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Streszczenie w języku polskim 

Mikrotubule są to wysoce dynamiczne i powszechnie występujące struktury komórkowe 

zbudowane z heterodimerów α- i β-tubuliny. Stanowią istotny składnik cytoszkieletu 

komórkowego oraz pełnią różnorodne role w komórce, takie jak utrzymanie struktury komórki, 

wewnątrzkomórkowy transport białek czy segregacja chromosomów potomnych podczas 

podziału komórkowego. Polimery tubuliny pełnią kluczową rolę w mitozie i są uznawane za 

doskonały cel dla środków chemioterapeutycznych stosowanych w leczeniu nowotworów. 

Niniejszy praca doktorska przedstawia zarys syntezy i mechanizmu działania nowych 

związków celujących w dynamikę polimeryzacji/depolimeryzacji mikrotubul. Rozprawa 

doktorska została oparta na dwóch artykułach przeglądowych, które posłużyły za podstawę do 

napisania wstępu poniższej rozprawy oraz dwóch artykułach badawczych, które zostały opisane 

w autoreferacie poniższej rozprawy. We wstępie omówiono budowę oraz dynamiczną 

niestabilność mikrotubul oraz czynniki biologiczne regulujące stabilność oraz dynamikę 

mikrotubul takie jak modyfikacje potranslacyjne tubuliny oraz ekspresja różnych izotypów 

tubuliny. Następnie skupiono się na czynnikach chemicznych regulujących stabilność oraz 

dynamikę mikrotubul, w szczególności związkach będących pochodnymi (izomerami oraz 

izosterami) stilbenu. Głównie skupiono się na opisie związków oddziałujących z domeną 

kolchicynową. W następnej części rozprawy doktorskiej zaprezentowano koncepcję 

fotofarmakologi oraz fotoprzełączalne inhibitory/stabilizatory dynamiki mikrotubul z 

szczególnym uwzględnieniem związków zawierających fragment azobenzenu w swojej 

strukturze. Pierwsza część autoreferatu omawia systematyczne badania nad oceną aktywności 

przeciwnowotworowej wybranych pochodnych stilbenu oraz dibenzo[b,f]oksepiny. W badaniu 

tym syntezowano dziewięć pochodnych stilbenu oraz dziewiętnaście pochodnych 

dibenzo[b,f]oksepiny oraz określono ich aktywność cytotoksyczną. Dla najbardziej 

obiecujących molekuł przeprowadzono badania dokowania molekularnego oraz określono 

wypływ na cytoszkielet miktorubularny za pomocą immunofluorescencji. Przeprowadzone 

badania potwierdziły, że cytotoksyczność tych związków jest związana z ich zdolnością do 

oddziaływania z tubuliną. W kolejnym etapie badań przeprowadzono syntezę oraz badanie 

właściwości spektroskopowych i biologicznych fotochromowych pochodnych kolchicyny. 

Opracowane przełączniki molekularne ulegają fotoizomeryzacji pod wpływem światła 

widzialnego, zamiast promieniowania UV, które jest stosowane w klasycznych przełącznikach 

molekularnych. Jest to kluczowe ze względu na niestabilność kolchicyny pod wpływem 

promieniowania UV. Dla związku wiodącego wykazano zależną od światła cytotoksyczność 

wobec linii komórek nowotworowych HCT116 i MCF-7. Hamowanie polimeryzacji 
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oczyszczonej tubuliny oraz zaburzenie organizacji mikrotubul stanowią dowód wykorzystania 

fotochromowych pochodnych kolchicyny jako przełączników molekularnych  zakłócających 

dynamikę mikrotubul. Podsumowując, udowodniono, że fotochromowe przełączniki 

molekularne oparte na strukturze kolchicyny stanowią podstawę do dalszych badań i rozwoju 

nowych klasy światłoczułych inhibitorów polimeryzacji tubuliny, które mogą znaleźć 

zastosowanie w przyszłych badaniach i aplikacjach klinicznych 

Słowa kluczowe: fotofarmakologia, przełączniki molekularne, azobenzeny, izostery stilbenu, 

dibenzo[b,f]oksepiny 

Streszczenie w języku angielskim 

Microtubules are highly dynamic and ubiquitous cellular structures composed of α- and β-

tubulin heterodimers. They are a crucial component of the cellular cytoskeleton and play diverse 

roles within the cell, such as maintaining cell structure, intracellular protein transport, and 

segregation of daughter chromosomes during cell division. Tubulin polymers play a pivotal role 

in mitosis and are considered excellent targets for chemotherapeutic agents used in cancer 

treatment. This doctoral dissertation presents an outline of the synthesis and mechanism of 

action of new compounds targeting the dynamics of microtubule 

polymerization/depolymerization. The dissertation is based on two review articles, which 

served as the foundation for writing the introduction, and two research articles, described in the 

self-referential section of the dissertation. The introduction discusses the structure and dynamic 

instability of microtubules, as well as biological factors regulating their stability and dynamics, 

such as post-translational modifications of tubulin and the expression of different tubulin 

isotypes. The focus then shifts to chemical factors regulating microtubule stability and 

dynamics, particularly compounds that are derivatives (isomers and isosteres) of stilbene. 

Special emphasis is placed on compounds interacting with the colchicine-binding domain. The 

next section of the dissertation introduces the concept of photopharmacology and 

photoswitchable inhibitors/stabilizers of microtubule dynamics, with particular attention to 

compounds containing an azobenzene fragment in their structure. The first part of the self-

referential section discusses systematic studies evaluating the anticancer activity of selected 

derivatives of stilbene and dibenzo[b,f]oxepine. In this study, nine stilbene derivatives and 

nineteen dibenzo[b,f]oxepine derivatives were synthesized, and their cytotoxic activity was 

determined. For the most promising molecules, molecular docking studies were conducted, and 

their effects on the microtubular cytoskeleton were assessed using immunofluorescence. The 

studies confirmed that the cytotoxicity of these compounds is related to their ability to interact 
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with tubulin. In the next stage of the research, photochromic derivatives of colchicine were 

synthesized and their spectroscopic and biological properties were studied. The developed 

molecular switches undergo photoisomerization under visible light instead of UV radiation, 

which is typically used in classical molecular switches. This is critical due to the instability of 

colchicine under UV irradiation. For the lead compound, light-dependent cytotoxicity was 

demonstrated in the HCT116 and MCF-7 cancer cell lines. The inhibition of purified tubulin 

polymerization and the disruption of microtubule organization provide evidence for the use of 

photochromic colchicine derivatives as molecular switches disrupting microtubule dynamics. 

In summary, it was demonstrated that photochromic molecular switches based on the structure 

of colchicine form the foundation for further research and development of a new class of light-

sensitive tubulin polymerization inhibitors that may find applications in future studies and 

clinical applications. 

Keyword: Photopharmacology, molecular switches, azobenzenes, stilbene isosteres, 

dibenzo[b,f]oxepines 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



8 

 

SPIS TREŚCI 

 

STRESZCZENIE W JĘZYKU POLSKIM .................................................................................................... 5 

STRESZCZENIE W JĘZYKU ANGIELSKIM ............................................................................................. 6 

ŻYCIORYS NAUKOWY ............................................................................................................................... 9 

ARTYKUŁY STANOWIĄCE PODSTAWĘ ROZPRAWY DOKTORSIEJ: ............................................... 9 

CELE I ZAKRES BADAŃ ........................................................................................................................... 14 

WSTĘP ......................................................................................................................................................... 15 

1. BUDOWA CYTOSZKIELETU EUKARIOTYCZNEGO .................................................................................... 15 

2. MIKROTUBULE ................................................................................................................................... 16 

2.1. Struktura i nukleacja mikrotubul ............................................................................................ 16 

2.2. Dynamika utworzonej mikrotubuli .......................................................................................... 18 

2.3. Czynniki biologiczne regulujące stabilność oraz dynamikę mikrotubul .................................... 18 

2.4. Czynniki chemiczne regulujące stabilność oraz dynamikę mikrotubul...................................... 21 

2.5. Związki oddziałujące z domeną kolchicynową......................................................................... 22 

3. FOTOFARMAKOLOGIA ......................................................................................................................... 23 

4. PRZEŁĄCZNIKI MOLEKULARNE OPARTE O STRUKTURĘ AZOBENZENU ZABURZAJĄCE STABILNOŚĆ ORAZ 

DYNAMIKĘ MIKROTUBUL ............................................................................................................................. 27 

AUTOREFERAT .......................................................................................................................................... 31 

1. Systematyczne badania nad oceną aktywności przeciwnowotworowej wybranych pochodnych stilbenu oraz 

dibenzo[b,f]oksepiny [P3] ............................................................................................................................................ 31 

1.1. Synteza wybranych pochodnych stilbenu oraz dibenzo[b,f]oksepin ............................................................. 31 

1.2. Badania aktywności cytotoksycznej otrzymanych pochodnych stilbenu oraz dibenzo[b,f]oksepin [P3]......... 32 

1.3. Wpływ wybranej pochodnej stilbenu na strukturę mikrotubul w komórkach nowotworowych ludzkiego 

gruczolakoraka jelita grubego. ................................................................................................................................. 34 

1.4. Analiza obliczeniowa i dokowanie molekularne ......................................................................................... 35 

2. Synteza i badanie właściwości spektroskopowych i biologicznych fotochromowych pochodnych kolchicyny [P4] 37 

2.1. Projektowanie i synteza fotochromowych pochodnych kolchicyny ............................................................. 37 

2.2. Charakterystyka spektroskopowa otrzymanych pochodnych ....................................................................... 39 

2.3. Ocena aktywności cytotoksycznej na wybranych liniach nowotworowych. ................................................. 43 

2.4. Zaburzenie polimeryzacji tubuliny oraz wewnątrzkomórkowej organizacji mikrotubul w sposób zależny od 

światła …………………………………………………………………………………………………………………45 

WNIOSKI ORAZ PODSUMOWANIE ........................................................................................................ 50 

BIBLIOGRAFIA .......................................................................................................................................... 52 

KOPIA PUBLIKACJI BĘDĄCYCH PODSTAWĄ ROZPRAWY DOKTORSKIEJ ................................ 57 

 



9 

 

ŻYCIORYS NAUKOWY 

 

EDUKACJA: 

Studia I stopnia: Biotechnologia, Wydział Chemiczny, Politechnika Warszawska, 2014 rok.  

Uzyskanie tytułu zawodowego inżyniera na podstawie pracy dyplomowej pt.” Zastosowanie 

nowych substratów chromogennych – pochodnych umbeliferonu do spektrofotometrycznego 

wyznaczania parametrów kinetycznych procesu hydrolizy enzymatycznej realizowanego przy 

użyciu wybranych hydrolaz” 

Studia II stopnia: Biotechnologia, Wydział Chemiczny, Politechnika Warszawska, 2016 rok.  

Uzyskanie tytułu zawodowego magistra inżyniera na podstawie pracy dyplomowej pt.  

”Studies on a new mechanism of rearrangement of selected unsaturated carboxylic acids” 

 

ARTYKUŁY Z LISTY FILADELFIJSKEJ:  

ARTYKUŁY STANOWIĄCE PODSTAWĘ ROZPRAWY DOKTORSIEJ:  

[P1]  F. Borys, E. Joachimiak, H. Krawczyk, H. Fabczak, Review article: Intrinsic and 

Extrinsic Factors Affecting Microtubule Dynamics in Normal and Cancer Cells. Molecules 25, 

2020, 3705; doi:10.3390/molecules25163705. IF = 4.2     

[P2]  F. Borys, P. Tobiasz, M. Poterała, H. Krawczyk Review article: Development 

of novel derivatives of stilbene and macrocyclic compounds as potent of anti-microtubule 

factors. Biomed. Pharmacother. 133, 2021, 110973, doi:10.1016/j.biopha.2020.110973. IF = 

6.9  

[P3]  F. Borys, P. Tobiasz, E. Joachimiak, H. Fabczak, H. Krawczyk, Systematic 

studies on anti-cancer evaluation of stilbene and dibenzo[b,f]oxepine derivatives. Molecules 28, 

2023, 3558, doi:10.3390/molecules28083558. IF = 4.2 

[P4]  F. Borys, P Tobiasz E. Joachimiak, H. Fabczak, H. Krawczyk, First-in-Class 

Colchicine-Based Visible Light Photoswitchable Microtubule Dynamics Disrupting Agent. 

Cells. (2023). IF = 5.1 

 



10 

 

POZOSTAŁE ARTYKUŁY: 

[P5]  A. Zadlo, D. Koszelewski, F. Borys, R. Ostaszewski, Mixed Carbonates as 

Useful Substrates for a Fluorogenic Assay for Lipases and Esterases. ChemBioChem, 4, 2015, 

677–682, doi:10.1002/cbic.201402528. IF = 2.6 

[P6]  A. Zadlo, D. Koszelewski, F. Borys, R. Ostaszewski, Evaluation of 

Pseudoenantiomeric Mixed Carbonates as Efficient Fluorogenic Probes for Enantioselectivity 

Screening. ChemBioChem, 1, 2016, 71–76, doi:10.1002/cbic.201500509. IF = 2.6 

[P7]  D. Koszelewski, D. Paprocki, A. Madej, F. Borys, A. Brodzka, R. Ostaszewski, 

Enzymatic tandem approach to Knoevenagel condensation of acetaldehyde with acidic 

methylene compounds in organic media. Eur. J. Org. Chem. 31, 2017, 4572–4579, 

doi:10.1002/ejoc.201700936. IF = 2.5 

[P8]  D. Koszelewski, D. Trzepizur, A. Zaorska, A. Madej, A. Brodzka, D. Paprocki,  

F. Borys, M. Wilk, R. Ostaszewski, Facile Conversion of α‐Acyloxy Amides into 3‐Hydroxy‐

lactams. Eur. J. Org. Chem. 25, 2018, 3280–3290, doi:10.1002/ejoc.201800605. IF = 2.5 

[P9]  F. Borys, D. Paprocki, D. Koszelewski, R. Ostaszewski, The studies on the 

chemoenzymatic synthesis of 2-benzyl-3-butenoic acid. Catal. Commun. 114, 2018, 6-9, 

doi:10.1016/j.catcom.2018.05.020. IF = 3.4 

[P10]  A. Brodzka, F. Borys, D. Koszelewski, R. Ostaszewski, Studies on the synthesis 

of endocyclic enol lactones via a RCM of selected vinyl esters. J. Org. Chem. 15, 2018, 8655-

8661, doi:10.1021/acs.joc.8b00807. IF = 3.4 

[P11]  D. Koszelewski, F. Borys, A. Brodzka, R. Ostaszewski, Synthesis of 

Enantiomerically Pure 5, 6‐Dihydropyran‐2‐ones via Chemoenzymatic Sequential DKR‐RCM 

Reaction. Eur. J. Org. Chem. 7, 2019, 1653-1658. doi:10.1002/ejoc.201801819. IF = 2.5 

[P12]  F. Borys, M. Poterała, E. Joachimiak, H. Krawczyk, H. Fabczak, Synthesis and 

biological activity evaluation of novel photoswitchable dibenzo [b, f] oxepines derivatives as 

tubulin polymerization inhibitors with potential anticancer activity. FEBS Open Bio. 9, Issue 

S1 2019, 380, doi:10.1002/2211-5463.12675 IF = 2.8 



11 

 

[P13]  D. Garbicz, P. Tobiasz, F. Borys, M. Poterała, E. Grzesiuk, H. Krawczyk, The 

stilbene and dibenzo[b,f]oxepine derivatives as anticancer compounds. Biomed. Pharmacother. 

