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Podsumowanie gléwnego osiggniecia naukowego

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

Opisane w tym wniosku osiggniecie naukowe dotyczy skuteczniejszego wykrywania trudnych,
biologicznie istotnych i stabo poznanych analitéw bionieorganicznych, takich jak jony metali i
reaktywne formy tlenu i azotu (RONS), w warunkach biologicznych za pomoca narzedzi
fluorescencyjnych. Responsywne sondy fluorescencyjne sg jednym z najbardziej intensywnie
wykorzystywanych i obiecujacych rodzajéw narzedzi do badania proceséw biologicznych i ciesza sie
szerokim zainteresowaniem spotecznos$ci badawczej. Wiekszos$¢ z tych narzedzi nigdy nie zostata
jednak ponownie wykorzystana w biologii gtéwnie z powodu niewystarczajgcej charakteryzacji i
ograniczonej wiarygodnos$ci. Aby rozwigzac¢ ten problem, skupitem sie na trzech wymiarach:
projektowaniu i rozwoju sond oraz metodologii / praktycznych protokotach ich stosowania. Dzieki
wykorzystaniu nowych strategii projektowania i zachowaniu optymalnych kryteriéw, udato mi sie
opracowac sondy oparte na zoptymalizowanej specyficzno$ci, tzw. ratiometrycznosci i zmianie czasu
zycia fluorescencji oraz stworzy¢ wiarygodne metodologie i protokoty zbierania i analizy danych w
modelach biologicznych.

Opracowanie nowych kryteriow i podejs¢ do projektowania i walidacji sond fluorescencyjnych
do wykrywania analitow bionieorganicznych w modelach biologicznych. Ustanowitem S$ciste
Kryteria projektowania wysoce specyficznych sond do detekcji RONS poprzez poprawe zrozumienia
zaleznoS$ci pomiedzy strukturg, reaktywnoscia i odpowiedzia fluorescencyjna. Ponadto opracowatem
i opisatem szereg wymagan niezbednych do projektowania odwracalnych sond i protokotéw ich
walidacji maksymalizujacych ich niezawodnos$¢. Te teoretyczne prace i metaanalizy, ktére
doprowadzity do przetomowych wnioskéw, przyczyniaja sie do powstania i skuteczniejszego
wykorzystania bardziej niezawodnych narzedzi do wykrywania w modelach komérkowych trudnych
w detekcji analitow.

Wykorzystanie  zalezno$ci  struktura-reaktywnosc¢-odpowiedz  fluorescencyjna do
opracowania specyficznych sond dla analitbw bionieorganicznych. Zademonstrowatem
wykorzystanie poglebionej analizy zwigzku pomiedzy strukturg, reaktywnos$cigi specyficznoscig
odpowiedzi fluorescencyjnej do poprawy wiarygodnosci detekcji analitéw bionieorganicznych na
przyktadzie konjugatéw nikotynamidu i kumaryny oraz chelatoréw komplekséw platyny. To
doprowadzito takze do opracowania specyficznej sondy RPt1 i opartego o nig testu mikroptytkowego,
aby szybko i wiarygodnie ocenia¢ stabilno$¢ analogéw transplatyny z ligandami arylowymi o
potencjale terapeutycznym.

Projektowanie i zastosowanie niezawodnych sond do wiarygodnej detekcji analitow
bionieorganicznych w kontekscie biologicznym. W celu zaadresowania gtéwnych ograniczen
wiekszosci narzedzi fluorescencyjnych, opracowatem oraz zastosowatem narzedzia i protokoty
wykorzystujace pomiar sygnatéw niezaleznych od stezenia sondy. W tym celu opracowatem dwie
sondy tzw. ratiometryczne o duzej wiarygodnosci detekcji labilnych form jonéw metali (Fe(II), Cu(I))
w zlozonych modelach biologicznych, w tym w sferoidach nowotworowych 3D czy tez niewielkich
zmian w mitochondriach i zastosowatem je do badain mechanizméw i efektywnos$ci terapii
przeciwnowotworowych. Co wiecej, wyeliminowatem szereg artefaktéw pomiarowych w detekcji
RONS przez dobdér odpowiednich sond oraz protokotéw eksperymentalnych i analizy danych. To
pozwolito na skuteczne monitorowanie stresu oksydacyjnego w mitochondriach komérek ludzkich
zainfekowanych wirusem RSV niezaleznie od zmieniajacego sie potencjatu btonowego i
potwierdzenie jego roli w rozwoju infekcji. Zademonstrowatem tez mozliwosé zwiekszenia
wiarygodnos$ci pomiaru z wykorzystaniem sond opartych o zmiane intensywnosci fluorescencji przez
pomiar zmian czasu zZycia fluorescencji w komérkach.

Jacek Kolanowski ORCID: 0000-0002-6779-4736



Zatgcznik 8A — Podsumowanie gtéwnego osiggniecia naukowego

Wprowadzenie i postepy w projektowania sond dwuanalitowych do zastosowan biologicznych.
Usystematyzowatem teoretyczne podstawy projektowania nowego rodzaju sond fluorescencyjnych
do wyrywania dwoch analitéw jednoczesnie. Sondy te moga pogtebi¢ nasze zrozumienie zaleznosci
miedzy bioanalitami, gdyz dostarczaja dotychczas niedostepnego, nowego wymiaru danych. W tym
opracowaniu wykazatem, ze dwuanalitowe musza wykazywa¢ specyficzng odpowiedz typu AND na
dwa anality jednocze$nie i zidentyfikowatem parametry niezbedne do zapewnienia ich
kompatybilnosci ze Srodowiskiem biologicznym. Praca ta jest szeroko cytowana a od czasu jej
ukazania sie opublikowano dziesigtki nowych sond dwuanalitowych do zastosowania w biologii,
opartych o nasze wytyczne.
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