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Wykaz stosowanych skrótów  
1H NMR – spektroskopia magnetycznego rezonansu (ang. Proton Nuclear Magnetic 
Resonance) 

8-BrA – 8-bromoadenina 

8-SA – 6-Amino-7(H)-puryno-8(9H)-tion 

ACN – acetonitryl 

ASCH3 –  8-metylotioadenina 

ASCF3 –  8-trifluorometylotioadenina 

benzylOCF3 – 4-(trifluorometoksy)toluen 

BrdA – 8-bromo-2’-deoksyadenozyna 

BrdU – 5-bromo-2’-deoksyurydyna  

CH3I – jodek metylu 

CF3I – trifluorojodometan 

dA-NH2 – 8-amino-2’-deoksyadenozyna 

dA-NHbenzylCF3 – 8-(4-trifluorometylo)benzyloamino-2’-deoksyadenozyna 

dA-NHbenzylOCF3 – 8-(4-trifluorometoksy)benzyloamino-2’-deoksyadenozyna 

dA-NHbenzylSCF3 – 8-(4-trifluorometylotio)benzyloamino-2'-deoksyadenozyna 

DEA – dysocjacyjne przyBączenie elektronu (ang. Dissociative Electron Attachment) 

DEF – wspóBczynnik wzmocnienia dawki (ang. Dose Enhancement Factor) 

DMF – dimetyloformamid  

DNA – kwas deoksyrybonukleinowy (ang. Deoxyribonucleic Acid) 

DSB – dwuniciowe pęknięcia DNA (ang. Double Strand Breaks) 

dU• – rodnik 5-urydylowy 

eaq- – solwatowany elektron (ang. Solvated Electron) 

ESI – jonizacja przez elektrorozpylanie (ang. Electrospray Ionization) 

HMF – fibroblasty gruczoBu sutkowego (ang. Human Mammary Fibroblasts) 

HPLC – wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. High Performance Liquid 
Chromatography)  

HR – rekombinacja homologiczna (ang. Homologous Recombination)  

HRMS – wysokorozdzielcza spektrometria mas (ang. High Resolution Mass Spectrometry) 

ICL –  międzyniciowe wiązania krzy}owe (ang. Interstrand Cross Links) 
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KOH – wodorotlenek potasu 

LC-MS – wysokosprawna chromatografia cieczowa sprzę}ona ze spektrometrią mas  
(ang. Liquid Chromatography-Mass Spectrometry) 

LEE – niskoenergetyczny electron (ang. Low Energy Electron) 

LET – liniowy transfer energii (ang. Linear Energy Transfer) 

MeOH – metanol 

MCF-7 – komórki nowotworu piersi (ang. Human Breast Adenocarcinoma) 

MNuc – modyfikowany nukleozyd  

MS/MS – tandemowa spektrometria mas (ang. Tandem Mass Spectrometry) 

NaOH – wodorotlenek sodu 

NHEJ – niehomologiczne Bączenie końców (ang. Non-Homologous End-Joining) 

PC3 – komórki nowotworu prostaty (ang. Human Prostate Adenocarcinoma) 

prep-HPLC – preparatywna wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. Preparative 
High-Performance Liquid Chromatography) 

PJ – promieniowanie jonizujące 

ROS – reaktywne formy tlenu (ang. Reactive Oxygen Species) 

RS – radiosensybilizator  

SD – odchylenie standardowe (ang. Standard Deviation)  

SOD – dysmutaza ponadtlenkowa (ang. Superoxide Dismutase) 

SSB – jednoniciowe pęknięcia DNA (ang. Single Strand Breaks) 

t-BuOH – tert-butanol 

TLC – cienkowarstwowa chromatografia cieczowa (ang. Thin-Layer Chromatography) 

WHO – [wiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization) 
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Streszczenie 

Nowotwory stanowią drugą najczęstszą przyczynę zgonów w krajach rozwiniętych, 

ustępując jedynie chorobom ukBadu krą}enia. W związku z tym prowadzone są intensywne 

badania nad nowymi, bardziej skutecznymi metodami terapii onkologicznych. Ponad 80% 

przypadków nowotworów to nowotwory lite, które często charakteryzują się znacznym 

niedotlenieniem. Hipoksja obni}a skuteczno\ć promieniowania jonizującego stosowanego  

w radioterapii, co sprzyja rozwojowi radiooporno\ci nowotworów. 

Jednym z obiecujących podej\ć do rozwiązania tego problemu jest zastosowanie 

radiosensybilizatorów – związków zwiększających wra}liwo\ć komórek nowotworowych na 

promieniowanie. W\ród szczególnie interesujących grup radiosensybilizatorów znajdują się 

modyfikowane nukleozydy, które dzięki swojemu podobieństwu strukturalnemu do 

naturalnych nukleozydów mogą być efektywnie wbudowywane do DNA komórek 

nowotworowych. Ich dziaBanie opiera się na wychwytywaniu elektronów powstających  

w wyniku radiolizy wody, zachodzącej po ekspozycji komórek na promieniowanie jonizujące. 

Inkorporacja takich związków do genomowego DNA czyni biopolimer bardziej podatnym na 

uszkodzenia radiacyjne, co w efekcie mo}e prowadzić do \mierci komórki nowotworowej. 

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byBa synteza nowych pochodnych adeniny oraz 

2’-deoksyadenozyny, ocena ich podatno\ci na radiolizę, a tak}e weryfikacja ich wBa\ciwo\ci 

radiosensybilizujących na poziomie komórkowym w badaniach in vitro. W ramach pracy 

opracowano i zsyntezowano pięć nowych związków: 8-metylotioadeninę,  

8-trifluorometylotioadeninę, 8-trifluorometoksybenzylamino-2’-deoksyadenozynę,  

8-Trifluorometylotiobenzylamino-2’-deoksyadenozynę, 8-trifluorometylobenzylamino-2’-

deoksyadenozynę. 

Wszystkie związki poddano dziaBaniu promieniowania jonizującego, a następnie 

przeanalizowano produkty radiolizy ich wodnych roztworów z wykorzystaniem 

wysokosprawnej chromatografii cieczowej oraz spektrometrii mas. Uzyskane wyniki 

porównano z przewidywaniami teoretycznymi. 

Ze względu na wysoką podatno\ć zsyntezowanych pochodnych nukleozydu 

adeninowego na degradację radiacyjną w roztworach wodnych oraz fakt, }e stanowią one 

bli}sze strukturalne analogi naturalnych skBadników DNA ni} pochodne adeniny, zostaBy one 

wybrane do dalszych badań in vitro. Cytotoksyczno\ć oceniono za pomocą testu MTT na 

dwóch liniach komórek nowotworowych oraz jednej linii komórek zdrowych. Dodatkowo, 
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przeprowadzono test klonogeniczno\ci, który potwierdziB radiosensybilizujące wBa\ciwo\ci 

badanych pochodnych na poziomie komórkowym. 

W dalszym etapie badań skupiono się na najbardziej obiecujących związkach:  

dA-NHbenzylOCF3 oraz dA-NHbenzylSCF3. Wykonano szereg eksperymentów mających na 

celu poznanie mechanizmu ich dziaBania, w tym analizy cytometryczne pozwalające ocenić 

wpByw badanych związków na cykl komórkowy oraz indukcję podwójnych pęknięć nici DNA. 

Zbadano równie} ich zdolno\ć do penetracji komórki, lokalizację subkomórkową, mo}liwo\ć 

fosforylacji oraz inkorporacji do DNA. 

Podjęta tematyka badawcza ma istotne znaczenie z punktu widzenia potencjalnego 

zastosowania otrzymanych związków jako radiosensybilizatorów. Po pozytywnym przej\ciu 

dalszych badań, w tym in vivo oraz klinicznych, związki te mogą przyczynić się do zwiększenia 

skuteczno\ci radioterapii w leczeniu nowotworów litych. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



9 
 

Abstract 

Cancer is the second leading cause of death in developed countries, surpassed only by 

cardiovascular diseases. As a result, intensive research efforts are underway to develop novel 

and more effective oncological treatment strategies. More than 80% of cancer cases are 

classified as solid tumors, which are often characterized by pronounced hypoxia. This hypoxic 

environment reduces the effectiveness of ionizing radiation used in radiotherapy, thereby 

contributing to the development of tumor radioresistance. 

One promising strategy to overcome this limitation is the use of radiosensitizers –  

compounds that enhance the sensitivity of cancer cells to radiation. Modified nucleosides, 

which, due to their structural similarity to natural nucleosides, can be efficiently incorporated 

into the genomic DNA of cancer cells, are particularly interesting in the context of 

radiosensitization. Their mechanism of action involves capturing of hydrated electrons 

generated by the radiolysis of water. Incorporation of such compounds into genomic DNA 

renders the biomolecule more susceptible to radiation-induced damage, ultimately leading to 

cancer cell death. 

The objective of this doctoral dissertation was the synthesis of novel adenine and 2'-

deoxyadenosine derivatives, evaluation of their susceptibility to radiolysis, and in vitro 

assessment of their radiosensitizing properties at the cellular level. Five novel compounds were 

designed and synthesized: 8-methylthioadenine, 8-trifluoromethylthioadenine,  

8-trifluoromethoxybenzylamino-2’-deoxyadenosine, 8-trifluoromethylthiobenzylamino-2’-

deoxyadenosine, and 8-trifluoromethylbenzylamino-2’-deoxyadenosine. 

All compounds were exposed to ionizing radiation, and the resulting radiolysis products 

were analyzed using high-performance liquid chromatography and mass spectrometry. The 

identified products were in good agreement with theoretical predictions. 