123, 2020, 109781, doi:10.1016/j.biopha.2019.109781. IF = 6.9  

[P14]  P. Tobiasz, F. Borys, M. Borecka, H. Krawczyk Synthesis of building blocks 

with dibenzo[b,f] oxepin for use in photopharmacology. Int. J. Mol. Sci. 22, 2021, 11033. 

doi:10.3390/ijms222011033. IF = 4.9          

[P15]  F. Borys, P. Tobiasz, J. Sobel, H. Krawczyk, Synthesis and study of dibenzo[b, 

f]oxepine combined with fluoroazobenzenes - new photoswitches for application in biological 

systems.  Molecules 27, 2022, 5836, doi:10.3390/molecules27185836. IF = 4.2      

[P16]  E. Mironiuk-Puchalska, O. Karatsai, A. Żuchowska, W. Wróblewski, F. Borys, 

L. Lehka, M.J Rędowicz, M. Koszytkowska-Stawińska, Development of 5-fluorouracil-

dichloroacetate mutual prodrugs as anticancer agents. Bioorg. Chem. 140, 2023, 106784,  

doi: 10.1016/j.bioorg.2023.106784 IF = 4.5 

 

[P17]  P. Tobiasz, F. Borys, M. Kucharska, M. Poterała, H. Krawczyk, Synthesis and 

Study of Building Blocks with Dibenzo[b,f]oxepine: Potential Microtubule Inhibitors Int. J. 

Mol. Sci. 25, 2024, 6155, doi: 10.3390/ijms25116155 IF = 4.9 

   

ROZDZIAŁY W KSIĄŻKACH: 

1. F. Borys, A. Arbaszewska, P.Tobiasz, E. Joachimiak, H. Fabczak, H.  Krawczyk, 

Synteza aminowych pochodnych dibenzo[b,f]oksepiny, „Nauka i Przemysł metody 

spektroskopowe w praktyce nowe wyzwania i możliwości”. Praca zbiorowa pod redakcją prof. 

dr. hab. Zbigniewa Hubickiego. Uniwersytet Marii Curie-Skłodowskiej, 2019, 149-153, Lublin, 

978-83-227-9219-3. 

2. F. Borys, A. Arbaszewska, P. Tobiasz, E. Joachimiak, H. Fabczak, H. Krawczyk, 

Selektywna redukcja grup nitrowych w pochodnych dibenzo[b,f]oksepiny, „Nauka i Przemysł 

metody spektroskopowe w praktyce nowe wyzwania i możliwości”. Praca zbiorowa pod 

redakcją prof. dr. hab. Zbigniewa Hubickiego. Uniwersytet Marii Curie-Skłodowskiej, 2019, 

154-157, Lublin, 978-83-227-9219-3.   



12 

 

3.  F. Borys, J. Sobel, M. Poterała, P.Tobiasz, E. Joachimiak, H. Fabczak, H. Krawczyk, 

Otrzymywanie związków azowych dla dibenzo[b,f]oksepin, „Nauka i Przemysł metody 

spektroskopowe w praktyce nowe wyzwania i możliwości”. Praca zbiorowa pod redakcją prof. 

dr. hab. Zbigniewa Hubickiego. Uniwersytet Marii Curie-Skłodowskiej, 2020, 85-88, Lublin, 

978-83-227-9369-5. 

4. P. Tobiasz, J. Sobel, F. Borys, H. Krawczyk, Synteza azowych pochodnych 

dibenzo[b,f]oksepiny, „Nauka i Przemysł metody spektroskopowe w praktyce nowe wyzwania 

i możliwości”. Praca zbiorowa pod redakcją prof. dr. hab. Zbigniewa Hubickiego. Uniwersytet 

Marii Curie-Skłodowskiej, 2020, 89-92, Lublin, 978-82-227-9369-5. 

5. P. Tobiasz, F. Borys, H. Krawczyk, Synteza pochodnych chalkonów zawierających 

wiązanie azowe. Praca zbiorowa pod redakcją prof. dr. hab. Zbigniewa Hubickiego. 

Uniwersytet Marii Curie-Skłodowskiej, 2022, 347-350 Lublin, 978-83-227-9602-3. 

6.  P. Tobiasz,  M. Koźbiał , M. Kucharska, F. Borys, T. Ostrowski, H. Krawczyk, 

Opracowanie metody syntezy pochodnej dibenzo[b,f]oksepiny z wielokrotnym wiązaniem 

azowym. „Nauka i Przemysł metody spektroskopowe w praktyce nowe wyzwania i 

możliwości”.  Praca zbiorowa pod redakcją prof. dr. hab. Zbigniewa Hubickiego. Uniwersytet 

Marii Curie-Skłodowskiej, 2023,  w druku. 

7. P. Tobiasz,  M. Koźbiał , F. Borys, H. Krawczyk Sposób otrzymywania pochodnych 

aminowych dihydrodibenzo[b,f]oksepin." „Nauka i Przemysł metody spektroskopowe w 

praktyce nowe wyzwania i możliwości”. Praca zbiorowa pod redakcją prof. dr. hab. Zbigniewa 

Hubickiego. Uniwersytet Marii Curie-Skłodowskiej, 2023,  w druku. 

WYSTĄPIENIA KONFERENCYJNE: 

1.  F. Borys,  M. Poterała, E. Joachimiak, H. Krawczyk, H. Fabczak, Synthesis and 

biological activity evaluation of novel photoswitchable dibenzo[b,f]oxepines derivatives as 

tubulin polymerization inhibitors with potential anticancer activity. “From molecules to living 

systems”.44th FEBS Congress,6-11.07.2019 

2. P. Tobiasz,  F. Borys,  M. Koźbiał, H. Krawczy, Sposób otrzymywania pochodnych 

 aminowych dihydrodibenzo[b,f]oksepin." Science and industry – challenges and 

opportunities. (SICO 2024) 04-06.06. 2024, Lublin. 

 



13 

 

ZGŁOSZENIA PATENTOWE KRAJOWE: 

1.  Filip Borys, Hanna Krawczyk, pt. "Diazowe pochodne kolchicyny oraz sposób ich 

otrzymywania." Nr P.442759, data zgłoszenia  08.11.2022  

2.  Filip Borys, Piotr Tobiasz, Jakub Sobel,  Hanna Krawczyk, pt." Fluorowe pochodne 

metoksydibenzo[b,f]oksepiny oraz sposób ich otrzymywania." Nr  P.441238, data zgłoszenia  

20.05.2022 

3.  Filip Borys, Piotr Tobiasz, Anna Arbaszewska,  Hanna Krawczyk, pt." Sposób 

selektywnej redukcji grup nitrowych w pochodnych dibenzo[b,f]oksepiny ." Nr P.429386, data 

zgłoszenia 25.03.2019 

ZGŁOSZENIA PATENTOWE MIĘDZYNARODOWE:  

1.  Filip Borys, Piotr Tobiasz, Jakub Sobel,  Hanna Krawczyk, pt." Fluorinated derivatives 

of methoxydibenzo[b,f]oxepin and method for obtaining thereof." Nr PCT/PL2023/050036, 

data zgłoszenia  19.05.2023 

GRANTY: 

1.  Uczestnictwo w grantach -Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Chemiczne NChem 1 i 

NChem 3. 

2.  Interdyscyplinarne studia doktoranckie TRI-BIO-CHEM” praca doktorska na Wydziale 

Chemicznym PW i w Instytucie Nenckiego, w ramach wspólnego projektu- POWR.03.02.00-

00-I007/16-00, pt."Od chemii do bioinnowacji dla lepszego życia”.                                                                                             

STAŻE ZAGRANICZNE:  

1. COST Training School, Italy, Siena, 27.04.-01.05.2016. 

2.  COST Short term scientific mission (STSM), Groningen, Netherlands, 20.03.2017–

13.04.2017 Topic: "Studies toward combination of biocatalytic Baeyer–Villiger oxidation of 

αβ-unsaturated ketones and their subsequent biohydrolysis in tandem process." 

NAGRODY: Laureat stypendium FEBS dla młodych naukowców-prezentacja wyników na 

konferencji międzynarodowej w Krakowie-  FEEBS, 44th FEBS Congress, From Molecules to 

Living Systems, Krakow, July 6-11, 2019. 



14 

 

Sumaryczny Impact Factor: 68,1 

Indeks  Hirsha: 7 

Sumaryczna Punktacja MNiSW/MEN: 1 840 

 

CELE I ZAKRES BADAŃ 

 

Pomimo wybuchu ogólnoświatowej pandemii Covid-19, spowodowanej przez nowego 

koronawirusa SARS-CoV-2 choroby nowotworowe pozostają drugą najczęstszą przyczyną 

zgonów na świecie ustępując tylko chorobom układu krążenia. Przedmiotem poniższej 

rozprawy doktorskiej jest projektowanie, synteza oraz określenie właściwości 

spektroskopowych jak i biologicznych pochodnych stilbenu i izosterów stilbenu – 

potencjalnych leków w terapii nowotworów. Do głównych celów prezentowanej rozprawy 

należą: 

1. Opracowanie i krytyczna analiza literatury naukowej na temat czynników wewnętrznych 

oraz zewnętrznych wpływających na dynamikę mikrotubul w komórkach nowotworowych 

oraz komórkach nienowotworowych (publikacja [P1]).   

2. Opracowanie i krytyczna analiza literatury naukowej przedstawiającej syntezę oraz 

mechanizm działania związków zaburzających dynamikę polimeryzacji tubuliny.  

W szczególności skupiono się na pochodnych stilbenu, związkach makrocyklicznych jak i 

również fotochromowych przełącznikach molekularnych hamujących polimeryzację 

tubuliny (publikacja [P2]). 

3. Systematyczne badania na temat syntezy, charakterystyki oraz określenia właściwości 

przeciwnowotworowych na wybranych liniak komórkowych nowych podstawionych 

stilbenów oraz pochodnych stilbenu – dibenzo[b,f]oksepin (publikacja [P3]). 

4. Synteza i badanie właściwości spektroskopowych oraz biologicznych izosterów stilbenu – 

azobenzenów o właściwościach fotochromowych jako potencjalnych leków w terapii 

fotofarmakologicznej nowotworów (publikacja [P4]). 

Publikacje przeglądowe [P1]oraz [P2] zostały omówione we wstępie niniejszej rozprawy. 

Natomiast publikacje eksperymentalne [P3]oraz [P4]zostały przybliżone w autoreferacie 

niniejszej rozprawy. 
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WSTĘP 

1. Budowa cytoszkieletu eukariotycznego  

W komórkach eukariotycznych cytoszkielet jest to sieć włóknistych białek, które rozciągają się 

poprzez cytoplazmę. Aby wykonywać szeroki zakres funkcji takich jak utrzymanie kształtu 

komórki, jej ruch, udział w transporcie wewnątrzkomórkowym jak i również podziale 

komórkowym musi posiadać elementy strukturalnie stabilne, jak i dynamiczne zdolne do 

dynamicznej reorganizacji. Obecnie pod terminem „cytoszkielet” opisuje się trzy elementy 

struktur w komórce eukariotycznej: filamenty aktynowe, filamenty pośrednie oraz mikrotubule 

(Rysunek 1.). Niedawno zaproponowano septyny – konserwowane  białka wiążące GTP jako 

kolejny element cytoszkieletu [1,2]. 

 

Rysunek 1. Cytoszkielet mikrotubularny w komórkach HCT116 zwizualizowany za pomocą 

immunofluorescencji z użyciem przeciwciała przeciwko-α-tubulinie, 12G10 – strzałka: 

mikrotubule rozmieszczone wzdłuż długiej osi komórki; grot: mikrotubule układające się na 

granicy komórki..  

Wszystkie białka cytoszkieletu posiadają wspólne cechy, takie jak występowanie w postaci 

liniowych polimerów w komórkach eukariotycznych oraz zdolność do samoorganizacji  

w polimery in vitro. Złożona sieć cytoszkieletu jest regulowana przez kilka klas białek między 

innymi czynniki promujące nukleacje do inicjacji wzrostu włókien, czynniki terminujące 

wzrost włókien, polimerazy, białka depolimeryzujące oraz białka tnące rozcinające włókna jak 
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i również białka sieciujące i stabilizujące, które współuczestniczą w budowaniu struktur 

wyższego rzędu [3].  

Badania nad wyrafinowanymi narzędziami badawczymi służącymi do zbadania struktury oraz 

dynamiki cytoszkieletu w środowisku komórkowym jak i in vivo są wysoce pożądane, ze 

względu na wiele funkcji cytoszkieletu w niemal wszystkich procesach komórkowych, które 

pomimo intensywnych badań nie zostały wystarczająco poznane do dnia dzisiejszego. 

