuskryptu (w przygotowaniu).

University of Birmingham, Wielka Brytania (wcze$niej University of Heidelberg, Niemcy) -
prof. Dirk-Peter Herten (od 2016 1.)

e Zainicjowalem wspélprace, ktéra koncentruje sie na rozwoju sond chemicznych i
protokotéw do obrazowania super-rozdzielczego (wymiana materiatow eksperymentalnych
i pomystéw badawczych).

DKFZ Helmholz Insitute, Heidelberg, Niemcy - prof. Alwin Krimer (od 2021 r)

e Wspdtpraca zainicjowana w ramach projektu EU-OPENSCREEN-DRIVE nad stworzeniem
sond molekularnych do identyfikacji celow komoérkowych substancji bioaktywnych -
analogéw gryseofulwiny (badania chemoproteomiczne) identyfikacja celéw molekularnych
i niepozadanych oddziatywan (tzw. off-targets)

5.B.1.2 Biezaca wspélpraca w ramach Centrum Wysokoprzepustowych Badan
Przesiewowych

EU-OPENSCREEN-ERIC, Berlin, Niemcy - dr Wolfgang Fecke (od 2018)

e Wspétpraca w ramach Konsorcjum Europejskiej Infrastruktury Badawczej (ERIC), w ktérym
jestem przedstawicielem placowki partnerskiej ICHB PAN
e Tematy:
o wiarygodne protokoly i metodologie dla wysokoprzepustowych badan
przesiewowych
o bioprofilowanie bibliotek zwigzkéw chemicznych w celu identyfikacji potencjalnych
artefaktoéw w kampaniach przesiewowych
e Rezultat - publikacja: P Brennecke, D Rasina, O Aubi, K Herzog, ] Landskron, B Cautain, F
Vincente, ] Quintana, ] Mestres, B Stechmann, B Ellinger, ] Brea, JL. Kolanowski, R Pilarski, M
Orzaez, A Pineda-Lucena, L Laraia, F Nami, P Zielenkiewicz, K Paruch, E Hansen, JP von Kries,
M Neuenschwander, E Specker, P Bartunek, S Simova, Z Lesnikowski, S Krauss, L Lehtio, U
Bilitewski, M Bronstrup, K Tasken, A Jirgenson, H Lickert, MH Clausen, JH Andersen, M]
Vincent, O Genilloud, A Martinez, M Nazare, W Fecke, P Gribbon, EU-OPENSCREEN: A Novel
Collaborative Approach to Facilitate Chemical Biology. SLAS Discovery 2019, 24(3), 298-413.

University of Cambridge, Wielka Brytania - Prof. Folma Buss (od 2021)

o Temat: identyfikacja specyficznych kandydatéw na inhibitory wobec mikrobiologicznych
biatek miozyny
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e Moj wktad obejmuje projektowanie, analize danych i nadzér nad adaptacjg testow,
badaniami przesiewowymi i walidacjg trafien.

Ludwig-Maximilians-Universitaet Monachium, Niemcy - Prof. Claudia Veigel (od 2022)
e Temat: identyfikacja specyficznych inhibitoréw ludzkiej miozyny jako narzedzi do badania
proceséw komérkowych regulowanych przez miozyne
e Moj wktad obejmuje projektowanie, analize danych i nadzér nad adaptacja testow,
badaniami przesiewowymi i walidacja trafien.

5.B.1.3 Wczesniejsza wspotpraca

Colorado State University, USA - Prof. Matthew Shores (Collaborator 2015-2019)

e Temat: Kontrola stanu spinu w roztworze za pomocg bodzcéw (bio)chemicznych
e Zainicjowalem wspétprace z prof. Shores i zaproponowatem mu oryginalny pomyst
szczeg6lnej konstrukcji kompleksow zelaza(Il) wykazujacych czuto$¢ na zmiany w
Srodowisku, stuzytem rada w zakresie syntezy, projektowania eksperymentéw i analizy
danych.
o Rezultaty
o Plakat konferencyjny prezentowany w ramach wspoétpracy na 249th ACS National
Meeting & Exposition, marzec 2015, Denver (CO), USA
o Publikacja: T] Ozumerzifon, RF Higgins, JP Joyce, ]L _Kolanowski, AK Rappe, MP
Shores, Evidence for Reagent-induced Spin-State Switching in Tripodal Fe(II)
Iminopyridine Complexes. Inorganic Chemistry, 2019, 2(12), 7785.

University of Melbourne, Australia - Prof. Marie Bogoyevitch (Collaborator 2015 - 2019)

e Temat: Badanie zaburzen réwnowagi redoks w mitochondriach komérek zakazonych
wirusem z wykorzystaniem sond fluorescencyjnych

e Zainicjowatem i koordynowatem wspotprace proponujac rozwigzania problemu badania
tworzenia ROS w mitochondriach z zaburzonym potencjatem btonowym, doradzatem w
zakresie protokotu zastosowania wiarygodnych sond fluorescencyjnych, w tym
projektowania eksperymentdéw, rozwigzywania problemdw i interpretacji danych

e Publikacja wynikowa: M Hu, KE Schulze, R Ghildyal, DC Henstridge, JL. Kolanowski, EJ New,
Y Hong, AC Hsu, PM Hansbro, PAB Wark, MA Bogoyevitch, DA Jans*. Respiratory Syncytial
Virus co-opts host mitochondrial function to favour infectious virus production. eLife 2019,
8, e42448.