Due to their higher susceptibility to radiation-induced degradation in aqueous solutions 

and their closer structural resemblance to natural DNA components compared to adenine 

derivatives, adenine nucleoside derivatives were selected for further in vitro studies. 

Cytotoxicity was evaluated using the MTT assay on two cancer cell lines and one normal cell 

line. In addition, clonogenic assays were conducted, confirming the radiosensitizing potential 

of these compounds at the cellular level. 
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Subsequent investigations concerned the most promising derivatives,  

dA-NHbenzylOCF3 and dA-NHbenzylSCF3. A series of experiments, including flow 

cytometric analyses of cell cycle progression and induction of DNA double-strand breaks, was 

performed to elucidate their mechanism of action. Furthermore, the compounds’ ability to 

penetrate cells, their subcellular localization, phosphorylation, and incorporation into DNA 

were examined. 

The research presented in this dissertation is of significant relevance for the potential 

application of the synthesized compounds as radiosensitizers. Following successful in vivo 

validation and clinical evaluation, these derivatives may contribute to improving the efficacy 

of radiotherapy in the treatment of solid tumors. 
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I. Wstęp 

1. Radioterapia w leczeniu nowotworów  

Choroby nowotworowe pozostają jednym z kluczowych problemów zdrowia 

publicznego na skalę globalną, gBównie ze względu na utrzymującą się wysoką \miertelno\ć 

w\ród pacjentów nimi dotkniętych. WedBug najnowszych danych opublikowanych przez 

[wiatową Organizację Zdrowia (WHO, ang. World Health Organization), w 2022 roku 

odnotowano okoBo 20 milionów nowych przypadków zachorowań, a liczba zgonów z powodu 

nowotworów osiągnęBa 9,7 miliona. Prognozuje się, }e do 2050 roku wzrost zachorowalno\ci 

podwy}szy się o 77% w porównaniu do roku 2022 [1].  

Nowotwory stanowią heterogeniczną grupę schorzeń o etiologii wielogenowej  

i wielokomórkowej, które mogą wywodzić się z niemal ka}dego rodzaju komórek i tkanek 

ustroju. Komórki nowotworowe charakteryzują się nieograniczonym potencjaBem 

proliferacyjnym, zdolno\cią do autonomicznego i szybkiego wzrostu niezale}nego od 

fizjologicznych mechanizmów regulacyjnych, a tak}e wykazują potencjaB do naciekania 

okolicznych tkanek oraz tworzenia odlegBych przerzutów [2].  

Radioterapia stanowi jedną z podstawowych metod leczenia nowotworów [3]. Szacuje 

się, }e okoBo 50% pacjentów ze zdiagnozowaną chorobą nowotworową jest poddawanych 

leczeniu z wykorzystaniem tej techniki, co \wiadczy o kluczowej roli radioterapii [4,5]. Metoda 

ta polega na zastosowaniu miejscowego oddziaBywania wysokoenergetycznego 

promieniowania jonizującego (PJ), które indukuje jonizację molekularnych skBadników 

komórek i tkanek. Proces ten inicjuje szereg reakcji fizykochemicznych, prowadzących do 

specyficznych efektów biologicznych [6].  

2. Promieniowanie jonizuj�ce w radioterapii 

PJ jest wykorzystywane od ponad wieku do leczenia nowotworów w oparciu  

o zaBo}enie, }e szybko proliferujące komórki nowotworowe są bardziej wra}liwe na 

promieniowanie ni} komórki zdrowe [7]. Wydajno\ć indukowania zmian biologicznych jest  

w du}ej mierze zale}na od rodzaju struktury biologicznej poddawanej dziaBaniu PJ, a jak 

wykazano w badaniach von Sonntag [8], jądro komórkowe otrzymuje krytyczną dawkę 

promieniowania niezale}nie od lokalizacji {ródBa. Zmienno\ć dawek pochBanianych przez 

cytoplazmę i bBonę komórkową nie wpBywa znacząco na prze}ywalno\ć komórek, co wskazuje, 

}e gBównym celem radioterapii jest DNA, a jego uszkodzenia warunkują dalsze procesy 
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komórkowe. PJ mo}e oddziaBywać z DNA komórkowym (ang. Deoxyribonucleic Acid) 

zarówno bezpo\rednio, jak i po\rednio, przy czym charakter i zakres wywoBywanych efektów 

zale}ą od typu promieniowania, jego energii, rodzaju i stanu metabolicznego komórek [9].  

W wyniku tych interakcji dochodzi do powstania ró}norodnych uszkodzeń materiaBu 

genetycznego, takich jak pęknięcia jednoniciowe (SSB, ang. Single Strand Breaks), 

dwuniciowe (DSB, ang. Double Strand Breaks), modyfikacje zasad azotowych, a tak}e 

tworzenie wiązań krzy}owych typu DNA–DNA oraz DNA–biaBko (Rysunek 1), co  

w konsekwencji mo}e aktywować szlaki prowadzące do \mierci komórki [10,11]. 

Korpuskularne promieniowania jonizujące (np. wiązka cząstek α lub neutronów) 

charakteryzuje się wysokim tzw. liniowym transferem energii (LET, ang. Linear Energy 

Transfer), co oznacza zdeponowanie energii w niewielkiej objęto\ci. W tym przypadku energia 

promieniowania jest bezpo\rednio przekazywana biomolekuBom w zderzeniach, w wyniku 

czego dochodzi do jonizacji cząsteczek takich jak DNA [12]. 

 

Rysunek 1. Mechanizmy dziaBania PJ w radioterapii [10,11]. 

Z kolei mechanizm po\redni uszkodzenia DNA (wywoBywanego przez promieniowanie 

o niskim LET, np. promieniowanie elektromagnetyczne – ´, X, lub wiązka elektronów min. 

LEE – niskoenergetyczne elektrony, ang. Low Energy Electrons), polega na wytwarzaniu 

reaktywnych indywiduów – wolnych rodników, pochodzących z procesu jonizacji lub radiolizy 

cząsteczek wody, które stanowią okoBo 80% masy komórki [10]. Bezpo\rednie zderzenia  

z DNA stanowią nieistotny uBamek zdarzeń prowadzących do uszkodzenia biopolimeru. 

Radioliza wody skutkuje powstaniem szeregu reaktywnych produktów, w tym rodników 
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wodoru (•H), solwatowanych elektronów (eaq
-) oraz reaktywnych form tlenu (ROS, ang. 

Reactive Oxygen Species), spo\ród których szczególnie istotne znaczenie biologiczne 

przypisuje się rodnikom hydroksylowym (•OH). Uznawane są one za najbardziej 

genotoksyczne i cytotoksyczne produkty radiolizy, odpowiedzialne nawet za okoBo 65% 

uszkodzeń komórkowych wywoBanych po\rednim dziaBaniem PJ [13]. Rodniki •OH reagują  

z resztą deoksyrybozy, odrywając atom wodoru, co w dalszych etapach mo}e prowadzić do 

przerwania integralno\ci nici DNA. Pęknięcia SSB są szczególnie istotne w fazie replikacji,  

w której następuje rozplecenie helikalnej struktury DNA, czyniąc nić bardziej podatną na dalsze 

uszkodzenia. Nale}y jednak zaznaczyć, }e SSB są zazwyczaj efektywnie naprawiane przez 

komórkowe mechanizmy naprawcze, w przeciwieństwie do pęknięć DSB, które stanowią 

najbardziej letalną formę uszkodzeń DNA. Dlatego te} DSB są postrzegane jako gBówny rodzaj 

uszkodzeń odpowiedzialny za indukcję \mierci komórkowej w wyniku ekspozycji na PJ 

[10,14]. 

 Eaq
- stanowią, obok rodników •OH, jeden z gBównych produktów radiolizy wody  

i odgrywają istotną rolę w dalszych przemianach chemicznych zachodzących w \rodowisku 

wodnym. Z perspektywy radiobiologii, są one silnymi reduktorami zdolnymi do inicjowania 

reakcji prowadzących do uszkodzeń biomolekuB, takich jak DNA, biaBka czy lipidy. Ich 

dziaBanie, choć po\rednie, mo}e skutkować powstawaniem wtórnych rodników, które 

uszkadzają struktury kluczowe dla prawidBowego funkcjonowania komórki [8,15]. 

3. Komórkowe mechanizmy obronne 

Komórki nowotworowe potrafią rozwijać ró}norodne mechanizmy obronne, które 

zmniejszają ich wra}liwo\ć na PJ stosowane w radioterapii. Te mechanizmy obejmują zarówno 

odpowiedzi molekularne, jak i zmiany w mikro\rodowisku guza. Jednym z kluczowych 

mechanizmów odpowiedzialnych za radiooporno\ć jest zwiększona zdolno\ć naprawy 

uszkodzeń DNA. Komórki nowotworowe mogą aktywować efektywne szlaki naprawcze, takie 

jak rekombinacja homologiczna (HR, ang. Homologous Recombination), czy niehomologiczne 

Bączenie końców (NHEJ, ang. Non-Homologous End-Joining) [16,17]. W ostatniej dekadzie 

mechanizm HR wyBoniB się jako kluczowa \cie}ka naprawy DNA w komórkach [18,19]. 

Odgrywa ona rolę w naprawie kilku typów uszkodzeń DNA, które stanowią zagro}enie dla 

integralno\ci genomu, w tym DSB, uszkodzeń napotykanych podczas replikacji DNA  

i międzyniciowych wiązań krzy}owych DNA (ICL, ang. Interstrand Cross Links). Jest to 

wysoko precyzyjny mechanizm naprawczy, który wykorzystuje nieuszkodzoną siostrzaną 

chromatydę jako matrycę do odtworzenia pierwotnej sekwencji DNA, a szlak ten jest 
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aktywowany gBównie w fazie S i G2 cyklu komórkowego, kiedy siostrzane chromatydy są 

dostępne po replikacji DNA [19]. 