Wyjaśnienie roli oraz funkcji dynamiki cytoszkieletu w kluczowych procesach komórkowych 

takich jak: cykl komórkowy, utrzymanie kształtu komórki, wewnątrzkomórkowy transport oraz 

segregacja chromosomów potomnych podczas mitozy jest kluczowe dla opracowania nowych 

leków na wiele chorób, takich jak na przykład choroby nowotworowe [4]. Dlatego małe związki 

organiczne, których celem molekularnym jest cytoszkielet okazały się  niezbędne do 

wyjaśnienia procesów komórkowych, w których on uczestniczy. Ich wykorzystanie w 

badaniach podstawowych doprowadziło do opracowania leków zatwierdzonych klinicznie do 

stosowania podczas wystąpienia dny moczanowej oraz w leczeniu niektórych nowotworów. 

Obecnie dostępne środki działają poprzez bezpośrednią cytotoksyczność prowadząc do 

zakłócenia dynamiki tubulina-mikrotubule, powodując depolimeryzację mikrotubul np. 

winkrystyna (alkaloid wyodrębniony z roślin gatunku Catharanthus roseus, wcześniej Vinca 

rosea stąd tzn. alkaloidy Vinca) bądź stabilizacje mikrotubul np. paklitaksel (alkaloid 

wyodrębniony z cisa krótkolistnego). Wśród środków zaburzających waskulaturę (sieć naczyń 

krwionośnych) towarzyszącą nowotworom (VDA, vascular disrupting agents) kombretastatyna 

A-4 „wkroczyła” w fazę badań klinicznych [5].   

2. Mikrotubule 

2.1.Struktura i nukleacja mikrotubul  

Mikrotubule – wszechobecne komórkowe biopolimery są ważnym składnikami cytoszkieletu 

oraz pełnią wiele istotnych funkcji komórkowych między innymi utrzymują kształt komórki, 

uczestniczą w procesie transportu wewnątrzkomórkowego, a także tworzą rzęski oraz wici, 

które umożliwiają ruch komórki. Jednak ze względu na zastosowanie w chemioterapii 

najistotniejszą funkcją mikrotubul jest ich udział w procesie mitozy, gdzie tworzą wrzeciono 

kariokinetyczne i odpowiedzialne są za rozdział oraz prawidłową segregacje chromosomów 

potomnych. Mikrotubule zbudowane są z heterodimerów αβ-tubuliny. Podjednostki α- oraz  

β-tubuliny wykazują 40% identyczności sekwencji aminokwasów, z rdzeniem składającym się 

z dwóch harmonijek-β otoczonych α-helisą, co potwierdzono za pomocą mikroskopii 
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elektronowej z rozdzielczością 3.7 Å [6]. Podjednostki α- oraz β-tubuliny łączą się w 

heterodimery αβ-tubuliny („monomery tubuliny”), cząsteczki o niesymetrycznej strukturze, w 

których wyróżnia się cztery powierzchnie: koniec +, koniec -, powierzchnię H3 i powierzchnię 

ML. Koniec - zlokalizowany jest w „dolnej” części podjednostki α, natomiast koniec + w 

„górnej” części podjednostki β. Powierzchnie końców + i - uczestniczą w oddziaływaniach 

wzdłużny pomiędzy heterodimerami, podczas gdy powierzchnie H3 i ML w oddziaływaniach 

bocznych. Każdy monomer tubuliny wiąże dwie cząsteczki guanozyno-5′-trifosforanu (GTP). 

GTP związane z podjednostką β może ulegać rozpadowi do GDP i wymianie, natomiast 

cząsteczka GTP związana z podjednostką α nie podlega tym procesom. W procesie 

polimeryzacji, heterodimery αβ-tubuliny łączą się wiązaniami niekowalencyjnymi wzdłużnie 

tworząc protofilament, a protofilamenty łączą się poprzecznie tworząc mikrotubule [7]. W 

wyniku tego procesu powstaje mikrotubula budową przypominająca pusty w środku cylinder, 

której długość może sięgać kilku mikrometrów. W komórkach eukariotycznych właściwości 

mikrotubul regulowane są głównie przez regulację dynamiki ich polimeryzacji i  

 

 

Rysunek 2. Struktura oraz dynamiczna niestabilność mikrotubul 
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depolimeryzacji. In vivo mikrotubule polimeryzują i depolimeryzują z większą prędkością na 

końcu +. Z kolei koniec - najczęściej zakotwiczony jest w centrosomach i nie podlega 

dynamicznym zmianom. Wzrost mikrotubuli następuje w dwóch etapach: nukleacji oraz 

elongacji. W komórkach eukariotycznych inicjacja polimeryzacji tubuliny (nukleacja) jest 

związana z obecnością matrycy – tak zwanych pierścieni nukleacji (γ-TuRC, ang. γ-tubulin ring 

complex) czyli kompleksów złożonych m.in. z trzeciego typu tubuliny – γ-tubulin lub nowo 

utworzonych końców mikrotubuli powstałych w wyniku przerwania ciągłości już istniejącej 

mikrotubuli [8].  

2.2.Dynamika utworzonej mikrotubuli 

Proces powstawania mikrotubul jest niezwykle dynamiczny ponieważ mikrotubule przechodzą 

cykle polimeryzacji i depolimeryzacji, znane jako dynamiczna niestabilność mikrotubul [9]. 

Szybka depolimeryzacja mikrotubuli nazywa się „katastrofą”, natomiast przejście z fazy 

skracania się mikrotubuli do ponownego wzrostu „ratunkiem”. Podczas wzrostu mikrotubuli 

do jej dodatniego końca dodawane są monomery tubuliny związane z cząsteczką guanozyno-

5′-trifosforanu (GTP), który po jakimś czasie jest hydrolizowany do guanozyno-5′-difosforanu 

(GDP), co skutkuje obniżeniem powinowactwa monomeru do otaczających podjednostek i 

wymusza zakrzywienie mikrotubuli [10]. Tak długo jak dodatni koniec zawiera „czapeczkę 

GTP” mikrotubula wydłuża się. Jeśli jednak hydroliza GTP jest szybsza niż dołączanie nowych 

monomerów mikrotubula ulega gwałtownemu skróceniu (Rysunek 2).  

2.3.Czynniki biologiczne regulujące stabilność oraz dynamikę mikrotubul  

Biorąc pod uwagę szeroki zakres funkcji pełnionych przez mikrotubule w komórce 

eukariotycznej, kluczowa jest precyzyjna biologiczna regulacja stabilności oraz dynamiki 

mikrotubul, która odbywa się za pomocą kilku mechanizmów. Mechanizmy te obejmują 

odziaływania z różnymi typami białek, modyfikacje potranslacyjne tubuliny oraz ekspresję 

różnych izotypów tubuliny. Do modyfikacji potranslacyjnych zaliczane są: acetylacja, 

metylacja, poliaminacja, glutamylacja oraz poliglutamylacja, glicylacja oraz poliglicylacja, 

tyrozynacja, fosforylacja. Mogą one prowadzić do znaczącej zmiany właściwości monomerów 

tubuliny jak i samych mikrotubuli [11-14]. Na przykład acetylacja lizyny 40 w α-tubulinie przez 

N-acetyl transferazę 1 (ATAT1, ang. α-tubulin N-acetyltransferase 1) prowadzi do powstania 

stabilniejszych mikrotubul, poprzez osłabienie kontaktów bocznych między protofilamentami, 

w efekcie zwiększając elastyczność mikrotubul [15-17]. Ludzki genom koduje siedem 

izotypów α-tubuliny oraz dziewięć izotypów β-tubuliny[18]. W konsekwencji mikrotubule  
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Tabela 1. Cechy izotypów tubuliny występujących u człowieka. 

Izotyp 

tubuliny 

Nazwa 

genu 

kodującego 

Występowanie 

Komórkowo 

specyficzne 

funkcje 

Sekwencja 

C-terminalna 

αIa TUBA1A powszechnie 
migracja 

neuronów 
VEGEGEEEGEEY 

αIb TUBA1B powszechnie  VEGEGEEEGEEY 

αIc TUBA1C powszechnie  ADGEDEGEEY 

αIIIc TUBA3C komórki rozrodcze  VEAEAEEGEEY 

αIIIe TUBA3E komórki rozrodcze  VEAEAEEGEAY 

αIVa TUBA4A powszechnie 
biogeneza płytek 

krwi 
YEDEDEGEE 

αVIII TUBA8 

wysokie: serce i mięśnie 

szkieletowe  

umiarkowane: mózg, jądera i 

tarczyca  

bardzo niskie: wszystkie 

inne tkanki 

spermatogeneza FEEENEGEEF 

βI TUBB powszechnie 

przeżycie 

zróżnicowanych 

komórek nerwiaka 

zarodkowego 

EEEEDFGEEAEEEA 

βIIa TUBB2A wysokie: mózg 

bardzo niskie: wszystkie 

inne tkanki  

wzrost  wypustek 

neuronalnych 

DEQGEFEEEEGEDEA 

βIIb TUBB2B DEQGEFEEEEGEDEA 

βIII TUBB3 
umiarkowane: mózg 

niskie: jądra 

stres oksydacyjny, 

regeneracja 

nerwów i aksonów 

EEEGEMYEDDEEEESEAQGPK 

βIVa TUBB4A 

wysokie: mózg 

umiarkowane/niskie: inne 

tkanki 

Funkcjonowanie 

neuronów i 

oligodendrocytów 

EEGEFEEEAEEEVA 

βIVb 
TUBB4B/ 

TUBB2C 
powszechnie  EEEGEFEEEAEEEVA 

βV TUBB6 
powszechnie w małym 

stopniu 

regeneracja mięśni 

szkieletowych 
NDGEEAFEDEEEEIDG 

βVI TUBB1 

bardzo niskie we wszystkich 

tkankach poza szpikiem 

kostnym oraz śledzioną 

cytoszkielet płytek 

krwi 
VLEEDEEVTEEAEMEPEDKGH 

βVIII TUBB8 komórki rozrodcze 
dojrzewanie 

oocytów 
EEEEDEEYAEEEEVA 
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złożone z kombinacji różnych izotypów α- i β-tubuliny występują specyficznie w zależności 

od rodzaju tkanki oraz stadium rozwojowego, znacząco różniąc się od siebie właściwościami 

[19]. Ludzka α-tubulina należy do czterech klas (z dziewięciu opisanych u ssaków) αI, αIII, 

αIV oraz αVIII (Tabela 1). Warto zaznaczyć, że dwie klasy wykazują tkankowo specyficzną 

dystrybucję, z klasą αIII występującą głownie w męskich komórkach rozrodczych oraz klasą 

αVIII obecną głównie w komórkach mięśniowych, sercowych oraz szkieletowych. Pozostałe 

dwie klasy są szeroko rozpowszechnione. Chociaż funkcje izotypów α-tubuliny specyficzne dla 

niektórych tkanek lub komórek zostały ostatnio opisane w literaturze naukowej, to ich dokładna 

rola w dynamice mikrotubul wciąż pozostaje nie do końca poznana [20-23]. Ludzka β-tubulina 

należy do siedmiu klas (z dziewięciu występujących u ssaków): βI – βVI oraz βVIII. Z 

dostępnych danych naukowych wydaje się, że najszerzej rozpowszechnione są izotypy βI, 

βIVb, βV oraz βVIII, podczas gdy pozostałe izotypy β-tubuliny wykazują bardziej tkankowo 

specyficzne występowanie [24]. Izotyp βVIII  jest niezbędny do prawidłowego rozwoju oocytu 

oraz wczesnego rozwoju zarodka człowieka [25]. Występowanie tubuliny βII, βIII oraz βIVa 

głównie w mózgu sugeruje istotność tych izoform w procesach związanych z układem 

nerwowym [26]. Postuluje się wypływ obecności izotypu βIII w ochronie przed stresem 

oksydacyjnym oraz wskazuje jego funkcje w procesie wzrostu aksonów i regeneracji nerwów 

[27, 28]. Od ponad dwóch dekad wiadomo, że mikrotubule złożone z tubuliny βIII są bardziej 

dynamiczne niż, mikrotubule złożone z tubuliny βII lub βIV [29]. Na podstawie niedawno 

opublikowanych danych wykazano, że główna różnica jest spowodowana znacznym wzrostem 

częstotliwości „katastrofy” (depolimeryzacji) mikrotubul składających się z tubuliny βIII, 

podczas gdy tempo wzrostu mikrotubuli pozostaje na podobnym poziomie [30,31]. Białka 

związane z mikrotubulami (MAPs, ang. microtubule-associated proteins) są kolejnym 

biologicznym czynnikiem wypływający na dynamikę mikrotubul w komórce eukariotycznej. 

Ogólnie białka związane z tubuliną można podzielić na stabilizujące bądź destabilizujące 

mikrotubule, jednak stabilizacja lub destabilizacja mikrotubul może zachodzić poprzez wpływ 

na jeden z kilku procesów takich jak: nukleacja mikrotubuli, stabilizacja lub destabilizacja 

matrycy lub końca mikrotubuli. Dlatego białka związane z mikrotubulami podzielono na kilka 

funkcjonalnych kategorii: (i) nukleatory mikrotubul, (ii) białka wiążące się do końców 

mikrotubuli, (iii) białka wiążące się z powierzchnią mikrotubuli, (iv) enzymy tnące mikrotubule 

(katanina, spastyna), (v) białka motoryczne (kinezyny, dyneiny) [32]. Nukleatory mikrotubul 

zwiększają częstość inicjacji powstania nowej mikrotubuli zarówno na kompleksie γ-TuRC jak 

i na „zarodkach” mikrotubul oraz stabilizują wzrost mikrotubul. Białka wiążące się z końcami 

mikrotubuli są specyficzne do dodatniego (+TIPs, ang. microtubule-plus-end  tracking  
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proteins) lub ujemnego (−TIPs, ang. microtubule-minus-end  tracking  proteins) końca 

mikrotubuli. +TIPs należą do rodziny około dwudziestu różnych rodzin białek. Mogą 

wykazywać właściwości zarówno stabilizujące jak i destabilizujące mikrotubule. Wśród białek 

wiążących się z matrycą mikrotubul należy wyróżnić siedem klasycznych rodzin tych białek: 

MAPs, MAP1, MAP2, MAP4, MAP6, MAP7 oraz białko tau, które promują polimeryzację 

tubuliny a tym samym stabilizację oraz wzrost mikrotubul. Regulują one również asocjację 

mikrotubul z innymi elementami cytoszkieletu, organellami oraz membraną komórkową. 