Queensland University of Technology, Australia - Prof. Steven Bottle (Collaborator 2015 -
2018)

e Temat: Sondy oparte na rodnikach nitroksylowych do monitorowania w czasie
rzeczywistym stanu redoks w mitochondriach

e Moj wkiad w te wspéblprace polegal na wykonaniu, analizie i interpretacji wynikéw
eksperymentéw czasu zycia fluorescencji (FLIM) w komoérkach z wykorzystaniem sond
dostarczonych przez prof. Bottle.

e Rezultat - publikacja: KL Chong, BA Chalmers, JK Cullen, A Kaur, JL. Kolanowski, B] Morrow,
K Fairfull-Smith, M] Lavin, NL Barnett, E] New, MP Murphy, SE Bottle, Pro-fluorescent
mitochondria-targeted real-time responsive redox probes synthesised from carboxy
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isoindoline nitroxides: Sensitive probes of mitochondrial redox status in cells. Free Rad. Biol.
& Med. 2018, 128, 97-110.

Curtin University, Australia - Prof. Max Massi (Collaborator 2015 - 2017)

e Temat: arylowe tetrazole funkcjonalizowane terpirydyna do wykrywania jonéw metali

e Moj wktad obejmowat prace nad zsyntezowanymi zwigzkami w celu scharakteryzowania
wlasciwosci wigzania i odpowiedzi fluorescencyjnej tych ligandéw na jony metali oraz
stworzenie testéw opartych na macierzach fluorescencyjnych do rozrézniania Zn i Cd.

e Rezultat - publikacja: P] Wright, JL. Kolanowski, WK Filipek, EG Moore, S Stagni, E] New, M
Massi, Versatility of terpyridine functionalised aryl tetrazoles: photophysical properties,
ratiometric sensing of zinc cations and sensitisation of lanthanide luminescence. European
Journal of Inorganic Chemistry 2017, 44, 5260-5270.

Universitat de Barcelona, Hiszpania - Prof. Patrick Gamez (Collaborator 2016 - 2018)

o doradztwo w zakresie protokotu stosowania naszych sond redoks w badaniach nad
generacja ROS przez kompleksy metali in vitro, projektowanie eksperymentéw i
rozwigzywanie probleméw

McGill University, Kanada - Prof. Gerd Multhaup (Collaborator 2016-2017)

e doradztwo w sprawie protokotu zastosowania naszej odwracalnej sondy do detekcji
labilnych form miedzi(I) w mitochondriach w celu pomiaru zmian w transporcie Cu(I) w
réznych warunkach fizjologicznych i patologicznych.

State University of Notre Fluminense Darcy Ribeiro, Rio de Janeiro, Brazylia - Prof. Adolfo
Horn (Collaborator 2016-2017)

e doradztwo w zakresie syntezy i fluorescencyjnym znakowaniu komplekséw metali
przejs$ciowych o wtasciwosciach cytotoksycznych.

5.B.2 Wspolpraca krajowa

Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu

e Dr hab. Lucyna Mréwczynska i Prof. Marek Sikorski (wspotpracownicy od 2016 r.)
o Temat: Wykrywanie wewngatrzkomoérkowych reaktywnych form tlenu w
erytrocytach ludzkich eksponowanych na flawiny za pomoca sond fluorescencyjnych
o Zainicjowatem te wspoélprace i bralem regularny udzial w jej utrzymywaniu,
doradzatem w zakresie protokotéw dla aplikacji sond, w tym projektowania
eksperymentéw, rozwigzywania problemoéw, analizy danych i iloSciowe;j
interpretacji obrazéw mikroskopowych.
o Rezultaty:
= Poster Kkonferencyjny: prezentowany przez wspoipracownikow na
Oxygenalia 2016, listopad 2016, Poznan, Polska
=  Manuskrypt (w trakcie korekty): M Isinniska-Rak, A Golczak, M GierszewskKi,
Z Anwar, V Cherkas, D Kwiatek, E Sikorska, I Khmielnski, G Brudzinski, L
Mrowczynska*, JL Kolanowski*, M Sikorski*, 5-Deazaalloxazine as
photosensitizer of singlet oxygen and potential redox-sensitive fluorescent
probe.
e Dr hab. Kinga Kamieniarz-Gdula (od 2022)
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o Moja rola to identyfikacja bioaktywnych czasteczek wplywajacych na efektywnos$¢
alternatywnego splicingu (projektowanie, nadzoér i interpretacja danych
generowanych przez mdj zesp6t w procesie skriningu wysokoprzepustowego)

o Rezultaty: jestem formalnym partnerem w projekcie ERC Starting Grant z programu
Horizon Europe kierowanym przez dr hab. Kamieniarz-Gdule

Instytut Genetyki Czlowieka PAN w Poznaniu - Prof. Natalia Rozwadowska

e Temat: Maskowane substraty bioluminogenne do selektywnego obrazowania parametréw
biochemicznych raka

e Jestem liderem w grancie badawczym o tym tytule (SONATA), w ktérym prof. Rozwadowska
jest partnerem konsorcyjnym -> jej rolg jest opracowanie komoérkowych i zwierzecych
modeli raka ptuca w celu zademonstrowania zastosowania rozwijanych przez nas nowych
bioluminogennych substratéw do detekcji parametréw biochemicznych

Politechnika Poznanska - dr Dariusz Brzezinski

e Rozw0j wspomaganych przez SI algorytmdéw i podej$¢ do analizy duzych ilosci danych
numerycznych i obrazowych

6. PREZENTACJA OSIAGNIEC DYDAKTYCZNYCH I ORGANIZACYJNYCH ORAZ
OSIAGNIEC W ZAKRESIE POPULARYZAC]I NAUKI LUB SZTUKI.

6.A Osiagniecia dydaktyczne

6.A.1 Opieka naukowa nad studentami, doktorami w trakcie specjalizacji lub
doktorantami w charakterze opiekuna naukowego lub pomocniczego z
wykazem studiow doktoranckich

