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Podsumowanie głównego osiągnięcia naukowego 
 

 Opracowanie i praktyczne zastosowanie sond fluorescencyjnych do skuteczniejszego 
wykrywania i wizualizacji substancji bionieorganicznych w systemach biologicznych  

 
Opisane w tym wniosku osiągnięcie naukowe dotyczy skuteczniejszego wykrywania trudnych, 
biologicznie istotnych i słabo poznanych analito w bionieorganicznych, takich jak jony metali i 
reaktywne formy tlenu i azotu (RONS), w warunkach biologicznych za pomocą narzędzi 
fluorescencyjnych. Responsywne sondy fluorescencyjne są jednym z najbardziej intensywnie 
wykorzystywanych i obiecujących rodzajo w narzędzi do badania proceso w biologicznych i cieszą się 
szerokim zainteresowaniem społecznos ci badawczej. Większos c  z tych narzędzi nigdy nie została 
jednak ponownie wykorzystana w biologii gło wnie z powodu niewystarczającej charakteryzacji i 
ograniczonej wiarygodnos ci. Aby rozwiązac  ten problem, skupiłem się na trzech wymiarach: 
projektowaniu i rozwoju sond oraz metodologii / praktycznych protokołach ich stosowania. Dzięki 
wykorzystaniu nowych strategii projektowania i zachowaniu optymalnych kryterio w, udało mi się 
opracowac  sondy oparte na zoptymalizowanej specyficznos ci, tzw. ratiometrycznos ci i zmianie czasu 
z ycia fluorescencji oraz stworzyc  wiarygodne metodologie i protokoły zbierania i analizy danych w 
modelach biologicznych. 

Opracowanie nowych kryteriów i podejść do projektowania i walidacji sond fluorescencyjnych 
do wykrywania analitów bionieorganicznych w modelach biologicznych. Ustanowiłem s cisłe 
kryteria projektowania wysoce specyficznych sond do detekcji RONS poprzez poprawę zrozumienia 
zalez nos ci pomiędzy strukturą, reaktywnos cią i odpowiedzią fluorescencyjną. Ponadto opracowałem 
i opisałem szereg wymagan  niezbędnych do projektowania odwracalnych sond i protokoło w ich 
walidacji maksymalizujących ich niezawodnos c . Te teoretyczne prace i metaanalizy, kto re 
doprowadziły do przełomowych wniosko w, przyczyniają się do powstania i skuteczniejszego 
wykorzystania bardziej niezawodnych narzędzi do wykrywania w modelach komo rkowych trudnych 
w detekcji analito w.  

Wykorzystanie zależności struktura-reaktywność-odpowiedź fluorescencyjna do 
opracowania specyficznych sond dla analitów bionieorganicznych. Zademonstrowałem 
wykorzystanie pogłębionej analizy związku pomiędzy strukturą, reaktywnos cią i specyficznos cią 
odpowiedzi fluorescencyjnej do poprawy wiarygodnos ci detekcji analito w bionieorganicznych na 
przykładzie konjugato w nikotynamidu i kumaryny oraz chelatoro w komplekso w platyny. To 
doprowadziło takz e do opracowania specyficznej sondy RPt1 i opartego o nią testu mikropłytkowego, 
aby szybko i wiarygodnie oceniac  stabilnos c  analogo w transplatyny z ligandami arylowymi o 
potencjale terapeutycznym. 

Projektowanie i zastosowanie niezawodnych sond do wiarygodnej detekcji analitów 
bionieorganicznych w kontekście biologicznym. W celu zaadresowania gło wnych ograniczen  
większos ci narzędzi fluorescencyjnych, opracowałem oraz zastosowałem narzędzia i protokoły 
wykorzystujące pomiar sygnało w niezalez nych od stęz enia sondy. W tym celu opracowałem dwie 
sondy tzw. ratiometryczne o duz ej wiarygodnos ci detekcji labilnych form jono w metali (Fe(II), Cu(I)) 
w złoz onych modelach biologicznych, w tym w sferoidach nowotworowych 3D czy tez  niewielkich 
zmian w mitochondriach i zastosowałem je do badan  mechanizmo w i efektywnos ci terapii 
przeciwnowotworowych. Co więcej, wyeliminowałem szereg artefakto w pomiarowych w detekcji 
RONS przez dobo r odpowiednich sond oraz protokoło w eksperymentalnych i analizy danych. To 
pozwoliło na skuteczne monitorowanie stresu oksydacyjnego w mitochondriach komo rek ludzkich 
zainfekowanych wirusem RSV niezalez nie od zmieniającego się potencjału błonowego i 
potwierdzenie jego roli w rozwoju infekcji. Zademonstrowałem tez  moz liwos c  zwiększenia 
wiarygodnos ci pomiaru z wykorzystaniem sond opartych o zmianę intensywnos ci fluorescencji przez 
pomiar zmian czasu z ycia fluorescencji w komo rkach. 
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Wprowadzenie i postępy w projektowania sond dwuanalitowych do zastosowań biologicznych. 
Usystematyzowałem teoretyczne podstawy projektowania nowego rodzaju sond fluorescencyjnych 
do wyrywania dwo ch analito w jednoczes nie. Sondy te mogą pogłębic  nasze zrozumienie zalez nos ci 
między bioanalitami, gdyz  dostarczają dotychczas niedostępnego, nowego wymiaru danych. W tym 
opracowaniu wykazałem, z e dwuanalitowe muszą wykazywac  specyficzną odpowiedz  typu AND na 
dwa anality jednoczes nie i zidentyfikowałem parametry niezbędne do zapewnienia ich 
kompatybilnos ci ze s rodowiskiem biologicznym. Praca ta jest szeroko cytowana a od czasu jej 
ukazania się opublikowano dziesiątki nowych sond dwuanalitowych do zastosowania w biologii, 
opartych o nasze wytyczne. 