Z kolei szlak NHEJ sanowi szybszy, choć mniej precyzyjny sposób naprawy DSB. 

Mechanizm ten nie wymaga obecno\ci homologicznej sekwencji i polega na bezpo\rednim 

Bączeniu wolnych końców przerwanego DNA. NHEJ dziaBa efektywnie przez caBy cykl 

komórkowy [20], ale dominuje szczególnie w fazie G1, kiedy chromatydy siostrzane nie są 

obecne. Poniewa} szlak ten wymaga obecno\ci obu końców przerwanego DNA, nie mo}e on 

skutecznie naprawiać jednostronnych DSB, np. powstaBych podczas kolizji wideBek 

replikacyjnych. Aączenie niesparowanych końców mo}e prowadzić do reorganizacji 

genomowych, takich jak translokacje. Z tego względu NHEJ odgrywa kluczową rolę gBównie 

w naprawie klasycznych, obustronnych DSB [20,21]. W kontek\cie nowotworów nadmierna 

aktywno\ć lub deregulacja zarówno NHEJ, jak i HR mo}e prowadzić do zwiększonej 

prze}ywalno\ci komórek nowotworowych po ekspozycji na PJ, co znacząco utrudnia skuteczne 

leczenie radioterapeutyczne.  

Kolejnym istotnym mechanizmem obronnym komórek nowotworowych przed 

skutkami PJ jest ochrona przed stresem oksydacyjnym. Nowotwory często wykazują 

zwiększoną aktywno\ć ukBadów antyoksydacyjnych, m.in. poprzez podwy}szenie poziomu 

glutationu oraz nadekspresję enzymów neutralizujących ROS, takich jak dysmutaza 

ponadtlenkowa (SOD, ang. Superoxide Dismutase), katalaza czy peroksydazy. Wa}ną rolę  

w regulacji tej odpowiedzi odgrywa czynnik transkrypcyjny NRF2, którego aktywacja 

prowadzi do zwiększonej ekspresji genów chroniących komórkę przed stresem oksydacyjnym 

[22,23].  

Dodatkowo komórki nowotworowe mogą modyfikować przebieg cyklu komórkowego, 

zatrzymując jego progresję na granicy faz G1/S lub G2/M, co daje im czas na efektywną 

naprawę uszkodzeń DNA przed kolejnym podziaBem [24]. W odpowiedzi na dziaBanie 

promieniowania często dochodzi tak}e do aktywacji szlaków sygnalizacyjnych o dziaBaniu 

proprze}yciowym, takich jak PI3K/AKT/mTOR, MAPK/ERK czy NF-κB, które wspomagają 

przetrwanie komórek i hamują mechanizmy prowadzące do ich eliminacji [25–27]. 

Istotnym czynnikiem sprzyjającym radiooporno\ci jest równie} upo\ledzenie 

mechanizmów apoptozy, spowodowane m.in. mutacjami w genie TP53 lub nadekspresją biaBek 

antyapoptycznych, takich jak Bcl-2 czy survivin [28]. W konsekwencji komórki nowotworowe 
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zyskują przewagę w prze}yciu pomimo znacznych uszkodzeń genomu, co znacząco utrudnia 

skuteczno\ć radioterapii. 

W kontek\cie zmian mikro\rodowiskowych komórek nowotworowych, wa}nym 

czynnikiem jest hipoksja, czyli niedotlenienie komórkowe, które jest jednym z kluczowych 

parametrów wpBywających na skuteczno\ć radioterapii. Występuje powszechnie  

w nowotworach ludzkich i zwierzęcych, będąc wynikiem ograniczonej dyfuzji tlenu, jego 

intensywnego zu}ycia przez komórki poBo}one blisko naczyń krwiono\nych oraz 

niedostatecznej perfuzji krwi w obrębie guza [29]. Warto podkre\lić, }e hipoksja jest 

charakterystyczna dla guzów litych, które stanowią okoBo 80% wszystkich zdiagnozowanych 

nowotworów [30]. Komórki nowotworowe znajdujące się w \rodowisku hipoksyjnym są 

bardziej oporne na promieniowanie. Udowodniono, }e przy stę}eniach tlenu poni}ej 0,02% 

(0,15 mm Hg) oporno\ć komórek na promieniowanie wzrasta 2–3-krotnie w porównaniu do 

warunków normotlenowych [31,32]. Mechanizm ten związany jest z brakiem mo}liwo\ci 

utrwalenia uszkodzeń DNA wywoBanych promieniowaniem. W warunkach normoksji proces 

ten wspomagany jest przez cząsteczkowy tlen, który dziaBa jako „utrwalacz= powstaBych 

uszkodzeń. W efekcie, ró}nice w skuteczno\ci zabijania komórek pomiędzy warunkami 

normotlenowymi, a hipoksyjnymi mogą być bardzo znaczące, zwBaszcza przy wy}szych 

dawkach promieniowania. Warto podkre\lić, }e stopień hipoksji nowotworów klinicznych 

często osiąga poziomy poni}ej 1% tlenu (ok. 8 mm Hg) [32], co ju} znacząco wpBywa na ich 

radiooporno\ć. Co więcej, komórki hipoksyczne są często w stanie spoczynku mitotycznego,  

a tak}e są trudno dostępne dla leków cytotoksycznych, co czyni je nie tylko opornymi na 

radioterapię, ale równie} na wiele form chemioterapii [31,33]. 

4. Rola radiosensybilizatorów w leczeniu onkologicznym 

Radiooporno\ć komórek nowotworowych stanowi istotne ograniczenie skuteczno\ci 

radioterapii ze względu na to, }e stosowane dawki promieniowania mogą być niewystarczające 

do indukcji \mierci komórkowej. Dodatkowo, stosowanie coraz wy}szych dawek PJ mo}e 

negatywnie oddziaBywać na zdrowe komórki i tkanki [34]. Jednym z obiecujących podej\ć 

mających na celu zwiększenie skuteczno\ci i bezpieczeństwa radioterapii jest wykorzystanie 

radiosensybilizatorów (RS) – związków chemicznych, które zwiększają wra}liwo\ć komórek 

nowotworowych na dziaBanie PJ [35,36]. Skuteczne radiouczulacze powinny charakteryzować 

się wysoką selektywno\cią wobec komórek nowotworowych oraz zdolno\cią do efektywnej 

kumulacji w obrębie guza. Kluczowe jest, aby ich dziaBanie nie wiązaBo się z toksyczno\cią 

wobec zdrowych komórek i tkanek, gdy} gBównym zaBo}eniem stosowania RS jest zwiększenie 
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wra}liwo\ci komórek nowotworowych na dziaBanie PJ, przy jednoczesnym ograniczeniu jego 

szkodliwego wpBywu na otaczające, niezmienione chorobowo struktury [31]. 

Spo\ród wielu grup RS jedynie mimetyki tlenu oraz analogi zasad azotowych wydają 

się wykazywać najwy}szy potencjaB do zastosowania w praktyce klinicznej [37]. Mimetyki 

tlenu to związki, które wykorzystują obecno\ć hipoksji w komórkach nowotworowych  

i „na\ladują= dziaBanie tlenu w warunkach niedotlenienia, zwiększając tym samym skuteczno\ć 

PJ [34]. Natomiast analogi zasad azotowych wykorzystują intensywny metabolizm i szybkie 

podziaBy komórek nowotworowych, co sprzyja ich Batwiejszej inkorporacji do materiaBu 

genetycznego. Dzięki temu zwiększają one podatno\ć tych komórek na uszkodzenia 

indukowane PJ.  

5. Modyfikowane nukleozydy jako potencjalne radiouczulacze  

Szczególnie obiecującą grupą RS są modyfikowane nukleozydy (MNuc, ang. Modified 

Nucleosides) [38]. Dzięki strukturze zbli}onej do natywnych nukleozydów, MNuc mogą być 

wbudowane do genomowego DNA komórek nowotworowych podczas procesów replikacji lub 

naprawy nici. Skuteczna inkorporacja tych związków prowadzi do zaburzenia funkcji DNA, co 

w rezultacie powoduje \mierć komórki [34]. Modyfikacja MNuc polega na wprowadzeniu grup 

funkcyjnych, które w reakcji z produktami dziaBania PJ zwiększają liczbę uszkodzeń DNA 

nowotworowego, jednocze\nie zachowując podobieństwo do struktury naturalnych 

nukleozydów. Mechanizm ich dziaBania związany jest z dysocjacyjnym przyBączeniem 

elektronu (DEA, ang. Dissociative Electron Attachment), jednym z gBównych produktów 

radiolizy wody [39]. Dlatego te}, aby zwiększyć podatno\ć na degradację indukowaną 

elektronami, wprowadzony podstawnik powinien charakteryzować się silnymi wBa\ciwo\ciami 

elektroujemnymi [40]. Chocia} eaq
- powstają podczas radiolizy wody z taką samą wydajno\cią 

co rodniki •OH [8], to nie prowadzą one do pęknięć nici DNA w ramach wtórnych reakcji, 

pomimo }e mogą przyBączać się do jego struktury [41]. W związku z tym, wprowadzenie MNuc 

jako RS do nici DNA komórek nowotworowych wydaje się być dobrze uzasadnione. Warto 

podkre\lić, }e wprowadzana do komórek guza pochodna nukleozydu, sama z siebie nie 

powinna wykazywać wBa\ciwo\ci cytotoksycznych, lecz dopiero po zastosowaniu bod{ca  

w postaci PJ powinna prowadzić do degradacji materiaBu genetycznego i w konsekwencji 

\mierci komórek nowotworowych [38,42]. Na Rysunku 2 przedstawiono mechanizm „konia 

trojańskiego= jaki mo}e pojawić się przy zastosowaniu MNuc w roli RS.  
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Rysunek 2. Mechanizm dziaBania RS – koncepcja „konia trojańskiego= [42]. 

