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4c Praca naukowa po uzyskaniu stopnia naukowego doktora

Pod koniec doktoratu zainteresowatem sie nanoluminoforami i ich wtasciwosciami
spektroskopowymi. Pierwsze doniesienia literaturowe sugerowaty odmienne cechy fizykochemiczne
w poréwnaniu do ich mono- czy tez mikro-krystalicznych odpowiednikdw. Po doktoracie nawigzatem
wspoiprace z dr Mirostawem Karbowiakiem z Wydziatu Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego, ktéry
zatrudnit mnie do realizacji swojego grantu badawczego dotyczacego syntezy i badania wiasciwoéci
nanomateriatéw domieszkowanych jonami lantanowcéw. Na potrzeby realizacji tego projektu
wykonywatem pomiary i interpretacje wtasciwosci spektroskopowych m.in. fluorkéw typu
(Na,K)GdF,. Réwnoczesnie badatem tlenkowe nanomateriaty luminescencyjne w zespole Prof. dr hab.
Wiestawa Streka. Te pierwsze prace zdeterminowaty moje zainteresowania naukowe w kolejnych
latach i stanowig podstawe mojego wniosku o wszczecie postepowania habilitacyjnego.

Drugim watkiem, ktdry przewija sie w moich zainteresowaniach naukowych zaréwno przed jak
i po obronie pracy doktorskiej, jest oddziatywanie swiatta z materig zywa, a takze wykorzystanie
zjawisk luminescencji w naukach biologicznych i medycynie. Owocem tych dosy¢ chaotycznych
wowczas badar, byto kilka tematdw badawczych realizowanych z panig prof. dr hab. Haling
Podbielskg (PWr Wroctaw, biofizyk), dr hab. Zuzanng Drulis-Kawg (UWr Wroctaw, mikrobiolog), dr
n.med Dariuszem Biatym (AM, Wroctaw, kardiolog), prof. dr hab. Piotrem Ziotkowskim (AM,Wroctaw,
histopatolog) czy tez dr inz. Jarostawem Jaroriskim (PWr, MediCom Sp.J.). Prace o wykrywaniu ptytki
sklerotycznej w naczyniach krwionosnych, oddziatywaniu $wiatta z tkankami, nie-onkologicznych
zastosowaniach terapii fotodynamicznej, fotodynamicznej terapii antybakteryjnej, fotodynamicznej
terapii nowotworow skory, konstrukcji sond $wiattowodowych do dozymetrii $wiatta w terapii
fotodynamicznej, ktére powstawaty w latach 2002-2005 mocno mnie zaangazowaty i zaintrygowaty.
Mimo wielu przeciwnosci zwigzanych z brakiem dedykowanej aparatury pomiarowej czy tez
koniecznoscig zmudnego wypracowywania metod eksperymentalnych, pomiarowych i analitycznych,
tematyka bio-spektroskopii stawata mi sie coraz blizsza. W zwigzku z tym postanowitem poszukaé
stazu po-doktorskiego, w ktédrym mogtbym zrealizowa¢ swoje pasje naukowe. Jesienig 2005
rozpoczatem staz w ramach stypendium Mari Curie w Joint Research Center (JRC) Komisji
Europejskiej w Institute of Health and Consumer Protection (IHCP), Ispra, Wiochy w grupie profesora
Maurica Whelan’a. Tematyka, ktorg zajmowatem sie przez 3 lata byly alternatywne metody
monitorowania toksycznosci, obrazowanie typer-spektralne i obrazowanie czasdw, a takze analiza
globalna i przestrzennie modulowana terapia fotodynamiczna.