Wpływają również na transport wzdłuż mikrotubul oraz rozcinanie mikrotubul poprzez 

kompetencyjne wiązanie się na powierzchni mikrotubul w miejscach wiązania enzymów 

tnących mikrotubule oraz białek motorycznych [33]. Organizacja mikrotubul jest również 

regulowana poprzez enzymy tnące mikrotubule takie jak: katanina i spastyna, których 

aktywność może prowadzi do skracania się mikrotubul lub nawet ich depolimeryzacji, ale 

zarazem do powstania wielu „zarodków” mikrotubul, które służą jako nukleatory mikrotubul 

oraz wolnych heterodimerów αβ-tubuliny, które mogą być następnie wbudowane w strukturę 

nowej mikrotubuli. Tak więc, enzymy tnące mikrotubule mogą wykazywać w stosunku do 

dynamiki oraz masy polimeru mikrotubul zarówno pozytywny jak i negatywny efekt [34].  

2.4.Czynniki chemiczne regulujące stabilność oraz dynamikę mikrotubul 

Badania nad mikrotubulami były ściśle połączone z wykorzystaniem małych organicznych 

cząsteczek oddziałujących z tubuliną. W ciągu ostatnich lat prowadzone były intensywne 

badania nad syntezą oraz określeniem właściwości biologicznych i spektroskopowych 

związków oddziałujących z mikrotubulami (ang. microtubule-targeting agents), nie tylko ze 

względu na wyjaśnienie procesów komórkowych w których uczestniczą mikrotubule, ale 

również w celu zastosowania klinicznego. Wiele związków oddziałujących z mikrotubulami 

syntezowane jest przez rośliny, grzyby oraz bezkręgowce jako naturalny środek obrony 

przeciwko pasożytom lub innym konkurencyjnym gatunkom [35]. Biorąc pod uwagę 

mechanizm działania możemy wyróżnić dwa główne typy związków oddziałujących z 

mikrotubulami: związki stabilizujące mikrotubule (inhibitory depolimeryzacji tubuliny) oraz 

związki destabilizujące mikrotubule (inhibitory polimeryzacji tubuliny). W globularnej części 

heterodimeru αβ-tubuliny możemy wyróżnić przynajmniej sześć miejsc (tzw. kieszeni) 

wiązania związków organicznych (które nazywane są od leków wiążących się z tymi 

miejscami), które wiążąc cząsteczkę ligandu indukują zmianę struktury tubuliny i w 

konsekwencji zmianę dynamiki mikrotubul (Rysunek 3) [36]. Cecha ta wykorzystywana jest w 

chemioterapii nowotworów [37]. Spośród czterech miejsc wiązania zlokalizowanych na 
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podjednostce β-tubuliny najobszerniej opisane są miejsce wiązanie alkaloidów Vinca oraz 

miejsce wiązania taksanów. Miejsce wiązania kolchicyny zlokalizowane jest na powierzchni 

pomiędzy podjednostkami α- i β-tubuliny. Natomiast miejsce wiązania związku o angielskiej 

nazwie „pironetin” jako jedyne zlokalizowane jest na podjednostce α-tubuliny [36]. W 

niniejszej pracy doktorskiej skupiono się na związkach, które oddziałują z miejscem wiązania 

kolchicyny.    

 

Rysunek 3. Lokalizacja miejsc wiązania związków oddziałujących z mikrotubulami w 

strukturze heterodimeru αβ-tubuliny (PDB: 1SA0). Kolchicyna zwizualizowana w kolorze 

fioletowym. 

2.5.Związki oddziałujące z domeną kolchicynową 

Kolchicyna jest to związek pochodzenia naturalnego wyizolowany z nasion zimowita 

jesiennego (Colchicum autumnale) – rośliny występującej na terenie Europy. Alkaloid ten 

zawiera w swojej strukturze trzy pierścienie, z których dwa pierścienie oddziałują z 

podjednostką β-tubuliny, natomiast pierścień aromatyczny oddziałuje z podjednostką  

α-tubuliny (Rysunek 4). Wiązanie się kolchicyny do tubuliny jest wolnym i praktycznie 

nieodwracalnym procesem silnie zależnym od temperatury [38]. Związanie liganda w miejscu 

wiązania kolchicyny powoduje stabilizacje zakrzywionej konformacji heterodimeru  

αβ-tubuliny. Podczas polimeryzacji mikrotubuli nowo dołączone heterodimery αβ-tubuliny 

ulegają przejściu z konformacji zakrzywionej do konformacji prostej, co wymaga zmiany 

ułożenia kilku struktur drugorzędowych β-tubuliny bliżej siebie. W rezultacie miejsce wiązania 
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kolchicyny ulega skurczeniu. Gdy miejsce to jest związane z ligandem takie zmiany 

konformacji nie mogę wystąpić. W związku z tym kompleks ligand – heterodimer  

αβ-tubuliny nie może być monomerem podczas polimeryzacji mikrotubuli [54,55]. Pomimo iż, 

kolchicyna znalazła zastosowanie kliniczne w leczeniu chorób nienowotworowych (np. dna 

moczanowa, rodzinna gorączka śródziemnomorska, choroba Behçeta [39-41]) to ani 

kolchicyna, ani inne pokrewne związki nie znalazły zastosowania w chemioterapii 

nowotworów ze względu na ich wysoką toksyczność dla zdrowych tkanek w stężeniach 

potrzebnych do wywołania efektu przeciwnowotworowego [42]. W ciągu ostatnich 

kilkudziesięciu lat opisano oraz zbadano aktywność biologiczną wielu cząsteczek o mniejszej 

toksyczności dla zdrowych komórek między innymi: pochodne stilbenu – kombretastatyny 

(kombretastatya A-1, kombretastatya A-4, difosforan kombretastatyny A-1(Oxi4500)), 

pochodne dibenzooksepiny lub pochodne chalkonu (MDL 27048) [43-47]. 

Dibenzo[b,f]oksepiny posiadają dwa pierścienie aromatyczne połączone z jednej strony 

mostkiem tlenowym, z drugiej mostkiem winylowym, co warunkuje ich ułożenie w 

konfiguracji (Z)-stilbenu (Rysunek 4). Ponadto dibenzo[b,f]oksepiny poza aktywnością 

przeciwnowotworową wykazują szereg istotnych właściwości biologicznych takich jak: 

właściwości przeciwzapalne, przeciwdepresyjne oraz przeciwpsychotyczne [48-52]. Pomimo 

intensywnych badań do dnia dzisiejszego nie znaleziono związku oddziałującego z domeną 

kolchicynową, który zostałby zatwierdzony w klinicznym leczeniu nowotworów, kilka molekuł 

znajduje się w fazie badań klinicznych [53].  

 

Rysunek 4. Struktura wybranych związków oddziałujących z domeną kolchicynową tubuliny: 

a) kombretastatyna A-1, b) kombretastatyna A-4, c) difosforan kombretastatyny A-1, d) 

dibenzo[b,f]oksepina, e) MDL 27048 ((E)-1-(2,5-dimetoksyfenyl)-3-[4-

(dimetyloamino)fenyl]-2-metylprop-2-en-1-on).  

3. Fotofarmakologia 

Fotofarmakologia jest to stosunkowo nowa technika do zastosowania w medycynie polegająca 

na wbudowaniu elementu fotochromowego – podlegającego odwracalnej zmianie struktury pod 

wpływem naświetlania promieniowaniem elektromagnetycznym (tzw. przełącznika 

molekularnego) w strukturę związku wyjściowego o znanej lub oczekiwanej aktywności 
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biologicznej. Celem fotofarmakologii jest zmniejszenie skutków działania substancji poza 

celem komórkowym i poważnymi ogólnoustrojowymi lub środowiskowymi skutkami 

ubocznymi. Można to zrealizować poprzez ustanowienie zewnętrznych i selektywnych metod 

kontrolowania aktywności związków aktywnych z precyzją czasową oraz przestrzenną. Metoda 

ta obejmuje projektowanie, syntezę oraz zastosowanie leków w postaci fotochromowych 

przełączników molekularnych, których strukturę, a w konsekwencji aktywność biologiczną 

można kontrolować za pomocą światła o specyficznej długości fali [56,57]. Chociaż 

fotofarmakologia jest stosunkowo nową techniką, która nie znalazła jeszcze zastosowania 

klinicznego, ostatnie lata „obfitowały" w badania mające na celu opracowanie nowych 

fotochromowych bioaktywnych związków między innymi: agonistów receptorów sprzężonych 

z białkami G, modulatorów kanałów jonowych oraz inhibitorów enzymów [58-60]. 

Fotochromowy przełącznik molekularny jest to cząsteczka chemiczna, która posiada dwa lub 

więcej stanów stabilnych termodynamicznie, w które może się przekształcać pod wpływem 

światła. Fotoizomeryzacja przełączników molekularnych zachodzi poprzez dwa główne 

mechanizmy, są to: izomeryzacja izomerów (E) – (Z) oraz 6π elktorcyklizacja trienów. 

Pochodne azobenzenów, indygo, hemitioindygo oraz stilbenów ulegają izomeryzacji wiązania 

podwójnego, podczas gdy ditienyloeteny zmieniają swoją strukturę poprzez 6π 

elektrocyklizację. Istnieją również związki które ulegają mieszanemu mechanizmowi jak np. 

spiropirany. W pierwszym etapie ulegają 6π elektrocyklizacji, a następnie izomeryzacji 

wiązania podwójnego (Rysunek 5) [61]. W poniższej pracy skupiono się na syntezie i 

określeniu właściwości spektroskopowych oraz biologicznych przełączników molekularnych 

opartych na strukturze azobenzenu – izosteru stilbenu, dlatego w dalszej części zostaną one 

opisane bardziej szczegółowo. Jak już wspomniano, azobenzeny mogą ulegać fotoizomeryzacji 

pomiędzy izomerami (E) – (Z) pod wpływem światła, która prowadzi do znacznych zmian w 

właściwościach fizycznych takich jak geometria cząsteczki, moment dipolowy czy widmo 

absorpcyjne. Izomer (E) azobenzenu jest stabilniejszy o około 12 kcal/mol od izomeru (Z). 

Izomer ten pod wpływem naświetlania światłem z zakresu 320–350 nm izomeryzuje do 

izomeru (Z). Reakcja ta jest odwracalna i izomer (E) powstaje ponownie pod wpływem 

naświetlenia światłem z zakresu 400–450 nm lub 
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Rysunek 5. Przykłady przełączników molekularnych ulegających izomeryzacji  

E/Z – a)azobenzeny, b)stilbeny, c)pochodne indygo, d) pochodne hemitioindygo;  

6π elektrocyklizacji e)ditienyloeteny lub mieszanemu mechanizmowi f) spiropirany. 

w wyniku spontanicznej relaksacji układu do stanu równowagi termodynamicznej, który 

przeważnie składa się wyłącznie z izomeru (E) [62]. Mechanizm fotoizomeryzacji 

azobenzenów nie jest do końca poznany, postuluje się jednak dwa główne prawdopodobne 

mechanizmy: rotację wokół wiązania podwójnego oraz płaskiej inwersji. Wprowadzenie 

podstawników w pierścieniach aromatycznych skutkuje znacznymi zmianami we 

właściwościach spektroskopowych oraz fotochemicznych pochodnych azobenzenu. 

Odpowiednio dobrane mogą nawet spowodować, że izomer (Z) będzie termodynamicznie 

trwalszy od izomeru (E) [63]. Proces fotoizomeryzacji azobenzenu powoduje zmniejszenie się 

odległości pomiędzy dwoma przeciwległymi atomami węgla w pozycji 4 w pierścieniach 

aromatycznych z 9.0 Å w formie (E) do 5.5 Å w formie (Z). Izomer (E) azobenzenu jest 

praktycznie płaski i nie posiada momentu dipolowego, natomiast izomer (Z) posiada 

zakrzywioną geometrię cząsteczki oraz wykazuje moment dipolowy równy 3.0 D. W formie 

(Z) jeden z pierścienie aromatycznych ulega rotacji co spowodowane jest względami 

sterycznymi i bliskością chmury elektronowej drugiego pierścienia aromatycznego (Rysunek 

6) [64,65]. Układ pierścieni aromatycznych ma również wpływ na strukturę widma 
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Rysunek 6. Proces fotoizomeryzacji azobenzenu prowadzi do zmian w geometrii cząsteczki.  

protonowego magnetycznego rezonansu jądrowego (1H NMR, ang. nuclear magnetic 

resonance). Sygnały pochodzące od izomeru (Z) pojawiają się przy niższych częstościach w 

porównaniu do sygnałów pochodzących od izomeru (E) ze względu na diamagnetyczne 

przesuniecie sygnałów. Pasma w widmach absorpcyjnych UV-Vis izomerów (E) oraz (Z) 

azobenzenu są odmienne jednak nakładające się. W widmie tym możemy wyróżnić dwa 

charakterystyczne maksima absorpcji odpowiadające przejściom elektronowym π → π* oraz  

n → π*. W widmie (E) azobenzenu obserwuje się pasmo o mniejszej intensywności ok. 440 

nm (n → π*) oraz o większej intensywności ok. 320 nm (π → π*).  W widmie izomer (Z) 

azobenzenu również występuje maksimum absorpcji około wartości 440 nm (n → π* o 

większej intensywności w porównaniu z izomerm (E)), natomiast pasmo odpowiadające 

przejściu π → π* ulega przesunięciu hipsochromowemu z maksimami absorpcji przy 

długościach fali 250 oraz 280 nm. Naświetlanie azobenzenu światłem o długości fali 

wynoszącym 313 nm lub 436 nm skutkuje ustaleniem się stanu równowagi (stan 

fotostacjonarny) złożonym w przybliżeniu odpowiednio z 20% lub 90% izomeru (Z) [66]. 