Doktoranci:

e Doktoranci realizujacy projekty badawcze pod moja opieka - Srodowiskowe Studium
Doktoranckie ICHB PAN

o Francesca Canyelles I Font (2018 - obecnie)
o Masroor Khan (2019 - obecnie)
o Anna Wychowaniec (2019 - obecnie)

e Inni doktoranci, nad ktérymi sprawowatem opieke:

o Konrad Pakuta (2019 - obrona odbyta sie 19.12.2022 - pozytywnie) - jako promotor
pomocniczy, promotor gtéwny: prof. Michat Jasinski

o Myint Toe (2022 - obecnie) - jako cztonek PhD Thesis Advisory Committee, gtowny
promotor: dr. Remigiusz Serwa (CeNT, Warszawa)

o Dr Michael Harris (2016 - 2017, stopien uzyskany w 2019) - jako bezposredni
opiekun w laboratorium (w roli post-dok), promotor: prof. Tatjana N. Parac-Vogt

o Dr Edward O'Neill (2014 - 2017, stopienn uzyskany w 2017) - jako bezpos$redni
opiekun w laboratorium (w roli post-dok), promotor: prof. Elizabeth ]. New

o Dr Clara Shen (2014 - 2017, stopien uzyskany w 2017) - jako bezposredni opiekun
w laboratorium (w roli post-dok), promotor: prof. Elizabeth J. New
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Studenci:

e magistranci pod moja opieka naukowa (pracujacych na moich projektach badawczych - ze
wzgledu na formalne procedury Wydziatu Chemii Uniwersytetu im. Adama Mickiewicza w
Poznaniu nie mogtem petnic¢ roli promotora, mimo Ze praca zostata wykonana w catosci w
mojej grupie badawczej)

o Anna Wychowaniec (magisterium w 2019 roku, promotor z ramienia uczelni: prof.
Marek Sikorski)

o Karolina Konsewicz (magisterium w 2020 roku, promotor z ramienia uczelni: Prof.
Marek Sikorski

o Katarzyna Wodecka (magisterium 2020, promotor z ramienia uczelni: prof. Marek
Sikorski)

o Wiktoria Nitka (magisterium 2020, promotor z ramienia uczelni: prof. Donata
Pluskota-Karwatka)

o Adrian Rufli (MSc in 2020, promotor z ramienia uczelni: prof. Tomasz Pospieszny)
e pozostali studenci, ktorzy realizowali swoje staze badawcze w mojej grupie:

o Joanna Gosieniecka - licealistka (2019) a nastepnie studentka University College
London (2022)

o Xhorxhina Shauli (2019) - staz letni, studentka programu SERP Uniwersytetu im.
Adama Mickiewicza w Poznaniu

e studenci, nad ktérymi sprawowatem bezposredni nadzér w laboratorium jako doktorant w
ENS Lyon (2010 - 2013)

o Robert Steinhoff z Technische Universitat Miinchen, Niemcy
o Hanno Kossen z University’s College London, Wielka Brytania

6.A.2 Dzialalno$¢ dydaktyczna
Instytut Chemii Bioorganicznej PAN - Poznan, Polska

e Molecular Probes for Biological Applications (15 h kurs dla doktorantéw, dwa lata: 2020,
2022)

Uniwersytet im. Adama Mickiewicza - Poznan, Polska

e Modern Chemical Biology (Wydziat Chemii, 15 h kurs dla doktorantéw, 2019)
e Advances in Molecular Medicine (Wydziat Biologii, 15 h kurs dla magistrantéw, trzy lata:
2020, 2021, 2022)

Uniwersytet Medyczny w Poznaniu / Politechniki Poznanska, Polska

e Chemia Bioorganiczna (7 h wyktadéw, 2 x 8 h seminariow, dla studentéw studiow
licencjackich, 2020, 2021)

University of Sydney, Australia

e Chemia Ogoélna dla 1 roku (CHEM1101) (20 h wyktadéw, 100 h laboratoriéw nadzér, dwa
lata: 2015, 2016)
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6.B Dzialalno$¢ organizacyjna dla spotecznosci naukowej
6.B.1 Aktywnos$¢ w ramach organizacji i towarzystw naukowych

¢ Akademia Mlodych Uczonych PAN (czltonek 2019 - obecnie, wiceprzewodniczacy 2019-
2021, przewodniczacy 2022-obecnie)

o Organizacja ta zrzesza 35 wybitnych mtodych polskich naukowcéw ze wszystkich
dziedzin, ktérzy w dniu wyboru nie majg wiecej niz 38 lat i legitymujg sie stopniem
doktora, wybieranych przez cztonkéw Polskiej Akademii Nauk

o Kilka miesiecy po wyborze na czlonka AMU PAN zostatem wybrany jednym z 3
zastepcow Przewodniczacego AMU PAN koordynujacym w szczegdlnosci wspotprace
miedzynarodows i aktywno$¢ w obszarze doradztwa naukowego, a od poczatku 2022
jestem Przewodniczacym (koordynuje prace wszystkich grup roboczych, prowadze
spotkania i dyskusje, wspieram wybor tematéw i dziatan itp.).

o Dziatalno$¢ w AMU ma charakter spoteczny i wolontaryjny i obejmuje aktywnos¢ w
obszarze popularyzacji nauki (m.in. cykliczne wydarzenia promujgce nauke ws$réod
uczniéw, kobiet, i ogétu spoteczenistwa), polityki naukowej, szczegdlnie w kontekscie
sytuacji miodych naukowcéw (od 2019 bytem zaangazowany w przygotowanie
kilkunastu eksperckich opinii i o$wiadczen komentujacych m.in. rozwigzania
legislacyjne w obszarze polityki naukowej panistwa) oraz doradztwa naukowego (m.in.
udziat w YASAS i SAPEA - szczeg6ty ponizej)

o Struktura doradztwa naukowego akademii mtodych uczonych (ang. Young Academies
Science Advice Structure - YASAS: wspodlzatozyciel i Prezes 2020-2022, Czlonek
Zarzadu 2022 - obecnie)