Nowe, alternatywne do testéw na zwierzetach, metody badania cytotoksycznosci zwiazkéw
chemicznych. Wykorzystano do tego celu fluorescencje endogennych chromoforéw tkankowych
uczestniczagcych w metabolizmie komérkowym, tj. NADH (Nicotinamide Adenine Dinucleotide) oraz
FAD" (Flavin Adenine Dinucleotide). Zredukowana forma NADH bierze udziat w reakcjach redox
komérek dostarczajgc elektrondw do wielu reakcji biochemicznych. Obecno$é NADH w cyklu Krebsa
odgrywa réwniez istotna role w regulacji proceséw apoptozy czy syntezy ATP. Flawiny FAD sa réwniez
niezmiernie istotne w cyklu fosforylacji oksydacyjnej i produkcji ATP. Udato sie zademonstrowac, ze
autofluorescencja tych zwigzkéw oraz wyznaczony w ten sposéb potencjat redox komérek, pozwala
w sposob ilosciowy mierzy¢ toksycznos¢ zaaplikowanych zwiazkdw. Wykazano réwniez, ze
w zaleznosci od rodzaju uzytej toksyny, kinetyczne profile potencjatu redox réznity sie. Przyktadowo,
substancja odpowiedzialne za degradacje bton komdrkowych (np.SLS), dawata inny charakter zmian
krzywych koncentracyjnych (ang. dose response curves), niz zachowanie ( np. stromos¢, charakter
zmian itp.) zwigzkéw uszkadzajacych DNA. Prace te zaowocowaly dwoma publikacjami w Toxicology
In Vitro (IF=2.77) i Pancreas (IF=2.39).



Nowe metody bio-pomiarowe — wiele proceséw biologicznych bada sie za pomocg mikroskopii
fluorescencyjnej, ktéra umozliwia poznanie nie tylko morfologii, ale i funkcjonowania zywych
komorek i organizméw. Stosowane w tym celu barwniki organiczne dobiera sie tak, by w sposdb
specyficzny reagowaly na okreslony substrat np. pH, lipidy, jony Ca* itp., czy tez polarnoé¢ oérodka.
Dystrybucjg tych substratow mierzy sie mapujac okreslone cechy spektroskopowe, np. intensywnosé
pasma emisji lub tez stosunek intensywnosci dwdch pasm emisji. Ze wzgledu na obecnosé sygnatu tta
korzystnie jest mierzy¢ albo petne widma fluorescencji albo, ze wzgledu na heterogeniczny charakter
prébek biologicznych, czasy zaniku fluorescencji. Uzyskane w ten sposéb obrazy hyper-spektralne
(ang. Hyper Spectral Imaging- HSI) oraz obrazy czaséw zaniku fluorescencji (ang. Fluorescence
Lifetime Imaging — FLIM) uzyskuje sie zwykle za pomocg drogich iztozonych mikroskopow
konfokalnych. W ramach mojego zadania, zbudowatem na bazie odwrdconego mikroskopu
fluorescencyjnego system do rejestracji obrazow HS! i FLIM, wykorzystujac
(a) Przestrzenny modulator swiatta (ang. SLM — Spatial Light Modulator) w postaci projektora DMD
(ang. Digital Micromirror Device),
(b) Ultrafioletowe piko-sekundowe Zrodta $wiatta oraz
(c) Detektor w postaci miniaturowego spektrofotometru (dla HSI) lub fotopowielacza (dla FLIM)
pracujgcego z przystawka do zliczania fotondw (TCSPC — ang.Time Correlated Single Photon
Counting).
Przy tak duzej ilosci danych pomiarowych, pojawia sie réwniez konicznoéé optymalizacji procedur
analizy danych, gdyz kazdy pixel zawiera informacje o petnym widmie luminescencji, lub kilkaset
punktéw pomiarowych intensywnosci w funkcji czasu po impulsie wzbudzajacym. Ze wzgledu na
unikalne cechy projektora DMD, tj. mozliwos¢ réwnoczesnego oswietlania wielu punktdw na prébce
i brak limitu na czas pojedynczej akwizycji (ang. dwell time), mozliwe byto zaproponowanie
i implementacje algorytmu globalnego fitowania danych pomiarowych w oparciu o analize sktadowe;j
Hue obrazu z kamery kolorowej. Podejscie to pozwolito zaproponowac algorytm, ktéry pozwala
przyspieszy¢ analize duzych zbioréw danych. Badania te zaowocowaty 2 publikacjami (J.Biomedical
Optics IF=3.16, Applied Optics IF=1.75) oraz jednym patentem europejskim (P-2795/MF).

