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Streszczenie

Niniejsza praca dotyczy opracowania i charakterystyki sond fluorescencyjnych, ktére reaguja
na dwa zwigzki chemiczne jednoczesnie, przechodzac ze stanu wygaszonego do stanu

fluorescencyjnego (odpowiedz w trybie wtgcz-wytgcz).

Celem tej pracy byto stworzenie stabilnej fluorescencyjnej sondy dwuanalitowej do
wizualizacji hipoksji w Srodowisku komdrkowym. Cel ten zostat osiggniety przez
kompleksowe podejscie poczawszy od zaprojektowania sond, poprzez synteze i
charakteryzacje, az po walidacje tych sond w systemach biologicznych. Zaprojektowanie
sond zdolnych do wieloparametrowego wykrywania hipoksji wymagato starannego doboru
rdzenia fluoroforu (barwnik hemicyjaninowy) oraz elementéw odpowiedzialnych za reakcje
na odpowiednie anality docelowe — pH oraz S$rodowisko redukcyjne (aktywnos$é

nitroreduktazy) jako biomarkerdw hipoks;ji.

Po fazie projektowej zsyntetyzowano, scharakteryzowano i pomyslnie zwalidowano nowy
szkielet fluorescencyjny oparty na hemicyjaninie, HCy-Jul, ktdry jest bardziej stabilny i
odporny na niespecyficzne dziatanie $rodowiska biologicznego niz inne powszechnie
stosowane hemicyjaniny. Nastepnie w oparciu o te strukture zsyntetyzowano dwie nowe
sondy dwuanalitowe, NHCy i NHCy-C, scharakteryzowano je w celu potwierdzenia ich
struktury i czystosci oraz zbadano ich odpowiedz fotofizyczng na docelowe anality.
Ostatecznie, opracowane sondy zostaty zwalidowane in vitro i in cellulo w celu okreslenia ich

wydajnosci, czutosci, niezawodnosci i skutecznosci dziatania w sSrodowisku biologicznym.

Co istotne, sonda NHCy umozliwita skuteczng detekcje hipoksji w komodrkach poprzez
odpowiedzZ fluorescencyjng typu "turn-on" na bioredukcje i niskie pH, dwa wyznaczniki
hipoksji, jednak Sladowa fluorescencja w stanie wytagczonym (powszechna dla wiekszosci
sond typu "turn-on") ograniczata wiarygodnos¢ detekcji. Z drugiej strony, sonda NHCy-C
wykazata odpowiedZ typu ,ratiometric” (zmiana stosunku intensywnosci fluorescencji w

dwadch réznych dtugosciach fali) na obecnos$¢ obu analitéw charakterystycznych dla hipoksji,



co pozwolito na niezawodng detekcje hipoksji w komodrkach za pomocg mikroskopii

fluorescencyjnej i cytometrii przeptywowej.

Koncepcje i metodologie (synteza, charakterystyka spektroskopowa, obrazowanie zywych
komodrek) opisane w niniejszej pracy umozliwity opracowanie i walidacje nowych sond
fluorescencyjnych do niezawodnego, wieloparametrycznego wykrywania hipoksji w
modelach komodrek nowotworowych. Jest to znaczacy postep w dziedzinie obrazowania
komdrkowego, poniewaz dwuanalitowa detekcja z wykorzystaniem pojedynczej sondy
pozwala na bardziej rozlegte i kompleksowe monitorowanie procesdow biologicznych
zachodzgcych w komérkach. Ta wiedza jest kluczowa dla lepszego zrozumienia choréb,
odkrywania nowych funkcjonalnych biomarkeréw i celéw molekularnych dla lekéw oraz

walidacji nowych terapii.
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