Najlepiej poznanymi przedstawicielami RS z grupy MNuc są halogenopochodne 

pirymidyny, w szczególno\ci 5-bromo-2’-deoksyurydyna (BrdU), której wBa\ciwo\ci 

uwra}liwiające na PJ zostaBy po raz pierwszy opisane ju} w latach 60. XX wieku [43]. 

Mechanizm dziaBania BrdU opiera się prawdopodobnie na szybkiej reakcji zmodyfikowanej 

zasady azotowej z eaq
-. Po przyBączeniu elektronu do cząsteczki BrdU powstaje anionorodnik, 

następnie dochodzi do eliminacji jonu bromkowego, co z kolei prowadzi do powstania wysoce 

reaktywnego rodnika 5-urydylowego (dU•) [44]. Je}eli taki rodnik powstanie w strukturze 

DNA, mo}e doj\ć do wtórnego transferu atomu wodoru z sąsiadującego fragmentu cukrowego, 

co w efekcie skutkuje przerwaniem nici DNA [45]. 
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W badaniach in vitro wykazano, }e BrdU zwiększa wra}liwo\ć komórek 

nowotworowych na promieniowanie ponad trzykrotnie w porównaniu z komórkami 

kontrolnymi [43]. Pomimo obiecujących wyników, kliniczne zastosowanie tego związku 

pozostaje ograniczone ze względu na jego krótki okres póBtrwania i niską biodostępno\ć. BrdU 

ulega bowiem szybkiemu dehalogenowaniu przy udziale wątrobowej syntazy tymidylanowej, 

co znacząco redukuje jego stę}enie we krwi ju} w ciągu kilku minut od podania, 

uniemo}liwiając osiągnięcie skutecznych stę}eń w komórkach nowotworowych [46,47].  

W związku z tym, pomimo }e BrdU wykazuje niemal idealne wBa\ciwo\ci radiosensybilizujące 

w warunkach laboratoryjnych, nie nadaje się do zastosowania jako kliniczny RS [48].  
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II. Cele pracy  

MNuc stanowią obiecującą grupę potencjalnych RS, które mogą przyczynić się do 

zwiększenia skuteczno\ci i bezpieczeństwa radioterapii nowotworów. Warto zaznaczyć, }e  

w literaturze naukowej opisano jedynie nieliczne przykBady pochodnych zasad purynowych, 

takie jak halogenowe analogi 2’-deoksyadenozyny, stosowanych w kontek\cie 

radiosensybilizacji, pomimo }e w dwuniciowym DNA zasady purynowe występują w takiej 

samej liczbie jak pirymidynowe. Co istotne, wyniki badań teoretycznych wskazują, }e 

odpowiednio zmodyfikowane puryny mogą zwiększać podatno\ć DNA na oddziaBywanie eaq
-, 

co otwiera nowe perspektywy dla ich zastosowania jako RS [44,49,50]. 

Głównym celem niniejszej pracy doktorskiej było zaprojektowanie, synteza oraz ocena 

właściwości nowych pochodnych zasad purynowych jako potencjalnych RS uwrażliwiających 

komórki nowotworowe na działanie PJ. 

W toku prac badawczych zrealizowano następujące cele: 

• Synteza dwóch pochodnych adeniny: 8-metylotioadeniny (ASCH3) oraz  

8-trifluorometylotioadeniny (ASCF3) [P1 i wyniki nieopublikowane]; 

• Synteza trzech pochodnych 2’-deoksyadenozyny: 8-(4-trifluorometoksy)benzylamino-

2’-deoksyadenozyny (dA-NHbenzylOCF3), 8-(4-trifluorometylotio)benzyloamino-2'-

deoksyadenozyny (dA-NHbenzylSCF3) oraz 8-(4-trifluorometylo)benzyloamino-2’-

deoksyadenozyny (dA-NHbenzylCF3) [P2, P3 oraz wyniki nieopublikowane]; 

• Zbadanie potencjaBu pochodnych adeniny i 2’-deoksyadenozyny na degradację 

indukowaną eaq
- z wykorzystaniem eksperymentu radiolizy stacjonarnej [P1, P2, P3 

oraz wyniki nieopublikowane]; 

• Weryfikacja wBa\ciwo\ci radiosensybilizujących pochodnych 2’-deoksyadenozyny 

względem dwóch linii komórek nowotworowych: nowotworu prostaty (PC3) oraz 

nowotworu piersi (MCF-7) na PJ [P2, P3 oraz wyniki nieopublikowane].  

 

 

 



20 
 

III. Badania własne  
1. Synteza nowych pochodnych purynowych 

Otrzymywanie modyfikowanych nukleozydów powinno opierać się na wprowadzeniu 

do ich struktury grup silnie elektroujemnych, które zwiększają powinowactwo cząsteczki do 

elektronu, a tym samym sprzyjają degradacji indukowanej przez wychwyt elektronu. Niestety, 

zasady purynowe – w tym adenina – wykazują znacznie mniejszą podatno\ć na modyfikacje 

chemiczne w porównaniu do zasad pirymidynowych, takich jak uracyl. Analiza potencjalnych 

miejsc modyfikacji chemicznej wskazuje, }e pozycja C8 w pier\cieniu purynowym adeniny jest 

najbardziej podatna na podstawienia. Wynika to zarówno z jej względnej reaktywno\ci 

chemicznej, jak i korzystnej dostępno\ci przestrzennej. Co istotne, modyfikacje w tej pozycji 

nie zakBócają tworzenia się wiązań wodorowych w schemacie Watsona-Cricka w dwuniciowym 

DNA, a jednocze\nie umo}liwiają wprowadzanie grup aromatycznych lub hydrofobowych, 

które mogą wpBywać na wBa\ciwo\ci fizykochemiczne i biologiczne cząsteczki. 

Synteza pochodnych adeniny  

Kierując się powy}szymi przesBankami otrzymano dwie nowe pochodne adeniny:  

ASCH3 oraz ASCF3 (Rysunek 3 oraz Rysunek 1 w P1). W oparciu o dostępną literaturę 

naukową oraz publikację Janeba, Z., i wsp. [51], zastosowano jedną z najczę\ciej 

wykorzystywanych metod funkcjonalizacji pozycji C8 pier\cienia purynowego, jaką jest 

bromowanie. DziaBając na adeninę bromem w \rodowisku wodnego roztworu amoniaku, 

otrzymano 8-bromoadeninę (8-BrA) 1 z wydajno\cią 74%. Następnie, modyfikując procedurę 

opisaną w innej publikacji Janeba, Z., i wsp. [52], uzyskany produkt poddano dziaBaniu 

mocznika w n-butanolu, w warunkach wrzenia rozpuszczalnika przez 28 godzin, co pozwoliBo 

uzyskać 6-amino-7(H)-purino-8(9H)-tion (8-SA) 2 z wydajno\cią 52%. Ostatni etap syntezy 

prowadzący do uzyskania ASCH3 3 oraz ASCF3 4 ró}niB się w zale}no\ci od pochodnej. 

Pochodną 3 otrzymano stosując zmodyfikowaną metodę opisaną przez Janeba, Z., i wsp. [52], 

gdzie reakcja z jodkiem metylu (CH3I) w \rodowisku 1,5 M roztworu wodorotlenku potasu 

(KOH) i w temperaturze 15 °C doprowadziBa do uzyskania finalnego produktu – ASCH3 

(wydajno\ć 60%). Ostatni etap syntezy prowadzący do otrzymania drugiej pochodnej 4, zostaB 

przeprowadzony z pomocą dr in}. Karola Biernackiego z Politechniki Gdańskiej. Reakcja byBa 

prowadzona w warunkach bezwodnych, gdzie 8-SA rozpuszczono w bezwodnym 

dimetyloformamidzie (DMF), dodano KOH, a następnie przez noc przepuszczano przez 

roztwór gazowy trifluorojodometan (CF3I). Po nasyceniu roztworu gazem, mieszaninę 
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mieszano w szczelnie zamkniętym ukBadzie w temperaturze 90 °C przez kolejne 72 godziny, 

osiągając wydajno\ć reakcji okoBo 26%. 

 

Rysunek 3. Schemat otrzymywania pochodnych ASCH3 oraz ASCF3. 

Ka}dy z otrzymanych produktów gBównych zostaB oczyszczony z wykorzystaniem 

chromatografii typu „flash= przy u}yciu automatycznego systemu oraz preparatywnej 

wysokosprawnej chromatografii cieczowej (prep-HPLC). Pochodne zidentyfikowano za 

pomocą spektroskopii magnetycznego rezonansu (1H NMR) oraz wysokorozdzielczej 

spektrometrii mas (HRMS). Dodatkowo okre\lono czysto\ć ka}dej z finalnych pochodnych  

z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) (Rysunek 4).   
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Rysunek 4. Charakterystyka pochodnych ASCH3 i ASCF3. a) Widmo 1H NMR dla ASCH3; b) Widmo 
1H NMR dla ASCF3; c) Widmo MS dla ASCH3 zarejestrowane w trybie jonizacji ujemnej; d) Widmo 
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MS dla ASCF3 zarejestrowane w trybie jonizacji ujemnej; e) Chromatogram HPLC dla ASCH3  

(czysto\ć = 99%); f) Chromatogram HPLC dla ASCF3 (czysto\ć = 98%). 