Proces izomeryzacji może być badany zarówno za pomocą magnetycznego rezonansu 

jądrowego jak i za pomocą spektroskopii UV-Vis. Ze względu na charakter widma UV-Vis 

pochodne azobenzenu można podzielić na trzy kategorie: związki typu azobenzenu, związki 

typu aminoazobenzenu oraz związki typu pseudostilbenów (Rysunek 7) [67]. Związki typu 

azobenzenu wykazują podobną strukturę widma do niepodstawionego azobenzenu. Związki 

typu aminoazobenzenu posiadające podstawniki w pozycjach orto- lub para- z grupą 

elektronodonorową wykazują w swoim widmie batochromowe przesunięcie pasm oraz 

skrócenie czasu półtrwania w stosunku do związków typu azobenzenu. Natomiast związki typu 

pseudostilbenów wykazują jeszcze większy efekt batochromowego przesunięcia pasm i 

charakteryzują się jeszcze większym skrócenie czasu półtrwania [65].  

 

 

h  1

h  2

  

            

Z azobenzen  azobenzen



27 

 

 

 

Rysunek 7. Przykłady związków należących do związków typu azobenzenu (niepodstawiony 

azobenzen), typu aminoazobenzenu (4’-hydroksy-4-aminoazobenzen) oraz typu 

pseudostilbenów (4’-nitro-4-aminoazobenzen). 

4. Przełączniki molekularne oparte o strukturę azobenzenu zaburzające stabilność oraz 

dynamikę mikrotubul  

Przełączniki molekularne zaburzające stabilność oraz dynamikę mikrotubul możemy podzielić 

podobnie jak typowe związki oddziałujące z tubuliną na przełączniki molekularne 

destabilizujące mikrotubule np. poprzez inhibicję polimeryzacji tubuliny oraz przełączniki 

molekularne stabilizujące mikrotubule np. poprzez aktywację polimeryzacji tubuliny oraz 

zapobieganie depolimeryzacji już powstałej mikrotubuli. Wiodącym przykładem 

przełączników molekularnych opartych o strukturę azobenzenu, które powodują destabilizację 

mikrotubul są analogi kombretastatyny A-4, w której strukturze wiązanie podwójne  

węgiel-węgiel zostało zastąpione przez izosteryczne wiązanie podwójne azot-azot (tzw. 

fotostatyny PTS-1 bądź azokombretastatyna azo-CA-4, Rysunek 8). Zostały po raz pierwszy 

syntezowane oraz opisane równolegle przez trzy zespoły badawcze [68-70]. Na podstawie 

przeprowadzonych badań zidentyfikowano związek PTS-1 oraz prolek tego związku PTS-1P 

zawierający grupę fosforanową, jako najbardziej obiecujące analogi do dalszych badań. 

Naświetlanie biologicznie nieaktywnego izomeru E tych pochodnych azobenzenu prowadzi do 

powstawania izomeru Z, który wykazuje silne właściwości destabilizujące mikrotubule in vitro. 

W eksperymentach przeprowadzonych na hodowlach komórkowych linii raka szyjki macicy 

(HeLa) fotostatyny wykazywały nawet 250-krotnie wyższą cytotoksyczność po aktywacji 

światłem ultrafioletowym lub niebieskim (λ=380–410 nm) w porównaniu do warunków bez 

obecności światła. We wszystkich trzech grupach badawczych wykazano spadek 

cytotoksyczności fotostatyn w porównaniu do kombretastatyny A-4 oraz istotny wzrost 

aktywności cytotoksycznej po naświetleniu tych związków promieniowaniem 
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elektromagnetycznym z zakresu 370-410 nm. Poza wspomnianą wyżej linią komórkową HeLa, 

badacze zaobserwowali ten efekt stosując linie komórkowe komórek nabłonkowych 

gruczolakoraka piersi (MDA-MB-231) oraz linii komórkowej śródbłonka żyły pępowinowej 

człowieka (HUVECs) [68-70]. W badaniach polimeryzacji tubuliny z użyciem oczyszczonej 

tubuliny zaobserwowano, że po naświetleniu światłem związek PTS-1 wykazywał silną 

inhibicję polimeryzacji tubuliny, podczas gdy nienaświetlony związek nie miał wpływu na 

cytoszkielet mikrotubularny, podobnie jak obserwowano w kontroli negatywnej. Co więcej, 

przeprowadzono analizę cyklu komórkowego (komórki linii HeLa, MDA-MB-231 oraz 

HEK293T – ludzkie komórki embrionalne nerki) i dowiedziono, że fotostatyny indukują  

 

Rysunek 8. Struktura kolchicyny i kombretastatyny A-4 oraz przełączników molekularnych 

opartych o strukturę kombretastatyny A-4.  

zatrzymania cyklu komórkowego w fazie G2/M i w konsekwencji śmierć komórki w sposób 

zależny od światła. W 2017 roku opublikowane zostało badanie opisujące syntezę związku azo-

CA4-OEt, analogu kombretastatyny A-4 zawierającego strukturę azobenzenu,  

charakteryzującego się ulepszonymi właściwościami fotofarmakologicznymi w porównaniu do 

fotostatyny PST-1. W związku tym jedna z grup metoksylowych została zastąpiona grupą 

etoksylową (Rysynek 9) [71]. Cząsteczka ta wykazywała ponad 500-krotnie większą 

aktywność cytotoksyczną wobec komórek linii HeLa oraz H157 (linia komórkowa ludzkiego 

płaskonabłonkowego raka płuc) w obecności światła ultrafioletowego (λ=390–400nm), niż w 

ciemności. Przeprowadzone badania dokowania molekularnego wykazały, że konformacja 

cząsteczek PST-1 oraz azo-CA4-OEt  podczas odziaływania z tubuliną jest niemal identyczna 

oraz pokrywająca się ze strukturą kombretastatyny A-4 związanej z tubuliną uzyskanej za 

pomocą krystalografii rentgenowskiej. Na podstawie uzyskanych wyników stwierdzono,  

że zarówno cząsteczka PST-1 oraz azo-CA4-OEt oddziałują z domeną kolchicynową w 

cząsteczce hetrodimeru αβ-tubuliny. W związku z tym fotostatyny stanowią cenne narzędzie w 
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badaniach nad biologią komórki oraz obiecującą klasę precyzyjnych środków terapeutycznych, 

których toksyczność można precyzyjnie kontrolować w czasie i przestrzeni za pomocą światła.  

 

 

Rysunek 9. Schemat syntezy związków AzTax. (DIPEA - N,N-diizopropyloetyloamina, 

EDCI – 1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo)karbodiimid, HOBt – hydroksybenzotriazol) 

Jak już wspomniano przełączniki molekularne stabilizujące mikrotubule, w przeciwieństwie do 

związków destabilizujących mikrotubule, aktywują polimeryzację tubuliny oraz zapobiegają 

demontażowi już powstałych mikrotubul. Wiodącym przykładem przełączników 

molekularnych opartych o strukturę azobenenu o właściwościach stabilizujących mikrotubule 

są pochodne paklitakselu oraz docetakselu, alkaloidów terpenowych z grupy taksanów 

stosowanych klinicznie jako leki przeciwnowotworowe. Zostały one po raz pierwszy 

otrzymane oraz opisane w badaniu z 2020 roku [72]. Otrzymane związki nazwano 

„azotaksanami” AzTax. Ich synteza została przeprowadzona dwu etapowo. W pierwszym 

etapie usunięto grupę tert-butoksykarbonylową z handlowo dostępnego docetakselu w reakcji 

z kwasem trifluorooctowym. Następnie przeprowadzono reakcję sprzęgania otrzymanej w 

pierwszym etapie aminy z pochodnymi kwasu orto-, para- oraz meta-

(fenyloazo)benzoesowego (Rysunek 9). Wykazano, że położenie grupy azowej w pozycji meta- 

względem grupy amidowej powodowało najmniejszy spadek aktywności cytotoksycznej oraz 

prowadziło do uzyskania największej różnicy w cytotoksyczności pomiędzy izomerami E oraz 

Z. Właściwości fotochemiczne były zbliżone w obrębie danego typu wprowadzonych 

podstawników. Związki niepodstawione żadnymi podstawnikami wykazywały 3-krotny 

większy procent izomeru Z w stanie fotostacjonarnym dla długości fali λ=375nm (~80% 

izomeru Z) niż w stanie fotostacjonarnym dla długości fali λ=410nm (~26% izomeru Z) oraz 

posiadały znacząco wolniejszy czas relaksacji termicznej, niż wynosi skala czasowa 

eksperymentów biologicznych (czas półtrwania ok. 50 dni). Związki podstawione grupami 

metoksylowymi wykazywały 9-krotny większy procent izomeru Z w stanie fotostacjonarnym 
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dla długości fali λ=375nm (~96% izomeru Z) niż w stanie fotostacjonarnym dla długości fali 

λ=535nm (~11% izomeru Z) oraz również posiadały znacząco wolniejszy czas relaksacji 

termicznej, niż wynosi skala czasowa eksperymentów biologicznych (czas półtrwania ok. 24 

godziny). Natomiast okres półtrwania pochodnych podstawionych grupą dimetyloaminową w 

pozycji para- był zbyt krótki, aby go dokładnie wyznaczyć.Testy żywotności komórek 

przeprowadzone na linii komórkowej HeLa pozwoliły zidentyfikować AzTax3MP jako 

związek wiodący, o profilu bioaktywności porównywalnym z docetakselem, lecz o mniejszej 

sile działania. Działa on jako związek stabilizujący mikrotubule, a jego aktywność wzrasta po 

napromieniowaniu światłem, co potwierdzono w testach polimeryzacji tubuliny in vitro oraz w 

obrazowaniu immunofluorescencyjnym. W badaniu cytometrii przepływoej wykazano 

dwukrotny wzrost liczby komórek w fazie G2/M po ekspozycji AzTax3MP na światło w 

stosunku do kontroli. Dodatkowo wykazano, że AzTax3MP może być stosowany do 

odwracalnej fotomodulacji sieci mikrotubul oraz funkcji związanych z mikrotubulami w 

komórkach nowotworowych (HeLa) i neuronach (pierwotne neurony hipokampalne szczura) z 

wysoką rozdzielczością czasową oraz precyzją na poziomie pojedynczych komórek [72]. 
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AUTOREFERAT  

1. Systematyczne badania nad oceną aktywności przeciwnowotworowej wybranych 

pochodnych stilbenu oraz dibenzo[b,f]oksepiny [P3] 

1.1. Synteza wybranych pochodnych stilbenu oraz dibenzo[b,f]oksepin 

Po przeprowadzeniu krytycznej analizy literaturowej dotyczącej związków 

odziaływujących z tubuliną doszedłem do wniosku, że pochodne oraz izostery stilbenu są 

istotną klasą związków bioaktywnych o potencjalnych właściwościach 

przeciwnowotworowych. Dlatego też, podczas przeprowadzonych prac badawczych 

syntezowano 28 pochodnych stilbenu oraz dibenzo[b,f]oksepin realizując trzy etapy 

syntetyczne. Zrealizowana ścieżka syntezy przedstawiona została na Rysunku 10. W 

pierwszym etapie przeprowadzona została reakcja kondensacji pomiędzy 2,4-dinitrotoluenem 

a odpowiednią pochodną 2-hydroksybenzaldehydu w obecności pirolidyny jako katalizatora 

reakcji. Wydzielono 8 pochodnych 1a-h za pomocą krystalizacji z dodatkiem węgla 

aktywnego. Jako rozpuszczalnika w procesie krystalizacji użyto metanol lub etanol. Pochodnej 

1h nie wydzielono, a surowa mieszanina poreakcyjna została użyta w następnej reakcji. W 

kolejnym etapem syntetycznym była reakcja cyklizacji otrzymanych pochodnych 2,4-

dinitrostilbenu 1a-i do pochodnych dibenzo[b,f]oksepin w obecności azydku sodu. W tym 

etapie wydzielono 9 pochodnych nitrodibenzo[b,f]oksepin 2a-i stosując metodę chromatografii 

kolumnowej. Pochodną dibenzo[b,f]oksepiny zawierającą podstawnik hydroksylowy 2i 

poddano reakcji acetylowania wobec bezwodnika kwasu octowego oraz katalitycznej ilości 

kwasu siarkowego (VI). Otrzymaną pochodną 2j oczyszczono za pomocą chromatografii 

kolumnowej. W ostatnim etapie syntetycznym nitrodibenzo[b,f]oksepiny 2a-f, 2h, 2i poddane 

zostały reakcji redukcji grupy nitrowej do grupy aminowej z zastosowaniem aktywowanego 

pyłu cynkowego w kwasie octowym. Pochodna dibenzo[b,f]oksepiny zawierająca dwie grupy 

nitrowe 2g została selektywnie zredukowana do pochodnej 3g z wykorzystaniem 

oktakarbonylku dikobaltu w wodzie jako rozpuszczalniku.  W celu określenia struktury 

produktów reakcji pochodnych stilbenów 1a-i oraz dibezo[b,f]oksepin 2a-j, 3a-h, 3j wykonano 

widma 1H i 13C NMR wszystkich produktów w roztworach deuterowanych rozpuszczalników. 

Wartości stałych sprzężenia 3JH-H dla protonów olefinowych w związkach 1a-i wynosiły w 

przybliżeniu 16 Hz co odpowiada konfiguracji E badanych izomerów. Podczas gdy, dla 

związków 2a-j, 3a-h, 3j wartości odpowiednich stałych sprzężenia 3JH-H wynosiły około 11 Hz 

co potwierdza konfigurację Z otrzymanych izomerów. 
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Rysunek 10. Schemat przedstawiający przeprowadzoną ścieżkę syntetyczną celem otrzymania 

pochodnych stlibenów oraz dibenzo[b,f]oksepin. 