o Jako wspotzatozyciel i Prezes sieci YASAS, bratem udziat w zbudowaniu konsorcjum i
opracowaniu wspoélnego statutu organizacji. Pracowatem nad budowaniem zaufania i
relacji zaré6wno wewnatrz YASAS, jak i na zewnatrz z organizacjami o
komplementarnych celach. Doprowadzitem do tego, ze YASAS dotaczyt do oficjalnego
mechanizmu doradztwa naukowego dla Komisji Europejskiej w ramach projektu SAPEA
(ang. Scientific Advice for Policy by European Academies)

o obecnie petnie funkcje Czlonka Zarzadu wspierajgc zapewnienie ciaglosci
instytucjonalnej relacji miedzy YASAS a innymi partnerami,

e SAPEA (ang. Scientific Advice for Policy by European Academies - obserwator w
zarzadzie 2021-2022, czlonek zarzadu 2022, zastepca czlonka zarzadu 2022 - obecnie)

o Inicjatywa sieci europejskich akademii nauk bedaca kluczowym naukowym elementem
oficjalnego mechanizmu doradztwa naukowego dla Komisji Europejskiej (SAM, ang.
Scientific Advice Mechanism - https://sapea.info

o Wniostem wktad w rozwdj oficjalnego mechanizmu doradztwa naukowego dla Komisji
Europejskiej w szczegdlnosci w obszarze optymalizacji jakoSci, transparentnosci i
inkluzywnos$ci proceséw doboru ekspertéow jak i zaangazowania i roli mtodych
naukowcéw
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o Bratem udzial w przygotowaniu (w szczeg6lnosci jako lider jednego z pakietow
roboczych) wniosku o dofinansowanie kontynuacji projektu SAPEA, ktéry zostat
pozytywnie rozpatrzony a jego realizacja rozpoczeta sie w maju 2022 roku (budzet 3
mln EUR, 5 partneréw, w tym kierowany wéwczas przeze mnie YASAS)

o Obecnie jestem przedstawicielem YASAS do grupy roboczej projektu (pakiet pracy nr 4
- optymalizacja metodologii i procedur operacyjnych pracy SAPEA w ramach doradztwa
naukowego dla Komisjii Europejskiej) a takze zastepca cztonka Rady Nadzorczej SAPEA
z ramienia YASAS

o EU-OPENSCREEN European Research Infrastructure Consortium (przedstawiciel ICHB
PAN, 2018 - obecnie)

o Certyfikowane konsorcjum europejskiej infrastruktury badawczej (cztonek ESFRI)
zrzeszajace 33 partnerow z 10 krajow europejskich w obszarze biologii chemicznej i
chemii medycznej

o jestem jednym z cztonkéw Komitetu Wykonawczego projektu EU-OPENSCREEN-DRIVE
finansowanego ze Srodkéw Horyzont 2020 i realizowanego przez cate konsorcjum

o Jestem przedstawicielem ICHB PAN w polskim konsorcjum POL-OPENSCREEN z
Polskiej Mapy Drogowej Infrastruktury Badawczej (7 partneréw, z ktérych 3 jest tez
cztonkami EU-OPENSCREEN-ERIC)

o Wczesniejsze cztonkostwo w innych stowarzyszeniach
o Sydney Catalyst Network (2016-2017) - cztonek

o Early-Mid Career Researchers of the Australian Academy of Science - cztonek forum
(2015-2016)

o Australian Society of Molecular Imaging (ASMI) - regularny uczestnik spotkan (2014-
2015)

o Towarzystwo Chemiczne University of Sydney (2014 - 2017)
o Society of Biological Inorganic Chemistry (2014-2016) - cztonek

6.B.2 Aktywnos$¢ w komitetach i komisjach

e (Czlonek Komitetéw Naukowych PAN (2019 - obecnie)
o Komitet Chemii
o Komitet Biologii Molekularnej Komorki
e (Czlonek Komisji Doradczych Dyrektora ICHB PAN (2019 - obecnie)

o Komisja ds. wprowadzenia jezyka angielskiego jako drugiego jezyka (zaproponowatem
i bratem udziat w przygotowaniu wniosku grantowego na wprowadzenie udogodnien
w ICHB PAN dla oséb anglojezycznych, na ktére pozyskaliSmy dofinansowanie 500 000
z1)

o Komisja ds. komercjalizacji i wspétpracy z biznesem (Ocenianie ryzyka i mozliwosci
zwiazanych z komercjalizacja réznych wynikéw badan, przygotowywanie rekomendacji
dotyczacych inwestycji w ochrone IP).
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e (Czlonek komitetu redakcyjnego czasopisma naukowego Analysis & Sensing (Wiley &
Sons, 2021 - obecnie)

o Czasopismo jest inicjatywa Chemistry Europe - zrzeszenia towarzystw chemicznych
krajow Europejskich

¢ Komitety organizacyjne konferencji naukowych:

o Polish Scientific Networks: Climate Change - Science & Society, Uniwersytet
Wroctawski, Polska (28-30.09.2022) - cztonek komitetu organizacyjnego;

o Young Science Beyond Borders 2021, online (16-17.12.2021) - przewodniczacy
komitetu organizacyjnego, prowadzacy sesji i prelegent;

o 9t International Conference on Biotechnology and Bioengineering 2019, ICHB
PAN, Poznan, Polska (25-28.09.2019) - wspétorganizator, przewodniczacy sesji i
prelegent.