Synteza pochodnych 2’-deoksyadenozyny  

W kontek\cie modyfikowanego nukleozydu adeninowego zaproponowano syntezę 

trzech pochodnych: dA-NHbenzylOCF3, dA-NHbenzylSCF3 i dA-NHbenzylCF3.  

W tym celu wykorzystano metodę opisaną przez Vivet-Boudou i wsp. [53], opartą na 

reakcji 8-bromo-2’-deoksyadenozyny z odpowiednią aminą, prowadzącą do otrzymania  

2’-deoksyadenozyny podstawionej w pozycji C8 pier\cienia purynowego. Jak wspomniano 

wcze\niej, nukleozyd wykazujący wBa\ciwo\ci radiosensybilizujące powinien 

charakteryzować się zdolno\cią do wiązania nadmiarowego elektronu, dlatego zdecydowano  

o wprowadzeniu silnie elektroujemnego podstawnika w czę\ci aminowej. Wprowadzenie grupy 

–CF3 (o staBej Hammetta σₚ wynoszącej 0,54 [54]) jest uzasadnione nie tylko wysoką 

elektroujemno\cią atomów fluoru, ale tak}e silnymi efektami indukcyjnymi wywieranymi 

przez ten podstawnik. WBa\ciwo\ci te zwiększają powinowactwo cząsteczki do elektronu oraz 

stabilno\ć powstającego anionu odchodzącego. Warto równie} podkre\lić, }e benzyloaminy 

zawierające podstawniki –OCF3 –SCF3 oraz –CF3 w pozycji para w pier\cieniu są komercyjnie 

dostępne, co dodatkowo zwiększa dostępno\ć i praktyczno\ć tej strategii syntezy.  

Syntezę rozpoczęto od otrzymania bromowanej w pozycji C8 2’-deoksyadenozyny 

(BrdA), którą uzyskano w \rodowisku buforu octanowego o pH = 4 poprzez dodanie roztworu 

bromu do podgrzewanego roztworu 2’-deoksyadenozyny. Przebieg reakcji monitorowano za 

pomocą cienkowarstwowej chromatografii cieczowej (TLC, ang. Thin-Layer Chromatography) 

do momentu caBkowitego zaniku substratu, co nastąpiBo po okoBo 1,5 godziny. Po zakończeniu 

bromowania mieszaninę reakcyjną odbarwiono 40% roztworem pirosiarczynu sodu,  

a następnie zobojętniono wodnym roztworem wodorotlenku sodu (NaOH) do pH = 7.  

W kolejnym etapie, prowadzącym do uzyskania docelowych pochodnych, BrdA rozpuszczono 

w metanolu (MeOH), po czym dodano nadmiar odpowiedniej benzyloaminy w stosunku 

molowym 1:8. Mieszaninę reakcyjną ogrzewano pod chBodnicą zwrotną w temperaturze 

wrzenia rozpuszczalnika przez 48 godzin (Rysunek 5). Ka}dą z pochodnych otrzymano  

z wydajno\cią okoBo 30%.  
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Rysunek 5. Schemat otrzymywania pochodnych 2’-deoksyadenozyny. 

Otrzymane związki gBówne zostaBy oczyszczone przy u}yciu chromatografii typu flash 

z zastosowaniem automatycznego systemu oraz prep-HPLC. Struktury uzyskanych 

pochodnych potwierdzono z wykorzystaniem 1H NMR  oraz HRMS, a czysto\ć ka}dego  

z produktów końcowych okre\lono poprzez analizę HPLC, co przedstawiono na Rysunku 6. 
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Rysunek 6. Charakterystyka pochodnych 2’-deoksyadenozyny. a) Widmo 1H NMR dla  

dA-NHbenzylOCF3; b) Widmo 1H NMR dla dA-NHbenzylSCF3; c) Widmo 1H NMR dla  

dA-NHbenzylCF3; d) Widmo MS dla dA-NHbenzylOCF3 zarejestrowane w trybie jonizacji dodatniej;  

e) Widmo MS dla dA-NHbenzylSCF3 zarejestrowane w trybie jonizacji ujemnej;  

f) Widmo MS dla dA-NHbenzylCF3 zarejestrowane w trybie jonizacji ujemnej; f) Chromatogram HPLC 

dla dA-NHbenzylOCF3 (czysto\ć = 99 %); g) Chromatogram HPLC dla dA-NHbenzylSCF3 (czysto\ć 

= 98 %); h) Chromatogram HPLC dla dA-NHbenzylCF3 (czysto\ć = 97 %).  

 

 

 



27 
 

2. Badania radiacyjne w roztworze wodnym  

W procesie projektowania nowych RS nale}ących do grupy MNuc, przed 

przystąpieniem do badań in vitro konieczne jest zweryfikowanie, czy nowo zsyntezowane 

związki ulegają degradacji indukowanej DEA w \rodowisku wodnym. W tym celu 

przeprowadzono radiolizę stacjonarną wodnego roztworu badanej pochodnej w warunkach 

symulujących \rodowisko komórkowe. Roztwór zawieraB nowo zsyntezowany związek  

w stę}eniu 10-4 M, 30 mM tert-butanol (t-BuOH) jako zmiatacz rodników •OH oraz bufor 

fosforanowy (10 mM, pH = 7) odzwierciedlający fizjologiczne pH komórki. Przed 

napromienianiem próbki byBy poddawane przepBukiwaniu argonem przez 3 minuty w celu 

usunięcia tlenu rozpuszczonego w roztworze, aby odwzorować warunki hipoksji 

charakterystyczne dla guzów litych. Napromienianie przeprowadzono w komorze CellRad 

wyposa}onej w lampę rentgenowską (Faxitron, X-ray Corporation, Tucson, AZ, USA), 

dostarczając caBkowitą dawkę 500 Gy przy mocy dawki 5,81 Gy/min. Lampa pracowaBa przy 

napięciu 130 kV i natę}eniu 5 mA, a w torze promieniowania zastosowano filtr aluminiowy  

o grubo\ci 0,5 mm.  

Zastosowanie tak wysokich dawek PJ, jak 500 Gy, w stacjonarnej radiolizie wodnego 

roztworu nukleozydu jest niezbędne do wytworzenia wystarczającego stę}enia produktów 

radiolizy, umo}liwiającego ich wiarygodne wykrycie i analizę. Ma to szczególne znaczenie ze 

względu na ograniczenia czuBo\ci technik analitycznych, takich jak wysokosprawna 

chromatografia cieczowa sprzę}ona ze spektrometrią mas (LC-MS). Nale}y podkre\lić, }e  

1 Gy PJ generuje jedynie okoBo 2x10-7 M uwodnionych elektronów [55], co stanowi 

stosunkowo niskie stę}enie. Dla porównania, systemy komórkowe reagują ju} na znacznie 

ni}sze dawki promieniowania (1–10 Gy), poniewa} pierwotne uszkodzenia są potęgowane 

przez następujące po uszkodzeniu DNA procesy biochemiczne. 

Warto dodać, }e we wszystkich przypadkach stacjonarnej radiolizy mechanizmy reakcji 

prowadzące do otrzymania stabilnych produktów byBy modelowane i weryfikowane za pomocą 

obliczeń metodami chemii kwantowej, przeprowadzonych w Pracowni Sensybilizatorów 

Biologicznych WydziaBu Chemii Uniwersytetu Gdańskiego. 

Radioliza stacjonarna pochodnych adeniny 

Wyniki eksperymentu stacjonarnej radiolizy przeprowadzonej dla pierwszej pochodnej 

adeniny – ASCH3 okazaBy się do\ć zaskakujące. Napromienienie wodnego roztworu tej 

pochodnej nie doprowadziBo do jej degradacji ani do powstania produktów radiolizy (Rysunek 
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7a oraz Rysunek 7 w P1), pomimo }e profil reakcji DEA, obliczony metodą MPW1K/6-

31++G(d,p)/PCM, oraz niska bariera energetyczna dysocjacji (wynosząca zaledwie  

3,4 kcal/mol) sugerowaBy mo}liwo\ć zaj\cia tego procesu.  

Jedną z mo}liwych hipotez tBumaczących uzyskanie takich wyników jest protonowanie 

pierwotnego anionorodnika powstaBego w wyniku przyBączenia elektronu do cząsteczki 

ASCH3. Jest to konkurencyjny proces, który hamuje dysocjację związku indukowaną 

przyBączeniem solwatowanego elektronu.  

 

Rysunek 7. Analiza HPLC pochodnej ASCH3 przed napromienieniem (czarna linia) i po 

napromienieniu dawką 500 Gy (czerwona linia) a) w roztworze wodnym i b) w bezwodnym ACN. 

W celu weryfikacji postawionej hipotezy przeprowadzono eksperyment stacjonarnej 

radiolizy w \rodowisku aprotycznym, jakim jest acetonitryl (ACN), w którym wspomniane 

wcze\niej protonowanie nie powinno zachodzić. Przygotowano roztwór ASCH3 w bezwodnym 

ACN, poddano go procesowi odtleniania, a następnie napromieniono taką samą dawką PJ jak 
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w przypadku roztworu wodnego. Uzyskane wyniki jednoznacznie potwierdzają, }e w tych 

warunkach dochodzi do dysocjacji cząsteczki indukowanej przyBączeniem elektronu, o czym 

\wiadczy obecno\ć nowych pików na chromatogramie, o czasach retencji 5,06 oraz 13,01 min 

(Rysunek 7b i Rysunek 9 w P1), odpowiadających produktom radiolizy.  