1.2. Badania aktywności cytotoksycznej otrzymanych pochodnych stilbenu oraz 

dibenzo[b,f]oksepin [P3] 

W celu zweryfikowania czy syntezowane pochodne stilbenu oraz dibenzo[b,f]oksepin 

wykazują aktywność cytotoksyczną in vitro wyznaczono przeżywalność/żywotność komórek 

określoną jako procent ilości żywych komórek w badanej próbce do ilości żywych komórek w 

próbce kontrolnej. Badania przeprowadzono z użyciem linii komórek ludzkiego 

gruczolakoraka jelita grubego – HTC116. Do określenia poziomu przeżywalności komórek 

zastosowano test kolorymetryczny MTT. Oparty jest on na enzymatycznej redukcji 

rozpuszczalnego w wodzie bromku 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazolowego 

(MTT) o barwie żółtej do nierozpuszczalnego w wodzie formazanu o ciemnoniebieskiej barwie, 

która zachodzi jedynie wewnątrz komórek aktywnych metabolicznie [73]. Na Rysunku 11. 

przedstawiono przeżywalność komórek linii HTC116 po 48 godzinach inkubacji w pożywce 

zawierającej 100 μM roztwór badanych pochodnych stilbenu oraz dibenzo[b,f]oksepin 1a–g, 

1i, 2a–2j, 3a–3h, 3j. Spośród testowanych związków, cztery pochodne stilbenu (1a, 1c, 1d, 1i) 

oraz trzy pochodne dibenzo[b,f]oksepiny (2i, 2j, 3h) wykazały wysoką aktywność 

cytotoksyczną (żywotność komórek < 30%), dlatego związki te zostały wybrane do kolejnej 

części badania, w której wyznaczono wartość parametru IC50 (ang. half maximal inhibitory 

concentration) – określającego stężenie potrzebne do zahamowania in vitro danego procesu 

biologicznego (przeżywalności komórek) o 50%. W badaniach użyto dwóch linii komórek 

nowotworowych (ludzkiego gruczolakoraka jelita grubego – HCT116 oraz ludzkiego 

gruczolakoraka piersi – MCF-7) oraz dwóch linii komórek nienowotworowych (ludzkie 
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komórki embrionalne nerki – HEK293 oraz ludzkie fibroblasty skórne – HDF-A). Na tej 

podstawie wyliczony został indeks selektywności SI (ang. selectivity index) definiowany jako 

stosunek wartości IC50 linii nienowotworowej do wartości IC50 linii nowotworowej. Wartość 

indeksu selektywności powyżej 1 oznacza wyższą cytotoksyczność badanego związku wobec 

komórek nowotworowych niż cytotoksyczność wobec komórek normalnych. Otrzymane 

wyniki zebrano w Tabeli 2.         

 

 

Rysunek 11. Wpływ związków 1a–g, 1i, 2a–2j, 3a–3h, 3j na przeżywalność komórek linii 

HTC116 na podstawie testu MTT. (Roztwór badanej substancji w pożywce 100 μM, czas 

inkubacji 48 godzin.) 

Badane związki hamowały wzrost komórek w sposób zależny od dawki i najczęściej silniejszy 

efekt był obserwowany dla komórek linii HTC166 niż dla komórek linii MCF-7 oraz dla 

komórek linii HEK293 niż dla komórek linii HDF-A. 
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Tabela 2. Obliczone wartości parametru IC50 oraz indeksu selektywności dla związków 1a, 

1c, 1d, 1i, 2i, 2j, 3h. 

Związek 
HEK293 HDF-A HCT116 

SI1 SI2 
MCF-7 

SI3 SI4 
IC50 (μM) IC50 (μM)   

1a 18 ± 1 38 ± 1 23 ± 1 0.8 0.8 36 ± 2 0.5 1.1 

1c 34 ± 4 40 ± 4 38 ± 5 0.9 1.1 43 ± 2 0.7 1.0 

1d 33 ± 2 40 ± 2 18 ± 3  1.8 2.2 47 ± 1 0.7 0.9 

1i 54 ± 2 41 ± 2 52 ± 2 1.0 0.8 69 ± 3 0.8 0.6 

2i 88 ± 5 93 ± 7 55 ± 4 1.6 1.7 67 ± 6 1.2 1.4 

2j 85 ± 4 ND 53 ± 3 1.6 Nd 36 ± 3 2.4 ND 

3h 48 ± 3 127* 66 ± 2 0.7 1.9 ND ND ND 

SI1= IC50(HEK293)/ IC50(HCT116); SI2= IC50(HDF-A)/ IC50(HCT116); SI3= 

IC50(HEK293)/ IC50(MCF-7); SI4= IC50(HDF-A)/ IC50(MCF-7); *-przewidziana wartość 

IC50 (powyżej maksymalnego testowanego stężenia – 100μM); ND – nie obliczono   

 

1.3. Wpływ wybranej pochodnej stilbenu na strukturę mikrotubul w komórkach 

nowotworowych ludzkiego gruczolakoraka jelita grubego.  

Wartość IC50 stilbenu 1d uzyskana dla komórek linii HTC116 (18 µM) była najniższą uzyskaną 

wartością spośród wszystkich badanych związków, podczas gdy indeks selektywności (SI) 

należał do najwyższych w porównaniu z obydwoma typami komórek kontrolnych. Dlatego też 

postanowiono zwizualizować cytoszkielet mikrotubularny za pomocą metody 

immunofluorescencji. Na podstawie analiz immunobarwienia α-tubuliny wykazano, że 

komórki kontrolne zawierały dobrze rozwinięty cytoszkielet mikrotubularny z gęstą siecią 

mikrotubul ułożonych wzdłuż długiej osi oraz na brzegach komórek (odpowiednio strzałka i 

grot strzałki na Rysunku 12a). Natomiast komórki HTC116 inkubowane z 60 μM roztworem 

związku 1d były zaokrąglone, a gęstość sieci mikrotubul zmniejszyła się (Rysunek 12b). Co 

więcej w wielu komórkach obserwowano amorficzny materiał, którym być może była  

zdepolimeryzowana tubulina (strzałka na Rysunku 12b). W przeciwieństwie do komórek 

kontrolnych, w przypadku komórek inkubowanych z 60 μM roztworem związku 1d 

zaobserwowano wyraźne punkty organizacji mikrotubul (przypuszczalnie centrosomy) z 

kilkoma prawdopodobnie najbardziej stabilnymi mikrotubulami (grot strzałki na Rysunku 12b). 
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Powyższe obserwacje potwierdzają, że związek 1d wpływa na cytoszkielet mikrotubularny, co 

z kolei może prowadzić do śmierci komórek. 

 

 

Rysunek 12. Sieć mikrotubularna w komórkach linii HTC116. a) Próba kontrolna – strzałka: 

mikrotubule rozmieszczone wzdłuż długiej osi komórki; grot: mikrotubule układające się na 

granicy komórki. b) Komórki inkubowane z związkiem 1d – strzałka: amorficzna struktura 

mikrotubul; grot: centrum organizacji mikrotubul z powstałymi mikrotubulami. 

1.4. Analiza obliczeniowa i dokowanie molekularne 

Połączenie metod eksperymentalnych i komputerowych odgrywa kluczową rolę w odkrywaniu 

i ulepszaniu nowych, skutecznych związków przeciwnowotworowych [74]. Dokowanie 

molekularne jest to metoda komputerowa polegająca na badaniu, jak konformacja ligandu 

dopasowuje się do miejsca aktywnego w białku lub makrocząsteczce, aż do osiągnięcia 

minimalnej energii wiązania. Co istotne, technika ta umożliwia obliczanie energii wiązania, 

uwzględniając procesy odpowiedzialne za rozpoznanie molekularne [75]. Na podstawie 

dostępnej literatury oraz otrzymanych wyników dotyczących cytotoksyczności, spodziewano 

się, że wybrane pochodne stilbenu oraz dibenzo[b,f]oksepiny mogą być inhibitorami 

polimeryzacji tubuliny, wiążącymi się w miejscu wiązania kolchicyny. Dlatego też, interakcje 

pomiędzy najbardziej aktywnymi związkami 1a, 1c, 1d, 1i, 2i, 2j, 3h a heterodimerem αβ-

tubuliny (kod PDB: 1SA0) analizowano za pomocą modelowania molekularnego. Strukturę 

związków optymalizowano metodą teorii funkcjonału gęstości (DFT, ang. density functional 

theory, (funkcjonał B3LYP w bazie 6-311++g (2d,p), z zastosowaniem metody PCM – the 

polarizable continuum model – w celu modelowania efektów solwatacji) przy użyciu programu 

Gaussian 03W [76]. Dokowanie molekularne przeprowadzono z wykorzystaniem 
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oprogramowania AutoDock Vina [77]. Protokół dokowania został zweryfikowany przez 

zadokowanie natywnego liganda – DAMA-kolchicyny, która została wyekstrahowana z 

struktury krystalicznej zdeponowanej w bazie danych PDB. Zastosowany algorytm poprawnie 

odtworzył sposób wiązania natywnego liganda. W krystalicznej strukturze pierścień 

tropolonowy kolchicyny jest stabilizowany przez kontakty van der Waalsa z Val181, Ser178 i 

Val315. Grupa karbonylowa jest stabilizowana przez wiązanie wodorowe z Val181. Natomiast 

pierścień z zawierający trzy podstawniki metoksylowe jest stabilizowany odziaływaniami 

hydrofobowymi z Lys352, Asn350, Leu378, Ala316, Leu255, Lys254, Ala250 oraz Leu242. 

Grupa metoksy w pozycji 3 uczestniczy w wiązaniu wodorowym z grupą cysteinową Cys241. 

Obliczone najniższe wartości energii wiązania badanych związków 1a, 1c, 1d, 1i, 2i, 2j, 3h 

wahały się od -7,7 do -9,3 kcal/mol, w porównaniu z -8,9 kcal/mol dla ponownie zadokowanej 

DAMA-kolchicyny. Analiza modelu wiązania najbardziej aktywnych związków do tubuliny 

pozwoliła na przewidzenie kilku interakcji między badanymi związkami, a resztami 

aminokwasowymi w miejscu wiązania kolchicyny. Związki 1a, 1c, 1d, 1i, 2i, 2j i 3h były 

stabilizowane przez interakcje hydrofobowe z resztami β-tubuliny (Leu242, Leu248, Ala250, 

Lys254, Leu255, Lys352, Ile378, Val318). Cztery z tych aktywnych związków (1d, 1i, 2i, 3h) 

były dodatkowo stabilizowane przez wiązania wodorowe z heterodimerem tubuliny  

(Rysunek 13). Jednak nie przewidziano żadnych wiązań wodorowych z Cys241, które są 

uważane za kluczowe dla wysokiej aktywności biologicznej, co może częściowo tłumaczyć 

wysoką mikromolarną cytotoksyczność testowanych związków [78,79]. 
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Rysunek 13. Wizualizacja wyników dokowania molekularnego oraz przewidziane interakcje 

związków a)1d, b)1i, c)2i, d)3h z heterodimerem αβ-tubuliny (PDB: 1SA0). Dla przejrzystości 

pokazano tylko aminokwasy wchodzące w interakcje z ligandami. Niebieskie linie oznaczają 

interakcje wiązań wodorowych; przerywane szare linie oznaczają interakcje hydrofobowe. 

2. Synteza i badanie właściwości spektroskopowych i biologicznych  otochromowych 

pochodnych kolchicyny [P4]   

2.1. Projektowanie i synteza fotochromowych pochodnych kolchicyny 

Kontynuując badania w poszukiwaniu innowacyjnych rozwiązań terapeutycznych 

postanowiłem rozszerzyć tematykę zaprezentowaną w poprzednim rozdziale, w którym 

omówiłem wyniki dotyczące przeciwnowotworowego potencjału analogów stilbenów i 

dibenzo[b,f]oksepin o nowatorskie podejście wykorzystujące fotoprzełączalne związki oparte 

o strukturę kolchicyny. W prezentowanym badaniu moim celem było zaprojektowanie oraz 

synteza fotochromowych przełączników molekularnych zawierających układ kolchicyny w 

swojej strukturze. Drugim celem prezentowanych badań była ocena aktywności 

antyproliferacyjnej wobec wybranych nowotworowych linii komórkowych. 

Zastosowana strategia syntetyczna opierała się na zastąpieniu grupy acetamidowej kolchicyny 

ugrupowaniem azobenzenowym, które będzie pełniło rolę przełącznika molekularnego 

(Rysunek 14). Na podstawie wcześniejszych danych literaturowych można przypuszczać, że 

podstawienia w tej pozycji są dobrze tolerowane i nie prowadzą do utraty bioaktywności 

a) b)

c) d)
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[60,61]. Dlatego spodziewałem się, że takie podejście pozwoli na utrzymanie działania 

antyproliferacyjnego i jednocześnie umożliwi precyzyjną czasoprzestrzenną kontrolę nad 

otrzymanymi związkami za pomocą napromieniania światłem o określonej długości fali.  

 

Rysunek 14. a) Struktura kolchicyny oraz b) fotochromowych przełączników molekularnych 

opartych na jej strukturze. 

W pierwszym etapie syntetycznym otrzymano wybrane pochodne kwasu 

(fenyloazo)benzoesowego o-, m-, p-6a-d w tzw. reakcji Baeyer–Mills’a opisanej po raz 

pierwszy w 1874 roku. Jest to reakcja kondensacji amin aromatycznych oraz pochodnych  

N-nitrozobenzenu w środowisku słabo kwasowym, w której powstają odpowiedne pochodne 

azobenzenu zwykle z dużymi wydajnościami [80,81]. Wybrane pochodne aniliny 4a-d 

utleniono do odpowiednich N-nitrozo pochodnych 5a-d za pomocą łagodnego, nietoksycznego 

utleniacza jakim jest Oxone (sól potrójna - 2KHSO5·KHSO4·K2SO4) w dwufazowym 

roztworze równych objętości wody oraz dichlorometanu. A następnie bez wyodrębniania z 

surowej mieszaniny reakcyjnej przeprowadzono reakcję kondensacji z odpowiednią pochodną 

kwasu orto-, meta- lub para-aminobenzoesowego (Rysunek 15).  