Opracowanie metody selekcji komdérek watrobowych z linii komérkowej bedacej kokulturg
komorek watrobowych i biliarnych. Wprowadzenie nowych substancji chemicznych do
powszechnego uzytku wymaga zbadania toksycznosci tych substancji. Celem tych testow jest badanie
zaréwno toksycznosci pierwotnej jak i wtornej. Przyktadem toksycznosci wtdrnej jest powstawanie
bardzo silnego utleniacza N-acetylo-4-benzo-chinonoiminy podczas metabolizowania paracetamolu
w watrobie przez cytochrom P450. O ile sam paracetamol jest powszechnie stosowanym lekiem
przeciwbdlowym o korzystnych wtasciwosciach, po podaniu go w zbyt duzych dawkach zaburzeniu
ulega gospodarka wolnorodnikowa w watrobie, prowadzac do nieodwracalnego uszkodzenia
hepatocytow. Badania toksycznosci wtérnej sg mozliwe jedynie na zwierzetach, jednak na swiecie
trwajg poszukiwania alternatywnych metod badania na liniach komadrkowych. Jednym z przyktadéw
sg badania hepatotoksycznosci na linii komorkowej HepaRG. Ta Linia komorkowa jest jednak bi-
potentna, tzn. w wyniku namnazania sie komédrek powstajg zarowno hepatocyty jak i komorki
biliarne w niekontrolowanej proporcji jednych do drugich. Obecnos¢ komérek biliarnych istotnie
utrudnia iloéciowg analize toksycznosci wtornej. Stosowanie typowego sortowania komarek w fazie
cieklej jest jednak niemozliwe, gdyz w tych warunkach komarki ulegajg de-dyferencjacji i po wysianiu
powtodrnie dzielg sie na komorki hepatyczne i biliarne. Jedynym sposobem na pozbycie sie komoérek
biliarnych jest ich usuniecie z dojrzatej hodowli komérkowej in-situ. Dokonano tego podajgc 6-ALA tj.
kwas delta aminolwulinowy bedacy prekursorem protoporfiryny IX, znanego w terapii
fotodynamicznej fotouczulacza. W celu selektywnego usuniecia komorek biliarnych, zmodyfikowatem
fluorescencyjny mikroskop odwrécony montujac przestrzenny modulator swiatta z lampg UV.
Stworzony program pozwolit zarejestrowaé obraz hodowli komoérkowej, w sposéb automatyczny
zidentyfikowaé obszary wzrostu komérek biliarnych, a nastepnie naswietli¢ te obszary odpowiednia
dawkg swiatta UV by aktywowa¢ proces fotodynamiczny. Uzyskano w ten sposéb hodowle komdrek
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HapRG bez obecnosci komorek biliarnych. Badania te zaowocowaly jedng publikacja w Journal of
Biomedical Optics (IF=3.16).

Po powrocie do Polski zostatem powtdrnie zatrudniony w Instytucie Niskich Temperatur i Badan
Strukturalnych, Polskiej Akademii Nauk na stanowisku adiunkta w zespole prof. dr hab. Wiestawa
Streka. Procz badan wiasnych, uczestnicze w badaniach prowadzonych przez grupe, a takie
pomagam kolegom z grupy w realizacji ich zadan badawczych (dr R.Wiglusz, dr D. Hreniak,
dr hab. M. Maczka). Po moim powrocie do INTiBS w 2010 roku, powstato w ten sposéb 8 prac
[1,5,7,9,14,15,19,20 z Zatacznika nr 2], a kolejne 3 sg w recenzji. Prace te dotycza spektroskopii
nanomateriatéw i ceramik domieszkowanych jonami lantanowcow, m.in.:

o Dbiatej szeroko-spektralnej emisji swiatta wyniku konwersji energii w gére
w domieszkowanych jonami Yb** lub Nd** czterofosforanach LiLay,(Yb/Nd),P;0;; [1, 14, 15,
195,

e wykorzystania jonu Eu®* jako sondy luminescencyjnej w nanokrystalicznych matrycach
hydroksyapatytow [20], spineli ZnAl,0, [7], wanadiandw YVO, [9] oraz niskotemperaturowo
syntezowanych LaAlQOs.