Widma tandemowej spektrometrii mas MS/MS zarejestrowane w trybie jonizacji 

ujemnej wykazaBy, }e pierwszy z produktów o m/z równym 196,0312 najprawdopodobniej 

powstaje w wyniku addycji dwóch fragmentów generowanych podczas radiolizy ACN – 

rodnika metylowego •CH3 oraz atomu wodoru H do struktury ASCH3. Fragmentacja tego jonu 

odpowiada przej\ciu m/z 196,0655 → 181,0393 i mo}e być interpretowana jako transformacja 

strukturalna CH3[ASCH3]H → ASCH3H, która wskazuje na odszczepienie grupy metylowej 

(Rysunki S5–S6 w czę\ci eksperymentalnej materiałów uzupełniaj�cych dla P1). Z kolei 

drugi produkt o m/z 208,0315 najprawdopodobniej stanowi wynik procesu DEA, w którym 

pochodna ASCH3 ulega degradacji indukowanej przyBączeniem elektronu. Proces ten prowadzi 

do rozerwania wiązania S–CH3 (ΔGr = -24,48 kcal/mol) oraz addycji rodników CH3C(H)N  

i H•, powstających w wyniku radiolizy ACN. Potwierdza to fragmentacja odpowiadająca 

przej\ciom m/z 208,0683 → 180,0683 → 165,0416, co mo}e \wiadczyć o sekwencji przemian 

H[AS]CH3C(H)N⁻ → ASCH3 → AS⁻, gdzie następuje eliminacja grupy CNH2, a dalsze 

odszczepienie grupy metylowej skutkuje powstaniem anionu 8-tioadeniny (Rysunki S7–S8  

w czę\ci eksperymentalnej materiałów uzupełniaj�cych dla P1).  

Z kolei wyniki eksperymentu radiolizy stacjonarnej dla drugiej pochodnej adeniny – 

ASCF3 przeprowadzonej w roztworze wodnym okazaBy się zgodne z przewidywaniami 

teoretycznymi. W wyniku napromienienia wodnego roztworu związku, pod wpBywem 

elektronu nastąpiB jego rozpad tworząc produkt radiolizy o czasie retencji 2,98 min (Rysunek 

8) i m/z równym 214,0178 (Rysunek 9a), która najprawdopodobniej wskazuje na oderwanie 

neutralnej cząsteczki HF ze struktury ASCF3. W pierwszym etapie proces ten mo}e przebiegać 

poprzez rozerwanie wiązania C–F (ΔGr = -53,87 kcal/mol), prowadzące do utworzenia rodnika 

ASCF2
● oraz anionu fluorkowego F⁻. Poniewa} w \rodowisku reakcji obecny jest t-BuOH, 

który w wyniku interakcji z rodnikami •OH (powstającymi pod wpBywem promieniowania) 

generuje rodniki ●t-BuOH, w kolejnym etapie mogą one wchodzić w reakcję z rodnikiem 

ASCF2
●. W efekcie rodnik ●t-BuOH mo}e abstrahować atom wodoru z pozycji C9 rodnika 

ASCF2
● (ΔGr = -48,02 kcal/mol), co prowadzi do utworzenia wiązania pomiędzy atomem węgla 

C9 a atomem węgla grupy –CF2, a w konsekwencji do cyklizacji cząsteczki. Hipotezę wspiera 

obserwowana fragmentacja, w której następuje przej\cie jonu o m/z 214,0519 → 150,0760 
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(Rysunek 9b), które mo}e \wiadczyć o sekwencji przemian [ASCF3]-HF →  

CH3CH2–N=C(NH)–S–CF2 gdzie w warunkach jonizacji dochodzi do pęknięcia pier\cienia 

purynowego i powstania otwartego fragmentu z podstawnikiem -SCF2. 

 

Rysunek 8. Analiza HPLC wodnego roztworu pochodnej ASCF3 przed napromienieniem (czarna linia) 

i po napromienieniu dawką 500 Gy (czerwona linia). 

 

Rysunek 9. a) Widmo MS produktu radiolizy ASCF3 o czasie retencji 2,98 min i b) widmo MSMS jonu 

o masie 214,0178 Da zarejestrowane w trybie jonów ujemnych.  

Radioliza stacjonarna pochodnych 2’-deoksyadenozyny 

W przypadku pierwszej pochodnej 2’-deoksyadenozyny – dA-NHbenzylOCF3 

zastosowanie dawki PJ o warto\ci 500 Gy doprowadziBo do degradacji zsyntezowanego 

związku oraz powstania dwóch produktów o czasie retencji 3,49 min oraz 19,32 min (Rysunek 
10 i Rysunek 3 w P2). Analiza przy u}yciu technik LC-MS i MS/MS przeprowadzona w trybie 

jonizacji dodatniej, potwierdziBa, }e pierwszym produktem o m/z = 267,1797 (Rysunek S5  
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w materiałach uzupełniaj�cych dla P2) powstaBym w wyniku napromieniania jest 8-amino-

2’-deoksyadenozyna (dA-NH2). Powstanie tego produktu zostaBo potwierdzone przez 

obliczenia kwantowochemiczne metodą B3LYP/6-31++G(d,p)/PCM, które wykazaBy, }e 

energia swobodna reakcji wynosi ΔGr = -30,0 kcal/mol. Dodatkowo, transformacja kationu  

o m/z 267,1797 → 151,0891 odpowiada sekwencji przemian strukturalnych dA-NH2 → ANH2 

co wskazuje na odszczepienie pier\cienia deoksyrybozy i utworzenie kationu 8-aminoadeniny 

(Rysunek S6 w materiałach uzupełniaj�cych dla P2). Drugi z produktów – rodnik 

benzylOCF3 prawdopodobnie stabilizuje się poprzez przyBączenie wolnego atomu wodoru 

pochodzącego z radiolizy wody lub poprzez oderwanie atomu wodoru z cząsteczki t-BuOH, 

tworząc trwaBy związek, który nie daje sygnaBu w ESI-MS. W związku z tym jego bezpo\rednia 

detekcja w analizie LC-MS okazaBa się niemo}liwa. Potwierdzenie obecno\ci benzylOCF3 

uzyskano poprzez porównanie czasu retencji komercyjnie dostępnego wzorca  

4-trifluorometoksytoluenu w analizie HPLC (Rysunek 10 oraz Rysunek 3 w P2). 

 

Rysunek 10. Analiza HPLC wodnego roztworu dA-NHbenzylOCF3 przed napromienieniem (czarna 

linia), po napromienieniu dawką 500 Gy (czerwona linia) oraz wodnego roztworu wzorca  

4-trifluorometoksytoluenu (zielona linia). 
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Eksperyment radiolizy stacjonarnej drugiej pochodnej – dA-NHbenzylSCF3 wykazaB 

zupeBnie inny profil produktów degradacji indukowanej przyBączeniem elektronu  

w porównaniu do analogicznej pochodnej z podstawnikiem -OCF3. Wprowadzenie grupy  

-SCF3 w pozycji para pier\cienia benzylowego doprowadziBo do powstania czterech produktów 

radiolizy o czasach retencji: 4,93 min, 7,09 min, 7,18 min oraz 11,87 min (Rysunek 11 oraz 

Rysunek 4 w P3). 

Analiza LC-MS przeprowadzona po napromienieniu wodnego roztworu tej pochodnej 

wykazaBa, }e pierwszy z produktów o czasie retencji 4,93 min i m/z = 265,1047 (Rysunek S6  

w materiałach uzupełniaj�cych dla P3) odpowiada równie} dA-NH2, czyli produktowi 

obserwowanemu w radiolizie dA-NHbenzylOCF3 (Rysunek S6 w materiałach 

uzupełniaj�cych dla P3). Fragmentacja tego jonu, zarejestrowana metodą MS/MS w trybie 

jonów ujemnych, wykazuje przej\cia m/z 265,1019 → 175,0715 → 149,0560, które 

odpowiadają sekwencji przemian strukturalnych dA-NH2 → ANH2CH=CH2 → ANH2 

(Rysunek S7 w materiałach uzupełniaj�cych dla P3). Proces ten obejmuje początkowe 

rozerwanie pier\cienia deoksyrybozy, a następnie jego caBkowitą utratę, prowadząc do 

powstania adeniny podstawionej w pozycji C8 grupą –NH2. Wykonane obliczenia 

kwantowochemiczne metodą MPW1K(PCM)/6–31++G(d,p) potwierdzają mo}liwo\ć zaj\cia 

tego procesu ze względu na ΔGr reakcji równą -16,7 kcal/mol. 

Drugi produkt radiolizy, o czasie retencji 7,09 min, zostaB zidentyfikowany jako [dA-

NHbenzylSCF3]–HF. Powstaje on w wyniku oderwania anionu fluorkowego po przyBączeniu 

elektronu (ΔGr = -94,6 kcal/mol), a następnie oderwania atomu wodoru z czę\ci cukrowej  

(ΔGr = -11,5 kcal/mol). W tym etapie prawdopodobnie uczestniczą rodniki ●t-BuOH, które 

powstają podczas radiolizy i jednocze\nie wychwytują rodniki ●OH. Obecno\ć tego produktu 

potwierdza sygnaB masowy o m/z = 435,1078, zarejestrowany w trybie jonizacji ujemnej 

(Rysunek S8 w materiałach uzupełniaj�cych dla P3). Po przeniesieniu atomu wodoru na 

rodnik ●t-BuOH cząsteczka najprawdopodobniej stabilizuje się poprzez reakcję cyklizacji  

(ΔGr = – 36,1 kcal/mol). Fragmentacja MS/MS przebiega zgodnie z przej\ciem m/z 435,1030 

→ 319,0574, co sugeruje przemianę strukturalną [dA-NHbenzylSCF3]–HF → dA-

NHCH2CCH2CH3, podczas której następuje pęknięcie pier\cienia benzylowego i odszczepienie 

reszty CH2=C(CH3)–SCF2 (Rysunek S9 w materiałach uzupełniaj�cych dla P3). 