 

Rysunek 15. Schemat ścieżki syntetycznej przeprowadzonej w celu otrzymania pochodnych 

o-, m-, p-6a-d. (a) Oxone, dichlorometan/woda (1:1 v:v), (b) kwas orto-, meta- lub para-

aminobenzoesowy, AcOH, 24h. 
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Produkt reakcji – azobenzeny o-, m-, p-6a-d wydzielono z zastosowaniem chromatografii 

kolumnowej. Drugi etap syntetyczny zakładał kondesację N-deacetylokolchicyny 7 z 

otrzymanymi uprzednio azobenzenami o-, m-, p-6a-d. Reakcja ta podczas użycia izomerów 

meta- oraz para- azobenzenów (m-, p-6a-d) przebiegła z zadowalającymi wydajnościami 

produktów (m-, p-8a-d). W reakcji z użyciem izomerów o-6a-d uzyskano wiele produktów 

ubocznych trudnych do oddzielania od spodziewanego produktu reakcji. W związku z tym 

zdecydowałem się poddać reakcji N-deacetylokolchicynę 7  z chlorkiem kwasowym kwasu  

2-aminobenzoesowego w obecności trietyloaminy, a następnie w kolejnym etapie 

przeprowadzić reakcję Baeyer–Mills’a z nitrozobenzenami 5a–d. Ta ścieżka syntetyczna 

pozwoliła uzyskać zakładane związki docelowe o-8a-d (Rysunek 16). 

 

Rysunek 16. Schemat ścieżki syntetycznej przeprowadzonej w celu otrzymania przełączników 

molekularnych o-, m-, p-8a-d; (a)  m-, p-6a-d, HATU, DIPEA, DMF, RT, 24h; (b) chlorek 

kwasowy kwasu 2-aminobenzoesowego, NEt3, DCM, 0°C -> RT, 12h; (c) 5a-d, AcOH/DCM 

(1:1 v:v), 24h. 

2.2.     Charakterystyka spektroskopowa otrzymanych pochodnych  

Właściwości spektroskopowe przełączników o-, m-, p-8a-d są zależne od typu azobenzenu  

(o-, m-, p-6a-d) wbudowanemu w strukturę macierzystego farmakoforu – kolchicyny. Dlatego 

też dokonano oceny właściwości spektroskopowych uzyskanych 

azobenzenów przy użyciu spektroskopii magnetycznego rezonansu jądrowego (NMR) oraz 

spektroskopii UV-Vis. Do naświetlania próbek podczas eksperymentów użyto samodzielnie 

wykonanego zestawu diod LED (ang. light-emitting diode). Zestaw ten składał się z płytek, w 

które wlutowano cztery rzędy po 6 diod LED. Sterowania pracą odpowiednich płytek 
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umożliwiała platforma rozwojowa Arduino Uno (zawierająca mikrokontroler) połączona z 

modułem 8 przekaźników (Rysunek 17). Proces fotoizomeryzacji azobenzenów  

o-, m-, p-6a-d nie ulega istotnym zmianom po kondensacji z cząsteczką kolchicyny. Założono, 

że promieniowanie ultrafioletowe spowoduje fotokatalizowaną degradację pochodnych 

kolchicyny o-, m-, p-8a-d. Rzeczywiście naświetlenie pochodnej p-8b promieniowaniem 

ultrafioletowym o długości fali λ=365nm prowadziło do powstania złożonej mieszaniny 

produktów. Na podstawie uzyskanego wyniku potwierdzono, że światło ultrafioletowe jest 

niekompatybilne z przełącznikami molekularnym opartymi o strukturę kolchicyny. Wobec tego 

określono rozkład procentowy izomerów E oraz Z azobenzenów o-, m-, p-6a-d dla stanu 

fotostacjonarnego podczas ciągłego naświetlania światłem z zakresu światła widzialnego (390-

610nm) stosując analizę widm 1H oraz 19F NMR 

 

Rysunek 17. (a) Arduino Uno połączone z modułem 8 przekaźników.  

(b) płytka z wlutowanymi diodami LED. (c) zestaw podczas naświetlania płytki do badań 

biologicznych. (d) zestaw podczas naświetlania probówek do spektroskopii NMR.  
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Rysunek 18. (a) Rozkład procentowy izomerów E / Z azobenzenów o-, m-, p-6a-d dla stanu 

fotostacjonarnego z zakresu światła widzialnego (λ=390-610nm). (b) Widmo UV-VIS 500 μM 

roztworu związku o-6d w DMSO po naświetleniu próbki światłem zielonym (λ=535nm) oraz 

bez naświetlania. (c) Proces fotoizomeryzacji obserwowany jako zmiana absorbancji  

50 μM roztworu związku o-6d w DMSO podczas naprzemiennego naświetlania światłem 

zielonym (λ=535nm) i niebieskim (λ=430nm) przez 5 minut. 

Uzyskane wyniki podsumowano na Rysunku 18. Gdy stosowano światło zielone (λ=535 nm) 

uzyskano fotokonwersję izomeru E do izomeru Z z największą wydajnością. Natomiast, gdy 

użyto światła niebieskiego (λ=390 – 430 nm) uzyskano odwrotną fotokonwersję – niewielki 

procent izomeru Z. Najniższą zawartość procentową izomeru Z otrzymano dla pochodnych 

niezawierających atomów fluoru w swojej strukturze tj. pochodnych o-, m-, p-6a (odpowiednio 

46%, 35% oraz 35% dla λ=535nm). Pochodne o-, m-, p-6b-c zawierające w pozycji 4- oraz  

2,4-atom fluoru wykazywały jedynie nieznacznie większy procent izomeru Z w stanie 

fotostascjonarnym w stosunku do pochodnych o-, m-, p-6a. Azobenzeny zawierające 

podstawnik fluorowy w pozycji 2,6- czyli o-, m-, p-6d odznaczały się największą zawartością 

izomeru Z dla stanu fotostacjonarnego (odpowiednio 88%, 77% oraz 71% dla λ=535nm). Po 

określeniu optymalnej długości fali (dla której stosunek izomerów Z/E jest największy) 

zarejestrowaliśmy widma absorpcyjne UV-VIS dla 500 μM roztworów azobenzenów o-, m-, p-

6a-d w stanie podstawowym oraz w stanie fotostacjonarnym (λ=535nm) w celu wizualizacji 

oraz analizy pasma odpowiadającego przejściu n → π* o niskiej intensywności. Jako 

rozpuszczalnik zastosowano dimetylosulfotlenek. Otrzymane dane spektroskopowe 

podsumowano w Tabeli 3. 
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Tabela 3. Dane spektroskopowe dla 500 µM roztworów związków o-, m-, p-6a-d w DMSO w 

temperaturze  25°C. Rozkład izomerów w stanie fotostacjonarnym został wyznaczony za 

pomocą spektroskopii 19F lub 1H NMR (c ≈ 10 mM in DMSO-d6). Czas półtrwania (t1/2) został 

wyznaczony dla 100 µM roztworów związków o-, m-, p-6a-d w DMSO w 37°C. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obserwowano intensywne pasmo odpowiadające przejściu π → π* przy 315 – 334nm oraz 

pasmo o mniejszej intensywności odpowiadające przejściu n → π* przy około 445 nm dla stanu 

podstawowego (izomer E). Po naświetlaniu próbki światłem zielonym (λ=535nm, 

powodującym fotoizomeryzacje E → Z) następuje spadek intensywności pasma π → π* oraz 

wzrost intensywności pasma n → π*. Co jednak istotniejsze dla związków o-, m-, p-6d na skutek 

wprowadzenia podstawnika fluorowego w pozycji 2,6- powodującego stabilizację 

niewiążących par elektronowych wiązania azowego, zaobserwowano znaczną separację (o 

około 30nm) pasma odpowiadającemu przejściu n → π* dla stanu podstawowego oraz stanu 

fotostacjonarnego (λ=535nm) dzięki czemu możliwa jest selektywna fotoizomeryzacja 

obydwu izomerów z zastosowaniem światła widzialnego. Zastosowanie naprzemiennego 

naświetlania światłem niebieskim (λ=430nm) oraz zielonym (λ=535nm) roztworów badanych 

związków pozwala na fotoodwracalną izomeryzację E ↔ Z bez zauważalnej degradacji bądź 

dezaktywacji związków. Jako, że syntezowane pochodne kolchicyny miały zostać zastosowane 

w badaniach biologicznych sprawdzona została ich stabilność w warunkach zbliżonych do 

 izomer (E)a izomer (Z)b      

Związek 
λmax  π-π*  

[nm] 

λmax (n-π*  

[nm] 

λmax (n-π*  

[nm] 

Δλ  n−π*  

[nm] 

t1/2 

[h] 

PPS(E)
 c 

(%) 

PPS(Z)
d   

(%) 

o - 6a 324 448 440 8 6 95 46 

o - 6b 326 445 437 8 5 99 48 

o - 6c 330 444 433 11 23 96 66 

o - 6d 315 450 420 30 >48 97 88 

m - 6a 321 437 429 8 >48 94 35 

m - 6b 322 431 423 8 >48 95 32 

m - 6c 326 440 423 17 >48 96 46 

m - 6d 315 448 417 31 >48 96 77 

p - 6a 330 447 440 7 17 91 35 

p - 6b 330 446 440 6 16 99 47 

p - 6c 334 448 437 11 23 93 47 

p - 6d 322 454 421 33 >48 91 71 

a – przystosowany termicznie; b – PPS po naświetleniu światłem zielonym (535nm); c – procent izomeru (E) w   stanie 

fotostacjonarnym dla λ=430nm; d – procent izomeru (Z) w stanie fotostacjonarnym dla λ=535nm. 
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warunków obecnych w hodowlach komórkowych (pożywka o wysokiej zawartości glukozy, 

4mM stężenie L-glutaminy, 10% dodatek DMSO, naświetlanie badanego roztworu impulsami 

światła niebieskiego (λ=430nm) lub zielonego (λ=535nm) o czasie trwanie 500 ms co 15 

sekund przez 48 godziny). Nie zaobserwowano żadnych zmian w widmie UV-Vis        

wskazujących na degradacje badanych związków. Obserwowano jedynie zmianę w widmie 

związaną z fotoizomeryzacją E ↔ Z. Wszystkie badane przełączniki molekularne wykazywały 

znacznie wolniejszą spontaniczną relaksację izomeru Z do izomeru E niż skala czasowa 

procesów biologicznych w żywych komórkowych (czas półtrwania w  

37 °C wynosił od 5 do ponad 48 godzin). 

 

2.3. Ocena aktywności cytotoksycznej na wybranych liniach nowotworowych. 

Kolchicyna jest aktywnym inhibitorem polimeryzacji tubuliny, co prowadzi do zatrzymania 

cyklu komórkowego w fazie mitozy, a następnie śmierci komórki. Oczekiwano, że 

fotochromowe przełącznik molekularne zawierające w swojej strukturze fragment kolchicyny 

o-, m-, p-8a-d będą wykazywać podobną aktywność antyproliferacyjną. Dlatego postanowiono 

ocenić aktywność cytotoksyczną otrzymanych dwunastu pochodnych kolchicyny w warunkach 

naświetlania światłem niebieskim (λ=430nm – większa zawartość izomeru E) oraz światłem 

zielonym (λ=535nm – większa zawartość izomeru Z). Do naświetlania hodowli komórkowych 

wykorzystano samodzielnie zbudowany układ 24 diod elektroluminescencyjnych (LED) o 

niskiej mocy sterowanych za pomocą płytki drukowanej Arduino. Tak skonstruowany oraz 

zautomatyzowany system umożliwił precyzyjne, pulsacyjne oświetlanie płytek do hodowli 

komórkowych w długookresowych (>24 godzin) testach biologicznych. W pierwszym kroku 

przeprowadzono przesiewową ocenę aktywności biologicznej badanych związków na 

nowotworowej linii komórkowej MCF-7 (ludzki gruczolakorak piersi). Dla związków 

wykazujących zależną od światła cytotoksyczność rozszerzono badania o linię nowotworową 

HCT116 (ludzki gruczolakorak jelita grubego) oraz linię nienowotworową  HEK293 (ludzkie 

komórki embrionalne nerki). Otrzymane wyniki zostały podsumowane w Tabeli 4. 
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Tabela 4. Stężenie hamujące żywotność komórek w 50% wyznaczone na podstawie testu MTT.  

 

a – bez naświetlania [82]; b – bez naświetlania [83]; nc – nie obliczono  

 

Wszystkie badane związki wykazywały silną aktywność antyproliferacyjną (IC50 w zakresie od 

27 do 187 nM) co wskazuje, że wprowadzenie ugrupowania azobenzenowego do struktury 

kolchicyny nie wpływa w znacznym stopniu na wiązanie się z tubuliną ani na przenikanie przez 

błonę cytoplazmatyczną. Dla serii związków zawierających wiązanie azowe w pozycji meta m-

8a-d zaobserwowano zbliżoną aktywność cytotoksyczną zarówno w warunkach naświetlania 

światłem zielonym jak i niebieskim. Dla związków o-8a-b otrzymano wyniki o dużym 

rozrzucie, które uniemożliwiały wyznaczenie wartości IC50. Natomiast w przypadku izomerów 

para- oraz orto- zauważono dwa związki p-8c oraz o-8d różniące się w cytotoksyczności w 

zależności od warunków naświetlania. Podczas naświetlania światłem zielonym (λ=535nm – 

stan fotostacjonarny z przewagą izomeru Z) p-8c oraz o-8d wykazywały większą aktywność 

cytotoksyczną niż podczas naświetlania światłem niebieskim (λ=430nm – stan fotostacjonarny 

z przewagą izomeru E). Dla najbardziej obiecującego związku o-8d zauważono około 

dwukrotny wzrost aktywności antyproliferacyjnej wobec komórek HCT116 pod wpływem 

naświetlania światłem zielonym w porównaniu do naświetlania światłem niebieskim (Rysunek 

19a). 