6.B.3 Spoteczna aktywnos¢ ekspercka i recenzencka

e Zewnetrzny konsultant polskiego stanowiska w zakresie programow pracy funduszy
europejskich w ramach programu Horyzont Europa (2021 - obecnie), kilkanascie
interwencji w nastepujacych obszarach:

o Europejska Przestrzen Badawcza (m.in. mechanizmy ewaluacji doskonatosci naukowej,
dywersyfikacja karier naukowych i wspoélpraca miedzysektorowa oraz rozwoj
infrastruktur badawczych)

o Programy pracy dla programoéw z Il filaru Horyzontu Europa w obszarze Zdrowie

¢ Konsultant Wielkopolskiego Regionalnego Programu Operacyjnego na lata 2021 -
2027

o Wiekszos$¢ wprowadzonych przeze mnie poprawek zostata zaakceptowana (lata 2020-
2021) a program przyjety przez Komisje Europejska w grudniu 2022 jako jeden z
pierwszych regionalnych programoéw operacyjnych w Polsce

¢ Recenzje artykuléw naukowych - dane z Web of Science (wyszukiwanie: ,Kolanowski Jacek
AND Kolanowski JL”) - 78 recenzji

o Chemical Communications: 49 (wyrézniony wsrdd 5 najlepszych recenzentéw Chemical
Communications w 2018 oraz wsrod 1% recenzentéw z dziedziny Chemii w 2018 wg
Web of Science) - I[F2021: 6,065, 5-letni IF: 5,976

o International Journal of Molecular Sciences: 5 - F2021: 6,208, 5-letni IF: 6,682
o Sensors: 5-F2021: 3,847, 5-letni IF: 4,05

o Molecules: 3 -F2021: 4,927, 5-letni IF: 5,11

o Chemical Society Reviews: 2 - F2021: 60,615, 5-letni IF: 56,283

o Biosensors: 2 - F2021: 5,743, 5-letni IF: 5,972

o ChemBioChem: 2 - F2021: 3,468, 5-letni IF: 3,167

o Chemistry and Biodiversity: 2 - F2021: 2,745, 5-letni IF: 2,581

o Chemosensors: 2 - F2021: 4,229, 5-letni IF: 4,211

o Organic and Biomolecular Chemistry: 2 - F2021: 3,89, 5-letni IF: 3,464

o Interface Focus: 1 - F2021: 4,661, 5-letni IF: 5,338
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o Journal of Materials Chemistry B: 1 - F2021: 7,571, 5-letni IF: 6,788
o Materials: 1-F2021: 3,748, 5-letni IF: 4,042
o Nature Communications: 1 - F2021: 17,694, 5-letni IF: 17,764

6.B.4 Wystapienia ustne na zaproszenie z zakresu doradztwa naukowego i polityki

6.C

naukowej

01-03.11.2022 - InterAcademy Partnership Triennale Conference, Biosphere 2, Arizona,
USA: panelista w sesji “Science Advice by Young Academies”

19-20.09.2022 - Coroczna konferencja Euro-CASE, Bruksela, Belgia: prelegent podczas sesji
warsztatowej na temat Angazowania Mtodych Pracownikéw i Ekspertéw na temat “YASAS:
The Young Academies Science Advice Structure”

27-28.04.2022 - konferencja Science Advice under Pressure, European Commission Science
Advice Mechanism (SAM), Bruksela, Belgia: wspétprowadzacy i moderator warsztatow
“Society, Policy and Research under Pressure”

13-16.07.2022 - European Science Open Forum 2022, Leiden i hybrydowo: panelista w
sesji pt. “Innovations at the Science Policy Interface: Closing the Gap for Early Career
Researchers’ Policy Engagement” -

15.06.2022 - konferencja I warsztaty Scholars at Risk - Ukraine, International Science
Council & ALLEA & Science4Ukraine: panelista

10-11.05.2022 - potaczone spotkanie Europejskich Akademii Miodych Uczonych (ang.
European National Young Academies - ENYA) i ALLEA (ang. The European Federation of
Academies of Sciences and Humanities), Bruksela, Belgia:
o wystgpienie na sesji plenarnej ENYA pt. YASAS: The Young Academies Science Advice
Structure
o wspotorganizacja merytoryczna | prowadzenie taczonej sesji ENYA-ALLEA pt. , Trust

in science”

26-27.05.2022 - Forum Akademii Grupy Wyszechradzkiej (V4 Academies Forum),
Budapeszt, Wegry - prelegent w sesji dot. aktywnos$ci mtodych naukowcéw w Akademiach
pt. ,YASAS: The Young Academies Science Advice Structure”

01.07.2020 - European Science Open Forum Life, online: panelista w sesji “Brain drain,
brain gain, brain circulation” na temat mobilno$ci mtodych naukowcéw

14.10.2019 - XVI Miedzynarodowa Konferencja “Mtodziez w Nauce - 2019”, Minsk,
Biatorus: prelegent w sesji dot. dziatalno$ci Akademii Mtodych Uczonych

Osiagniecia w zakresie popularyzacji nauki

Ponizej podsumowano mojg dziatalno$¢ w zakresie popularyzacji i upowszechniania koncepcji
naukowych wsréd spoteczenstwa, uczelni wyzszych oraz uczniéw szkét podstawowych.

Wystapienia i wydarzenia popularnonaukowe dla studentéw

Seminarium na XIII Ogo6lnopolskim Sympozjum Naukowego Kota Chemikéw Uniwersytetu
im. Adama Mickiewicza, Jeziory, Polska (16.03.2019): "Chemiczne narzedzia do wizualizacji
analitow biochemicznych i ich interakcji w zywych komérkach"
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Seminaria w cyklu Do Science (oddolna inicjatywa spotkan z naukowcami w celu dyskusji
Sciezek kariery naukowej - organizowana przez studentéw i mtodych naukowcdéw)

o 08.10.2018, Uniwersytet im. A. Mickiewicza w Poznaniu - inauguracyjne seminarium
poznanskiego oddziatu inicjatywy Do Science

o 06.04.2018, Miedzynarodowy Instytut Biologii Molekularnej i Komdrkowej,
Warszawa - seminarium na zaproszenie