Kolejny produkt, o czasie retencji 7,18 min, zostaB przypisany strukturze [dA-

NHbenzylSCF3]–OHF. W tym przypadku przyBączenie elektronu prowadzi równie} do 

egzoergicznej (ΔGr = -94,6 kcal/mol) utraty anionu fluorkowego jak w przypadku produktu 
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drugiego, po której najprawdopodobniej dochodzi do ataku fragmentu rodnikowego ●CF2 

(produktu utraty F-) na czę\ć cukrową, w reakcji typu SN2. Skutkuje to uwolnieniem rodnika 

hydroksylowego i utworzeniem stabilnej, cyklicznej cząsteczki [dA-NHbenzylSCF3]–OHF, co 

potwierdza modelowanie DFT przewidujące warto\ć ΔGr = -3,2 kcal/mol dla procesu 

cyklizacji. Obecno\ć tego produktu potwierdza sygnaB o m/z = 419,1122 (Rysunek S10  

w materiałach uzupełniaj�cych dla P3). Fragmentacja jonu przebiega zgodnie z przej\ciem 

m/z 419,1107 → 303,0647, odpowiadającym przemianie strukturalnej  

[dA-NHbenzylSCF3]–OHF → [dA-OH]NHCH2CCH2CH3, w której równie} następuje 

pękniecie pier\cienia benzylowego i odszczepienie grupy CH2=C(CH3)–SCF2 (Rysunek S11 

w materiałach uzupełniaj�cych dla P3). 

Najbardziej intensywny sygnaB HPLC, o czasie retencji 13,73 min, odpowiada dimerowi 

utworzonemu z dwóch cząsteczek [dA-NHbenzylSCF3]–CF3, poBączonych mostkiem 

disiarczkowym. Produkt ten wykrywany jest w analizie LC-MS jako addukt z kwasem 

mrówkowym, który stanowi skBadnik fazy ruchomej: 2([dA-NHbenzylSCF3]–CF3)…HCOOH. 

Po przyBączeniu elektronu do cząsteczki dA-NHbenzylSCF3 dochodzi do uwolnienia rodnika 
●CF3 (ΔGr = -13,0 kcal/mol), a powstaBy anion tiolowy ulega natychmiastowej protonacji przy 

obojętnym pH. W obecno\ci utleniających rodników ●t-BuOH, dwie cząsteczki tiolu – dA-

NHbenzylSH mogą utworzyć dimer związany mostkiem disiarczkowym. Addukt tego dimeru 

z anionem mrówczanowym jest obserwowany jako sygnaB masowy o m/z = 819,2434 (Rysunek 
S12 w materiałach uzupełniaj�cych dla P3). Fragmentacja MS/MS tego jonu przebiega 

zgodnie z przej\ciem m/z 819,2434 → 773,0845, co odpowiada utracie anionu 

mrówczanowego (Rysunek S13 w materiałach uzupełniaj�cych dla P3). 
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Rysunek 11. Analiza HPLC wodnego roztworu dA-NHbenzylSCF3 przed napromienieniem (czarna 

linia), po napromienieniu dawką 500 Gy (czerwona linia). 

Ostatni eksperyment radiolityczny wykonano dla pochodnej dA-NHbenzylCF3, gdzie 

uzyskane produkty równie} ró}niBy się od tych powstaBych podczas radiolizy dwóch 

wcze\niejszych pochodnych. Dawka PJ równa 500 Gy doprowadziBa do degradacji wodnego 

roztworu dA-NHbenzylCF3 i utworzenia dwóch produktów radiolizy o czasach retencji 4,48  

i 7,36 min na chromatogramie HPLC (Rysunek 12). Pierwszy z produktów odpowiada 

strukturze [dA-NHbenzylCF3–F]+H+t-BuOH. W pierwszym etapie reakcji indukowanej przez 

PJ prawdopodobnie dochodzi do oderwania anionu fluorkowego od anionorodnika  

[dA-NHbenzylCF3] (ΔGr = –1,3 kcal/mol wyznaczone metodą M06-2X/6-31++G**), czego 

efektem jest utworzenie rodnika dA-NHbenzylCF2
●. Następnie rodnik ten reaguje z t-BuOH 

obecnym w roztworze, dochodzi do przeniesienia atomu wodoru z cząsteczki t-BuOH, co 

prowadzi do powstania stabilnej cząsteczki dA-NHbenzylCF2H. W końcowym etapie stabilny 

produkt tworzy kompleks z t-BuOH, który w widmie MS rejestrowany jest jako sygnaB  

o m/z = 479,1160 (Rysunek 13a). Powstanie takiego produktu potwierdza fragmentacja jonu 

479,1160 zachodząca zgodnie z przej\ciem m/z 479,0993 → 283,0892, które mo}e być 
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interpretowane jako transformacja strukturalna [dANHbenzylCF3-F]+H+t-BuOH→  

A-NHbenzylCH2OCH3, co odpowiada oderwaniu grupy -CF2 i cząsteczki t-BuOH  

z podstawionego pier\cienia benzylowego, a tak}e pęknięciu pier\cienia deoksyrybozy, 

pozostawiając fragment -CH2OCH3 przy reszcie adeniny (Rysunek 13b). Z kolei sygnaB  

o najwy}szej intensywno\ci przypisano produktowi [dA-NHbenzylCF3-CF3H]....HCOOH, 

który mógBby powstawać przez oderwanie grupy trifluorometylowej i atomu wodoru od 

anionorodnika, a następnie utworzeniu kompleksu z obecnym w fazie ruchomej kwasem 

mrówkowym. Ten produkt jest obserwowany jako sygnaB przy m/z 399,1492 (Rysunek 13c). 

Fragmentacja MS/MS tego jonu przebiega wedBug przej\ć m/z 399,1354 → 283,0903 → 

239,1010, co mo}e być interpretowane jako transformacja strukturalna [dA-NHbenzylCF3-

CF3H]....HCOOH → A-NHbenzylCH2OCH3 → A-NHbenzyl. W pierwszym etapie dochodzi do 

utraty cząsteczki kwasu mrówkowego oraz pęknięciu pier\cienia deoksyrybozy, pozostawiając 

fragment -CH2OCH3 przy reszcie adeniny i ostatecznie otrzymaniu adeniny podstawionej grupą 

benzylową (Rysunek 13d). 

 

Rysunek 12. Analiza HPLC wodnego roztworu dA-NHbenzylCF3 przed napromienieniem (czarna 

linia), po napromienieniu dawką 500 Gy (czerwona linia). 
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Rysunek 13. a) Widmo MS produktu radiolizy dA-NHbenzylCF3 o czasie retencji 4,48 min, b) widmo 

MSMS jonu o masie 479,0993 Da, c) widmo MS produktu radiolizy dA-NHbenzylCF3 o czasie retencji 

7,36 min i d) widmo MSMS jonu o masie 399,1492 Da zarejestrowane w trybie jonów ujemnych.  

3. Badania in vitro nowych pochodnych 2’-deoksyadenozyny 

Ostatnim etapem niniejszych badań byBo zweryfikowanie, czy zsyntezowane związki 

wykazują aktywno\ć na poziomie komórkowym oraz czy mogą uwra}liwiać komórki 

nowotworowe na dziaBanie PJ. Nale}y równie} podkre\lić, }e obecno\ć m.in. mechanizmów 

naprawy DNA w komórkach mo}e znacząco wpBynąć na efektywno\ć radiosensybilizacji, która 

mo}e przebiegać odmiennie ni} w roztworze wodnym.  

W badaniach in vitro skupiono się wyBącznie na pochodnych 2’-deoksyadenozyny, 

poniewa} stanowią one strukturalne bli}sze analogi naturalnych skBadników DNA ni} pochodne 

adeniny. Obecno\ć reszty deoksyrybozy pozwala lepiej odzwierciedlić zachowanie tych 

cząsteczek w \rodowisku komórkowym, zwBaszcza w kontek\cie ich interakcji z DNA oraz 

potencjalnego wpBywu na kluczowe procesy biologiczne. 

Analiza cytotoksyczno\ci  

 Związek, jako potencjalny RS, nie powinien wykazywać toksyczno\ci wobec komórek 

nowotworowych ani zdrowych bez udziaBu PJ. Jego cytotoksyczno\ć względem komórek 

nowotworowych powinna pojawiać się wyBącznie po ekspozycji na promieniowanie. W celu 
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weryfikacji tego zaBo}enia przeprowadzono ocenę toksyczno\ci pochodnych z wykorzystaniem 

testu MTT. Do badań wykorzystano dwie linie komórek nowotworowych: nowotworu prostaty 

(PC3), która sBu}y jako model najczę\ciej występującego nowotworu u mę}czyzn [56]  

i nowotworu piersi (MCF-7), która reprezentuje najczęstszy nowotwór u kobiet [57], jak 

równie} jedną z dwóch linii komórek zdrowych: keratynocytów (HaCaT) lub fibroblastów 

gruczoBu sutkowego (HMF).  

 Uzyskane wyniki wskazują, }e pochodna dA-NHbenzylOCF3 wykazuje wyra{nie 

wy}szą toksyczno\ć wobec komórek nowotworowych linii PC3 ni} wobec komórek MCF-7. 