Réwnoczesnie rozpoczatem starania by potaczy¢ obie dyscypliny naukowe tj. syntezy
i charakteryzacje nanomateriatdw luminescencyjnych z wiedzg inzynieryjng i bio-medyczna. Mimo
dobrze ocenionych wnioskéw ale finalnie nieudanych prébach zdobycia finansowania (European
Research Center (ERC) (2008) — rola: wnioskujacy; ,Dolnoélaskie Centrum Badawcze Materiatow
Funkcjonalnych iBiokompatybilnych” we Wroctawiu PQIG.02.02.00-02-013/09 w 2009 - rola:
koordynator) w roku 2010 uzyskatem dwa granty, w ktorych badatem i badam réine aspekty
zwigzane z syntezami, funkcjonalizacjg, spektroskopia i potencjatem wykorzystania nanoluminoforéow
domieszkowanych jonami lantanowcéw do diagnostyki bio-medycznej. W ramach grantu
Domieszkowane lantanowcami nanoluminofory jako sondy w bioczujnikach (grant MNISW NN 507 58
49 38, 2010-2012), badatem podstawowe wtasciwosci spektroskopowe nanoluminoforéw
domieszkowanych lantanowcami (np. bezpromienisty transfer FRET, przejécia nadczute w jonach Ln**,
struktury core-shell) pod katem mozliwosci zastosowania ich jako elementéw aktywnych
w konstrukgji bioczujnikow. Réwniez w 2010 roku méj pomyst wykorzystania sond luminescencyjnych
w biologii zostat zakwalifikowany do finansowania przez Wroctawskie Centrum Badar EIT+ jako
projekt pod nazwg Nanoparticle Assisted Molecular Imaging and Sensing. Projekt ten jest aktualnie
w realizacji i od niedawna posiada laboratoria chemiczne i bio-spektroskopowe. W ramach badan,
wraz znowoutworzong grupg rozwijam  zainteresowania zwigzane z obrazowaniem
hyperspektralnym iobrazowaniem czaséw zycia, rozwijam réwniez metody bezmaskowej
fotolitografii oraz optymalizuje sprawno$¢ kwantowa sond luminescencyjnych pod katem
wykrywania hybrydom produkujacych przeciwciata monoklonalne. W zwigzku z kierowaniem
projektem jestem aktualnie promotorem pomocniczym dla trzech doktorantek.

4d Wspolpraca naukowa

Aktualnie, w zwigzku z badaniami nad syntezg, optymalizacja wiasciwosci spektroskopowych
nanoluminoforow domieszkowanych lantanowcami i ich zastosowaniem w diagnostyce
biomedycznej, prowadze bardzo bliska wspotprace z dwoma zespotami badawczymi we Wroctawiu:

e Zespot prof. dr hab. Andrzeja Gamiana (dr Jacek Rybka, dr Tomasz LipiAski, dr Jakub
Siednienko) z Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnych, Polskiej Akademii Nauk
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e Zespot prof. dr hab. Marka Samocia (dr Marcin Nyk, mgr Dominika Wawrzyniczyk) z Wydziatu
Chemii Fizycznej i Teoretycznej, Politechniki Wroctawskiej

Moja obecna wspétpraca zagraniczna, w zwiazku z wzglednie nowa tematyka badawczg, dopiero sie
rozwija i aktualnie wigze sig z kontaktami naukowymi, przestaniem prébek i planowaniem wspélnych
badan z:

e Dr Daniel Jaque — Madrid University, Hiszpania,

e Prof. Tero Soukka — Turku University, Finlandia,

e Prof. John Cappobianco — Concordia University, Kanada,

e Prof. Kishan Dolakia - University of St Andrews, Wielka Brytania

Wystepuje rowniez jako partner w konsorcjum naukowym Photon upconverting fuminescent
nanomaterials, ktore zostato zaproszone do Il etapu selekcji grantéw Europejskich COST, majgcych
umozliwi¢ swobodng wspétprace miedzy europejskimi naukowcami w najciekawszych i najbardziej
obiecujgcych dyscyplinach naukowych.
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