Wyktad popularnonaukowy z cyklu ARS Chemiae dla studentéw, Uniwersytet im. Adama
Mickiewicza, Poznan, Polska (11.04.2018): ,Sondy molekularne do badania analitéw
biochemicznych i ich interakcji w biologii”

Wystapienie na XVI International Scientific Conference "Youth in Science - 2019", Narodowa
Akademia Nauk Biatorusi, Minsk, Biatorus (14.10.2019): “Polish Young Academy”

Uniwersyteckie dni otwarte - sesja "Chemonstrations”w School of Chemistry, The University
of Sydney, Australia. 02.2016 - jako gtéwny organizator sesji dla studentéw pierwszego roku
kierunkéw $cistych, obejmujace serie pokazéw prowadzonych przez doktorantéow

Seminaria i wyklady popularnonaukowe dla dorostych

Wyktad i dyskusja na temat biomarkeréw i medycyny zpersonalizowanej dla uczestnikéw
festiwalu muzycznego. 03.08.2018 - Akademia Sztuk Przepieknych - PolAndRock Festival,
Kostrzyn, Polska

Konferencja popularnonaukowa PAN z Wieniawskiego zaprasza. ICHB PAN, Poznan, Polska
(13.12.2017) - organizator i prelegent: ,Z Chemia przez Swiat”

Wyktad otwarty w ramach cyklu Inspiring Science, Ultimo Library, Sydney, Australia
(05.2016): "Seeing the invisible: MRI”

Wyklady popularnonaukowe i warsztaty dla uczniow

Wyktad i pokazy z okazji zbidrki charytatywnej, Zesp6t Szkoét nr 15, Poznan, Polska
(28.02.2018) - uczniowie w grupie wiekowej 7-11 lat.

Wyktad i pokazy pt. ,Z Chemia przez Swiat: zobaczy¢ niewidzialne”, Szkota nr 3, Lubon,
Polska (10.01.2018) - uczniowie w grupie wiekowej 12-14 lat.

Wyktad i pokazy z okazji Narodowego Tygodnia Nauki, Parramatta West Public School,
Sydney, Australia (08.2016) - trzy spotkania dla réznych grup wiekowych 6-12 lat (ponad
300 uczniéw)

Aktywnos$¢ medialna:

Wspoétautor artykutu pt. Glos Mlodych” w miesieczniku Forum Akademickie (FA 7-
8/2022) na temat Akademii Mtodych Uczonych PAN:
https://miesiecznik.forumakademickie.pl/czasopisma/fa-7-8-2022/glos-
mlodych%E2%80%A9/

Wywiad w programie Eureka, w ramach cyklu Ludzie Nauki, Jedynka Polskie Radio,
28.12.2020 - sondy fluorescencyjne do poszukiwania lekow na COVID-19 (moj projekt
badawczy finansowany w ramach programu Homing Fundacji na rzecz Nauki Polskiej),
https://jedynka.polskieradio.pl/artykul /2648789

Artykul prasowy na portalu Fundacji na rzecz Nauki Polskiej (fnp.org.pl) dot. mojego
projektu badawczego Homing na temat inteligentnych sond do poszukiwan lekéw na
COVID-19,16.12.2020 - artykut zostat wykorzystany przez wiele portali do przygotowania
materiatéw prasowych na temat projektu, m.in.:
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o portal Nauka w Polsce Polskiej Agencji Prasowej (17.12.2020:
(https://scienceinpoland.pap.pl/aktualnosci/news%2C85399%2Cinteligentne-
sondy-do-poszukiwan-lekow-na-covid-19.html)

o portal bankier.pl (16.12.2020)

https://www.bankier.pl/wiadomosc/Naukowcy-z-Poznania-opracowuja-
inteligentne-sondy-do-poszukiwan-lekow-na-Covid-19-8021440.html

o portal pulsmedycyny.pl, 15.12.2020 https://pulsmedycyny.pl/polscy-naukowcy-
opracowuja-inteligentne-sondy-do-poszukiwan-lekow-na-covid-19-1103297

o portal epoznan.pl, 15.12.2020, https://epoznan.pl/news-news-112888-
poznanscy_naukowcy_opracowuja_inteligentne_sondy_do_poszukiwan_lekow_na_c
ovid_19

e Gos¢ podcastu Faceci w Kitlach, odcinek nr 7 pt , Jak stworzyé lek?” (11.2020).
e Wypowiedzi w prasie miedzynarodowej

o Artykut pt. “Centralised hiring a barrier to research assessment reform”, autor: Ben
Upton, Times Higher Education (21.12.2022)

o Artykut pt. “War in Ukraine poses stark choices for scientists”, autor: Richard A.
Stone, Science, 03.03.2022 (vol. 375, issue 6584, pp. 942-943),

7. INNE INFORMACJE

7.A Projekty finansowane ze Srodkow zewnetrznych jako kierownik zespotu
(od 2018 roku)

e Kierownik projektu

o 4 projekty naukowe finansowane przez polskie instytucje (méj budzet: >3,4 min
PLN)

e Kierownik / koordynator zadania:
o 3 projekty naukowe finansowane z Komisji Europejskiej (mdj budzet: 850 000 EUR)

o 2 krajowe projekty infrastruktury badawczej (méj budzet: 30 mln PLN) - wiecej w
punkcie 7.B

o  Wspdtwykonawca: 5 projektéw naukowych finansowanych przez polskie instytucje

e Wspétpraca w ramach srodkdw wtasnych partneréw:
o akademickich (z Wielkiej Brytanii i trzy z Niemiec) - méj budzet: 650 000 PLN
o biznesowych (z Holandii, Niemiec i trzy z Polski) - m6j budzet: 1.5 mln PLN

Wiecej szczeg6tow na temat projektéw finansowanych ze Zrédet zewnetrznych mozna znalezé w
zalaczniku 5A - Wykaz osiggnie¢ (Punkty 11.9 i I11.5).