 

 

Związek Linia komórkowa 

IC50 

(λ=430nm) 

(nM) 

IC50 

(λ=535nm) 

(nM) 

stosunek IC50 

p – 8a MCF-7 (N=1) 48 ± 2 44 ± 2 1.1 

p – 8b MCF-7 (N=1) 44 ± 1 43 ± 1 1.0 

p – 8c MCF-7 (N=3) 50 ± 1 36 ± 1 1.4 

p – 8d MCF-7 (N=1) 55 ± 1 54 ± 1 1.0 

m – 8a MCF-7 (N=1) 31 ± 2 27 ± 1 1.1 

m – 8b MCF-7 (N=1) 42 ± 1 40 ± 1 1.1 

m – 8c MCF-7 (N=1) 49 ± 1 47 ± 1 1.0 

m – 8d MCF-7 (N=1) 45 ±2 46 ± 1 1.0 

o – 8a MCF-7 (N=1) nc nc nc 

o – 8b MCF-7 (N=1) nc nc nc 

o – 8c MCF-7 (N=1) 183 ± 2 174 ± 1 1.1 

o – 8d MCF-7 (N=3) 184 ± 4 126 ± 2 1.5 

o – 8d HCT116 (N=2) 187 ± 9 97 ± 2 1.9 

o – 8d HEK293 (N = 3) >250 >250 - 

Kolchicyna MCF-7 12a - - 

Kolchicyna HCT116 11b - - 
a bez naświetlania [67}; b bez naświetlania [68}; nc – nie obliczono 1 
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Rysunek 19. (a) Krzywe przeżywalności komórek linii HCT116 dla związku o-8d podczas 

naświetlania światłem zielonym (λ=535nm) lub niebieskim (λ=430nm). (b) Wpływ 

naświetlania światłem zielonym (λ=535nm) lub braku naświetlania na polimeryzację 

oczyszczonej tubuliny. Roztwór 5 µM kolchicyny oraz kosolwent (DMSO) zostały użyte jako 

odpowiednio pozytywna i negatywna kontrola.  

2.4. Zaburzenie polimeryzacji tubuliny oraz wewnątrzkomórkowej organizacji 

mikrotubul w sposób zależny od światła   

Aby dokładniej zbadać molekularny mechanizm zależnej od światła aktywności cytotoksycznej 

o-8d, przeanalizowano wpływ badanego związku na polimeryzację tubuliny w testach in vitro 

z użyciem oczyszczonej tubuliny. W stanie fotostacjonarnym z przewagą izomeru Z (po 

naświetleniu światłem zielonym) 10μM roztwór o-8d spowodował około 40% inhibicję 

polimeryzacji tubuliny w porównaniu do kontroli (odnosząc się do DMSO jako 0%), podczas 

gdy 10μM roztwór o-8d zawierający jedynie izomer E spowodował jedynie około 30% 

inhibicję polimeryzacji tubuliny. Dla porównania, 5 µM roztwór kolchicyny spowodował około 

70% inhibicji polimeryzacji tubuliny (Rysunek 19b). Aby zweryfikować wpływ związku o-8d 

na cytoszkielet mikrotubularny in vivo, przeprowadzono 24-godzinną inkubację komórek 

HTC116 z dodatkiem DMSO (kontrola) lub o-8d, a następnie zwizualizowano go za pomocą 

immunofluorescencji oraz fluorescencyjnej mikroskopii konfokalnej. Wszystkie próbki 

komórek były naświetlane zielonym lub niebieskim światłem podczas inkubacji. Jako 

dodatkową pozytywną kontrolę zastosowano komórki traktowane 20 nM roztworem 

kolchicyny bez naświetlania. W obu próbach kontrolnych zaobserwowano, że komórki 

niedzielące się miały gęstą, dobrze rozwiniętą sieć mikrotubul interfazowych, natomiast 

komórki dzielące się tworzyły prawidłowe dwubiegunowe wrzeciono mitotyczne (Rysunek 

20a,b). Podobny fenotyp komórek zaobserwowano dla komórek inkubowanych z 100 nM oraz 

a) b)
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120 nM roztworem o-8d, które naświetlano niebieskim światłem (Rysunek 20c,e). Natomiast, 

w komórkach poddanych działaniu 100 nM roztworu o-8d i naświetlonych zielonym światłem, 

cytoszkielet mikrotubularny był tylko nieznacznie zaburzony w stosunku do próby kontrolnej. 

Jednak zaobserwowano więcej dzielących się komórek, u których struktura wrzeciona 

mitotycznego była często nieprawidłowa, z więcej niż dwoma biegunami  lub nieprawidłowo 

rozmieszczonymi mikrotubulami. (Rysunek 20d). Fenotyp ten był jeszcze bardziej widoczny 

w komórkach inkubowanych z 120 nM roztworem o-8d i naświetlanych światłem zielonym 

(Rysunek 20f). Podobne zmiany zaobserwowano w komórkach inkubowanych z 20 nM 

roztworem kolchicyny (Rysunek 20g). W celu weryfikacji tych obserwacji przeprowadzono 

analizę odsetka faz cyklu komórkowego w  komórkach linii HCT166 z użyciem cytometrii 

przepływowej FACS (ang. Fluorescence-Activated Cell Sorting; Rysunek 21). W próbach 

kontrolnych około 31-34% komórek było w fazie G1, 22-26% w fazie S, oraz 25-26% w fazie 

G2/M. Zaobserwowano również około 10-11% komórek poliploidalnych  oraz 5-6% komórek 

będących w stadium apoptozy. Dla komórek inkubowanych z 100 nM roztworem o-8d oraz 

naświetlane światłem niebieskim zaobserwowano podobną dystrybucję faz cyklu 

komórkowego jak w próbach kontrolnych. Natomiast w hodowli komórek inkubowanych z 100 

nM roztworem o-8d oraz naświetlanych światłem zielonym niemal dwukrotnie więcej komórek 

znajdowało się w stadium apoptozy (około 11%) lub w fazie G2/M ~40%. Podobny efekt 

zaobserwowano dla 20 nM roztworu kolchicyny (zwiększenie liczby komórek będących w 

fazie G2/M do około 45%; Rysunek 21). 
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Rysunek 20. Analiza obrazu cytoszkieletu komórek HTC116 po inkubacji z DMSO, o-8d lub 

kolchicyną. Komórki znakowano przeciwciałem monoklonalnym przeciwko 
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α-tubulinie (kolor zielony) oraz przeciwciałem przeciwko acetylowanej α-tubulinie (kolor 

czerwony). Jądra komórkowe wybarwiono DAPI (kolor niebieski). Wstawki pokazują 

powiększenie struktury wrzeciona mitotycznego. Powiększenia pokazują struktury wrzeciona 

mitotycznego. Skala na obrazach = 10μm. Komórki kontrolne naświetlano światłem (a) 

niebieskim lub (b) zielonym. Komórki wykazują gęsty mikrotubularny cytoszkielet i normalny 

kształt komórki. Widoczna jest gęsta sieć mikrotubul oraz normalny kształt wrzeciona 

mitotycznego. (c) Komórki inkubowane z 100nM roztworem związku o-8d naświetlane 

światłem niebieskim. Cytoszkielet mikrotubularny zbliżony do próby kontrolnej. (d) Komórki 

inkubowane z 100nM roztworem związku o-8d naświetlane światłem zielonym. Wrzeciona 

mitotyczne często wykazują aberrację, wielobiegunowość i nieprawidłowe ułożenie, a komórki 

są zaokrąglone. (e) Komórki inkubowane z 120nM roztworem związku o-8d naświetlane 

światłem niebieskim. (f) Komórki inkubowane z 120nM roztworem związku o-8d naświetlane 

światłem zielonym. Obecnych jest wiele komórek mitotycznych z nieuporządkowanym i/lub 

prawie całkowicie zdepolimeryzowanym wrzecionem mitotycznym. (g) Komórki inkubowane 

z 20 nM roztworem kolchicyny. Układ wrzecion mitotycznych jest podobny jak w komórkach 

inkubowanych z 100nM roztworem związku o-8d naświetlanym światłem zielonym. 
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Rysunek 21. a) Analiza faz cyklu komórkowego komórek HTC116 po inkubacji z DMSO,  

roztworem o-8d lub roztworem kolchicyny i po wystawieniu na działanie światła niebieskiego 

lub zielonego. Wykresy przedstawiają reprezentatywną analizę cytometrii przepływowej dla 

każdej próbki. W tabeli przedstawiono średnią z co najmniej dwóch eksperymentów dla każdej 

próbki. Wzrost w stosunku do kontroli oznaczono kolorem czerwonym i strzałką w górę, a 

spadek kolorem niebieskim i strzałką w dół. Co istotne zwiększenie stężenia o-8d do 120 nM 

spowodowało dalszy wzrost ilości komórek będących w fazie G2/M do około 60% dla komórek 

będących równocześnie naświetlanych światłem zielonym. Natomiast w populacji komórek 

inkubowanych z takim samym stężeniem o-8d ale naświetlane światłem niebieskim 

zaobserwowano zbliżony procent komórek będących w fazie G2/M (~29%) co w próbie 

kontrolnej (~25%), jednakże zaobserwowano zwiększoną liczbę komórek apoptotycznych 

(~11%).     
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WNIOSKI ORAZ PODSUMOWANIE 

 

 

Podsumowując w pracach przeglądowych [P1] [P2] omówiono budowę oraz dynamiczną 

niestabilność mikrotubul oraz czynniki biologiczne regulujące stabilność oraz dynamikę 

mikrotubul takie jak modyfikacje potranslacyjne tubuliny oraz ekspresja różnych izotypów 

tubuliny. Następnie skupiono się na czynnikach chemicznych regulujących stabilność oraz 

dynamikę mikrotubul, w szczególności związkach będących pochodnymi (izomerami oraz 

izosterami) stilbenu. Omówiono w szczególności związki oddziałujące z domeną 

kolchicynową. W następnej części rozprawy doktorskiej zaprezentowano koncepcję 

fotofarmakologi oraz fotoprzełączalne inhibitory/stabilizatory dynamiki mikrotubul z 

szczególnym uwzględnieniem związków zawierających fragment azobenzenu w swojej 

strukturze. 

W pracy eksperymentalnej [P3] zaprojektowano i zsyntetyzowano bibliotekę częściowo 

nieopisanych wcześniej w literaturze, dziewięciu pochodnych stibenu, dziewiętnastu 

pochodnych dibenzo[b,f]oksepin oraz nieopisanych wcześniej w literaturze dwunastu 

fotochromowych przełączników molekularnych opartych na strukturze azobenzenu 

połączonego z kolchicyną, które powodują zakłócenie dynamiki mikrotubul. 

Dla pochodnych stilbenu oraz dibenzo[b,f]oksepin przeprowadzono badania dokowania 

molekularnego do heterodimeru αβ-tubuliny, aktywności cytotoksycznej otrzymanych 

związków na liniach komórkowych zarówno nowotworowych jak i prawidłowych oraz 

przeprowadzono analizę struktury  cytoszkieletu mikrotubularnego za pomocą metody 

immunofluorescencji. Na podstawie otrzymanych wyników wykazano, że pochodne stilbenu 

odznaczały się wyższą aktywnością cytotoksyczną niż pochodne dibenzo[b,f]oksepin. Indeks 

selektywność w stosunku do komórek nowotworowych (HCT116 i MCF7) w porównaniu do 

komórek nienowotworowych (HEK293 i HDF-A) został określony dla związków 

wykazujących największą aktywność cytotoksyczną – czterech pochodnych stilbenu (1a, 1c, 

1d, 1i) oraz trzech pochodnych dibenzo[b,f]oksepin (2i, 2j, 3h). Na podstawie dokowania 

molekularnego i wizualizacji cytoszkieletu mikrotubularnego udowodniono, że 

cytotoksyczność otrzymanych molekuł była związana z oddziaływaniem z tubuliną i  w 

konsekwencji depolimeryzacją mikrotubul.      

 W następnej części badań [P4] zaprojektowano oraz syntezowano dwanaście 

fotochromowych przełączników molekularnych opartych na strukturze kolchicyny  
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o-, m-, p-8a-d. Właściwości spektroskopowe tych związków są zależne od typu azobenzenu  

(o-, m-, p-6a-d) wbudowanego w strukturę macierzystego farmakoforu – kolchicyny. Dlatego 

też dokonano oceny właściwości spektroskopowych uzyskanych azobenzenów przy użyciu 

spektroskopii magnetycznego rezonansu jądrowego (NMR) oraz spektroskopii UV-Vis. 

Naświetlanie falą elektromagnetyczną o długości λ=535 nm powoduje fotokonwersję izomeru 

E do izomeru Z. Natomiast światło niebieskie (λ=390 – 430 nm) skutkuje odwrotną 

fotokonwersją – niewielki procent izomeru Z. Opracowane przełączniki molekularne mogą być 

fotoizomeryzowane za pomocą światła widzialnego, zamiast promieniowania UV, które jest 

stosowane w klasycznych przełącznikach molekularnych. Jest to kluczowe, ponieważ 

kolchicyna ulega degradacji pod wpływem promieniowania UV. Co więcej, promieniowanie 

ultrafioletowe jest również szkodliwe dla organizmów żywych i może prowadzić do 

uszkodzenia DNA w zdrowych komórkach. Za pomocą testu MTT wyznaczono aktywność 

cytotoksyczną otrzymanych pochodnych kolchicyny w warunkach naświetlania światłem 

niebieskim (λ=430nm – większa zawartość izomeru E) oraz światłem zielonym (λ=535nm – 

większa zawartość izomeru Z). Dla wiodącego związku, o-8d, wykazano zależną od światła 

cytotoksyczność zarówno w linii komórkowej HCT116, jak i MCF-7 (zwiększenie aktywności 

cytotoksycznej podczas naświetlania światłem zielonym). Na podstawie przeprowadzonych 

badań wykazano około dwukrotny wzrost aktywności antyproliferacyjnej związku o-8d wobec 

komórek HCT116 pod wpływem naświetlania światłem zielonym. Inhibicja polimeryzacji 

oczyszczonej tubuliny oraz zaburzenie organizacji mikrotubul podczas inkubacji z związkiem 

o-8d potwierdzają, że przełącznik molekularne oparte na strukturze kolchicyny mogą być 

używane jako światłoczułe związki zakłócające dynamikę mikrotubul. 

Podsumowując, udowodniono, że fotochromowe przełączniki molekularne oparte na 

strukturze kolchicyny stanowią podstawę do dalszych badań i rozwoju nowych klasy 

światłoczułych inhibitorów polimeryzacji tubuliny, które mogą znaleźć zastosowanie w 

przyszłych badaniach i aplikacjach klinicznych. 
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