7.B  Dzialania i osiggniecia zwigzane z infrastrukturg badawcza

Znaczacym osiggnieciem w mojej karierze jest utworzenie i kierowanie pierwszym w Polsce
akademickiego Centrum Wysokoprzepustowych Badan Przesiewowych (ang. Centre for High
Throughput Screening Studies). Obecnie, obok infrastruktury i ekspertyzy w obszarze
wysokoprzepustowych badan przesiewowych, rozszerzyliémy je takze na obrazowanie ultra-
wysokorozdzielcze oraz chemie medyczng. Dzieki rozwojowi wyjagtkowej ekspertyzy i
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infrastruktury nakierowanej takze na zaspokajanie najbardziej zaawansowanych potrzeb naukowo-
badawczych i skutecznemu marketingowi naszych ustug, udato sie przekroczy¢ docelowe wskazniki
efektywnosci projektu (m.in. osiggniecie samowystarczalnos$ci finansowej przy Srednim
przychodzie na klienta ok. 200 000 PLN i ok 2 mln PLN przychodu w pierwszym roku dziatania)
ponad rok wczes$niej niz zaktadano.

1. W ramach finansowania infrastruktury badawczej pozyskalem i koordynowatem
budzet 30 mIn PLN. W tym jako kierownik zadania w ramach projektu NEBI z Polskiej Mapy
Infrastruktury Badawczej, pozyskatem finansowanie i zakupitem jeden z tylko kilku na
$Swiecie mikroskopdéw fluorescencyjnych w technologii Minflux z rozdzielczoscig < 5 nm
(unikat w badaniach biomedycznych w ostatnich 20 latach w Polsce, najbardziej
ekskluzywny ze sprzetow badawczych zakupionych przez Polske w ostatnich latach - jako
pierwsi na $wiecie zabezpieczyliSmy $rodki na jego zakup)

2. W Centrum w ciggu 2 lat udato mi sie pozyska¢ ponad 20 projektéw badawczych do
realizacji na naszej infrastrukturze (taczny budzet zadan prowadzonych przez nas w tych
projektach to ponad 5 mln z1)

3. Bratem takze udziat w przygotowaniu 11 kolejnych projektéw obejmujgcych zadania
eksperymentalne na kwote ok. 2.6 miln zl, ktére koordynowac bedzie Centrum
Wysokoprzepustowych Badan Przesiewowych a ktdére sa obecnie w trakcie oceny przez
instytucje finansujace.

7.C Podsumowanie wystapien seminaryjnych i Kkonferencyjnych po
uzyskaniu stopnia doktora

Po uzyskaniu stopnia doktora bratem aktywny udziat w 18 naukowych konferencjach krajowych i
miedzynarodowych w Polsce, Australii, Czechach, Nowej Zelandii, USA i na Wegrzech, w tym 15-
krotnie w formie prelekgji, z czego:

e 5-krotnie w formie wyktadu na zaproszenie
e 6 krotnie w formie wystgpienia ustnego oraz
e 4-krotnie w formie krétkiego wystapienia ustnego typu flash

W ramach tych konferencji jako mtody naukowiec uzyskatem nastepujace wyroéznienia

o Najlepsza krotka prezentacja (2016, GRC - Metals in Medicine, Andover, USA),

o Najlepsza prezentacja wsréd mtodych naukowcéw (2015 ASMI Conference, Melbourne,
Australia)

e Zaproszenie na konferencje jako jeden ze 100 najbardziej obiecujacych mtodych naukowcéw
w Australii - Theo Murphy Australian Frontiers in Science - Materials for the 21st Century,
from Design to Application, Melbourne Australia (09.12.2015)

e Trzy granty wyjazdowe na konferencje (2016: GRC Metals in Medicine, Andover, USA;
EuroBIC-13, Budapeszt, Wegry; AsBIC-2016, Auckland, Nowa Zelandia)

Wygtositem takze 16 wyktaddw seminaryjnych na zaproszenie w Polsce, Australii, Francji, Hiszpanii,
Kazachstanie, Nepalu i w Niemczech.
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Wiecej informacji na temat moich wystgpien seminaryjnych oraz konferencyjnych znajduje sie w
Zataczniku 5A - Wykaz osiagnie¢ (punkt I1.7)

7.D

10.

7.E

Udzial w specjalistycznych szkoleniach i warsztatach naukowych po
uzyskaniu stopnia doktora

Szkolenie i certyfikacja w metodzie zarzagdzania PRINCE2 (online, 2021)

Warsztaty AAAS Communicating Science Workshop (online, 2019)

S4D4Cs 2nd Networking Meeting "Towards a European Science Diplomacy Roadmap” (Berlin,
Niemcy, 2019)

Jak skutecznie ubiegac sie o granty ERC (ICHB PAN, Polska, 2018)

Warsztaty Nailing Grants dotyczace efektywnego pisania naukowego (Charles Perkins
Centre, University of Sydney, Australia, 2016)

Warsztaty Science Pathways 2016: Future Leaders EMCR Forum Meeting (University of New
South Wales, Australia, 2016)

Warsztaty analizy obrazu (Charles Perkins Centre, University of Sydney, Australia, 2016)

Warsztaty DeltaVision Elite & Szkolenie seminaryjne z Mikroskopii Wysokorozdzielczej
(Westmead, Australia, 2015)

Semestralny kurs Preparing for a Career in Research & Innovation (University of Sydney,
Australia, 2014)

Kurs Principles and Practice of University Teaching and Learning (University of Sydney,
Australia, 2014)

Nagrody i stypendia zdobyte po uzyskaniu stopnia doktora

Stypendium Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego dla wybitnych mlodych
naukowcow, (2020 - 2024)

Stypendium dla mtodego wykladowcy (ang. Postdoctoral Teaching Fellowship), Faculty
of Science, University of Sydney, Australia, 32 000 AUD (przyznane w 2015 i 2016 roku).

Roczne podoktorskie stypendium wyjazdowe (ang. Outgoing Postdoctoral Research
Fellowship) z Fondation ARC pour la Recherché sur le Cancer (Francja) na The University
of Sydney, Australia (2014-2015)

Trzyletnie stypendium doktoranckie z Ligue Nationale Contre le Cancer (Francja) na
ENS Lyon, Francja (2010-2012).
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P1 KG Leslie, JL. Kolanowski, N
Trinh, S Carrara, MD
Anscomb, K Yang, CF

Hogan, KA Jolliffe, E] New

P2 JL Kolanowski, L] Dawson,
L Mitchell, Z Lim, ME
Graziotto, WK Filipek, TW

Hambley, E] New

P3 I] Carney, JL Kolanowski, Z
Lim, B Chekroun, TW

Hambley, E] New

P4 C Shen, JL. Kolanowski, CM-
N Tran, A Kaur, MC
Akerfeldt, MS Rahme, TW

Hambley, E] New

P5 M Hu, KE Schulze, R
Ghildyal, DC Henstridge, JL
Kolanowski, E] New, Y
Hong, AC Hsu, PM Hansbro,
PAB Wark, MA Bogoyevitch,

DA Jans

P6 KL Chong, BA Chalmers, JK
Cullen, A Kaur, JL
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Fairfull-Smith, M] Lavin, NL
Barnett, E] New, MP

Murphy, SE Bottle

P7 JL Kolanowski, A Kaur, E]J

New

P8 A Kaur, JL Kolanowski, EJ

New

Jacek Kolanowski

""Nicotinamide-Appended 2019
Fluorophores as Fluorescent Redox
Sensors." Australian Journal of

Chemistry, 73, 895-902

"A fluorescent probe for 2018
investigating metabolic stability of

active transplatin analogues"

Sensors and Actuators B: Chemical,

255(3),2721-2724

"Aratiometric iron probe enables | 2018
investigation of iron distribution
within tumour spheroids."

Metallomics, 10(4), 553-556

"A ratiometric fluorescent sensor 2016
for the mitochondrial copper

pool." Metallomics, 8(9), 915-919

""Respiratory Syncytial Virus co- 2019
opts host mitochondrial function to
favour infectious virus

production.” eLife, 8:e42448

"Pro-fluorescent mitochondria- 2018
targeted real-time responsive

redox probes synthesised from

carboxy isoindoline nitroxides:

Sensitive probes of mitochondrial

redox status in cells." Free Radical

Biology & Medicine, 128,97-110

""Selective and reversible 2016
approaches towards imaging redox
signaling using small molecule

probes.” Antioxidants & Redox

Signaling, 24(13), 713-730

""Reversible fluorescent probes of 2016
biological redox state."

Angewandte Chemie International
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Edition in English, 55(5), 1602-

1613
P9 JL Kolanowski, F Liu, EJ "Fluorescent probes for the 2018 215 40,182 10.1039/c7cs00528h
New simultaneous detection of multiple

analytes in biology" Chemical
Society Reviews, 47(1), 195-208

Inne publikacje nie wchodzace w sklad osiagniecia

P10 BB Boumelhem, C Pilgrim,  “Intracellular flow cytommetric 2022 4 5,235 10.1242/jcs.258322
VE Zwicker, JL. Kolanowski, | lipid analysis - a multiparametric
JH Yeo, KA Jolliffe, E] New, | system to assess distinct lipid

ML Day, S] Assinder, ST classes in live cells.” Journal of Cell
Fraser Science, 135(5), jsc258322

P11 A Zarecki, JL Kolanowski, ""Microwave-Assisted Catalytic 2020 12 3,267  10.3390/molecules25081
WT Markiewicz Method for a Green Synthesis of 761

Amides Directly from Amines and
Carboxylic Acids." Molecules,
26(8),1761

P12  TJ Ozumerzifon, RF Higgins, "Evidence for Reagent-induced 2019 10 4,85 10.1021/acs.inorgchem.9

JP Joyce, JL. Kolanowski, AK | Spin-State Switching in Tripodal b00340
Rappe, MP Shores Fe(II) Iminopyridine Complexes."
Inorganic Chemistry, 58(12), 7785-
7793
P13 P Brennecke, D Rasina, O "EU-OPENSCREEN: A Novel 2019 8 2,058 10.1177/247255521881
Aubi, K Herzog, | Collaborative Approach to 6276
Landskron, B Cautain, F Facilitate Chemical Biology." SLAS
Vincente, ] Quintana, | Discovery, 24(3), 398-413
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Ellinger, ] Brea, JL
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0'Neill, C Henoumont, S
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Kolanowski, RL Mattison, JC
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monitoring Ag(1) ions. " Journal of

the Royal Society Interface,
15(144),20180346

"Versatility of Terpyridine- 2017
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Luminescence" European Journal
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5260-5270
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Lipid Droplets." Chemistry - An

Asian Journal, 12(14), 1704-1708

""Mitochondrially targeted 2017
fluorescent redox sensors"

Interface Focus, 7(2), 20160105

"A cobalt(II) complex with unique 2017
paraSHIFT responses to anions."
Chemical Communications, 53(25),

3571-3574

"Fluorescent probes for the 2017
analysis of labile metals in brain

cells. " White A. (editor) Metals in

the Brain. Neuromethods, vol. 124,

51-70. Humana Press, New York,

NY

"Reversible Magnetogenic Cobalt 2016
Complexes. " RSC Advances, 6(36),
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""Magnetogenesis in Water Induced 2014
by a Chemical Analyte. "
Angewandte Chemie International
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