W przypadku PC3 zaobserwowano istotne statystycznie obni}enie }ywotno\ci komórek przy 

stę}eniu 100 µM zarówno po 48 h (86,3 % ± 3,4 %; p < 0,0001), jak i po 72 h inkubacji  

(80,8 % ± 3,2 %; p < 0,0001), a tak}e przy 20 µM po 72 h (88,5 % ± 0,2 %; p < 0,01). Dla 

komórek MCF-7 istotny efekt cytotoksyczny odnotowano jedynie przy stę}eniu 100 µM, po  

48 h }ywotno\ć obni}yBa się do 91,9 % ± 1,2 % (p < 0,5), a po 72 h spadBa do 87,5 % ± 1,3 % 

(p < 0,0001). Równie} w przypadku zdrowej linii komórkowej HaCaT wykazano istotne 

statystycznie zmniejszenie }ywotno\ci przy 100 µM do 84,2 % ± 4,1 % po 48 h (p < 0,001)  

i do 76,3 % ± 5,1 % po 72 h (p < 0,0001) inkubacji (Rysunek 4 w P2).  

Wyniki uzyskane dla pochodnej dA-NHbenzylSCF3 są porównywalne z wynikami dla 

dA-NHbenzylOCF3, jednak obecno\ć atomu siarki w strukturze związku przekBada się na 

wyra{nie silniejsze dziaBanie cytotoksyczne względem obu badanych linii komórek 

nowotworowych. Dla linii PC3 stę}enie 100 µM obni}a }ywotno\ć do 71,7 % ± 1,7 % po  

48 h i 63,2 % ± 0,7 % po 72 h (p < 0,0001), a 20 µM do 83,2 % ± 4,0 % po 72 h. Z kolei dla 

linii MCF-7 redukcja }ywotno\ci następuje równie} jedynie przy stę}eniu 100 µM, do 83,1 % 

± 1,8 % po 48 h (p < 0,0001) i do 67,7 % ± 3,0 % po 72 h. W komórkach HMF stę}enie  

100 µM zmniejsza }ywotno\ć do 74,3 % ± 2,1 % (48 h) i 60,8 % ± 0,9 % (72 h), a tak}e stę}enie 

20 µM po 72 h dziaBa cytotoksycznie (92,8 % ± 1,2 %, p < 0,01)) (Rysunek 6 w P3).  

W przypadku trzeciej pochodnej dA-NHbenzylCF3 zaobserwowano istotnie sBabsze 

dziaBanie toksyczne  w porównaniu do wcze\niejszych dwóch związków. Jedynie najwy}sze 

zastosowane stę}enie (100 µM) powodowaBo istotne obni}enie }ywotno\ci w komórkach PC3 

do 92,59 % ± 0,22 % po 48 godzinach inkubacji (p < 0,01) oraz do 78,24 %  ± 2,96 % po 72 

godzinach (p < 0,0001), a w przypadku komórek MCF-7 odnotowano spadek }ywotno\ci do 

93,46 %  ± 1,49 % po 42 h (p < 0,05) oraz do 80,11 %  ±  0,91 % po 72 h (p < 0,0001). 

Zaskakujące okazaBo się dziaBanie tej pochodnej na komórki linii HaCaT – stę}enie 100 µM 

prowadziBo do znacznego obni}enia }ywotno\ci do 50,37 %  ± 1,14 % po 42 h oraz do 42,41 % 
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 ± 1,23 % po 72 h (w obu przypadkach p <  0,0001) (Rysunek 14). Wyniki te wskazują na 

wyra{nie wy}szą toksyczno\ć dA-NHbenzylCF3 względem linii HaCaT, w porównaniu  

z pochodną dA-NHbenzylOCF3. 

 

Rysunek 14. |ywotno\ć komórek a) PC3, b) MCF7 oraz c) HaCaT po 48 i 72 godzinach traktowania 

dA-NHbenzylCF3. Wyniki przedstawiono jako \rednia ± odchylenie standardowe (SD) z trzech 

niezale}nych eksperymentów wykonanych w trzech powtórzeniach. Istotne statystycznie ró}nice 

występują pomiędzy hodowlami traktowanymi badanym związkiem a kontrolą (hodowla traktowana 

rozpuszczalnikiem): ****p < 0,0001; **p < 0,01; *p < 0,05. 

Analiza klonogeniczno\ci  

Jedną z podstawowych metod potwierdzenia dziaBania związku jako 

radiosensybilizatora jest test klonogenny, który umo}liwia precyzyjną ocenę uwra}liwienia 
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komórek na PJ na poziomie komórkowym. Test ten [58] pozwala okre\lić, czy dany związek 

wpBywa na prze}ywalno\ć oraz zdolno\ć komórek nowotworowych do tworzenia kolonii po 

ekspozycji na promieniowanie. Na podstawie danych cytotoksyczno\ci wybrano takie stę}enie 

pochodnych, które nie powoduje statystycznie istotnego spadku }ywotno\ci komórek PC3  

i MCF-7 po 48 godzinach inkubacji z danym związkiem. 

Inkubacja z 20 µM roztworem pochodnej dA-NHbenzylOCF3 spowodowaBa 

zmniejszenie prze}ywalno\ci komórek PC3 z 88,8 % ± 1,3 % do 73,9 % ± 0,7 % przy dawce  

1 Gy, z 61,1 % ± 0,3 % do 53,3 % ± 1,8 % przy dawce 3 Gy oraz z 49,5 % ± 1,1 % do 37,1 % 

± 0,5 % przy dawce 4 Gy porównując do dziaBania samego PJ. Natomiast w przypadku komórek 

MCF-7 odnotowano spadek prze}ywalno\ci z 87,5 % ± 0,6 % do 84,4 % ± 0,9 % przy 1 Gy,  

z 68,5 % ± 0,9 % do 64,3 % ± 0,3 % przy 3 Gy oraz z 56,4 % ± 0,6 % do 47,3 % ± 0,5 % przy 

4 Gy.  

Z kolei pochodna dA-NHbenzylSCF3 obni}yBa prze}ywalno\ć komórek PC3 z 87,1 % 

± 0,3 % do 73,2 % ± 0,6 % przy dawce 1 Gy, z 66,5 % ± 0,6 % do 47,8 % ± 1,0 % przy 3 Gy 

oraz z 49,4 % ± 0,2 % do 30,2 % ± 1,0 % przy dawce 4 Gy. W przypadku komórek MCF-7 po 

zastosowaniu 1 Gy prze}ywalno\ć spadBa z 88,0 % ± 1,4 % do 80,7 % ± 1,3 %, przy 3 Gy  

z 72,9 % ± 0,8 % do 55,8 % ± 0,4 %, a przy 4 Gy z 64,4 % ± 2,6 % do 49,1 % ± 0,7 %. 

Trzecia pochodna, dA-NHbenzylCF3, wykazaBa najsBabsze dziaBanie uwra}liwiające 

komórki obu linii nowotworowych w porównaniu do analogów benzylowych zawierających 

grupy -OCF3 i -SCF3. Co istotne, wyra{niejszy efekt uwra}liwiający 20 µM roztworu tej 

pochodnej zaobserwowano dopiero przy wy}szych dawkach PJ. Przy dawce 3 Gy 

prze}ywalno\ć spadBa z 65,0 % ± 0,5 % do 62,7 % ± 0,4 % w komórkach PC3 oraz z 72,5 % 

± 0,4 % do 69,3 % ± 1,3 % w komórkach MCF-7. Podobnie, przy dawce 4 Gy prze}ywalno\ć 

zmniejszyBa się z 51,4 % ± 0,3 % do 47,3 % ± 1,0 % w przypadku linii PC3 oraz z 61,3 % ±  

1,1 % do 57,2 % ± 0,8 % w linii MCF-7. Przy ni}szych dawkach promieniowania ró}nice  

w prze}ywalno\ci między komórkami poddanymi jedynie napromienianiu a tymi traktowanymi 

zarówno promieniowaniem, jak i związkiem byBy minimalne. 

Dodatkowo sporządzono wykresy przedstawiające frakcje prze}ywających komórek 

PC3 oraz MCF-7 (Rysunek 15, Rysunek 5 w P2 i Rysunek 7 w P3) poddanych dziaBaniu 

ró}nych dawek PJ po uprzedniej inkubacji z badanym związkiem. Na podstawie krzywych 

prze}ywalno\ci obliczono parametry wra}liwo\ci komórek na promieniowanie, takie jak 

warto\ci α (wspóBczynnik liniowy) oraz ³ (wspóBczynnik kwadratowy), poprzez dopasowanie 
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punktów do\wiadczalnych do modelu liniowo-kwadratowego prze}ywalno\ci. [rednie 

warto\ci α i ³ dla pochodnej dA-NHbenzylOCF3 wyniosBy odpowiednio: 0,118 i 0,016 dla 

komórek kontrolnych PC3; 0,247 i -0,004 dla komórek PC3 traktowanych pochodną, 0,115  

i 0,006 dla komórek kontrolnych MCF-7 oraz 0,177 i -0,0007 dla komórek MCF-7 

inkubowanych z dA-NHbenzylOCF3. Z racji tego, }e uzyskanie ujemnych warto\ci parametru  

³ z radiobiologicznego punktu widzenia jest niefizycznie, dopasowanie krzywych dla komórek 

traktowanych pochodną dA-NHbenzylOCF3 przeprowadzono przy zaBo}eniu ³ równego zeru 

(model liniowy). Taka procedura skutkowaBa nieznaczną zmianą warto\ci α: 0,246 dla komórek 

PC3 oraz 0,181 dla komórek MCF-7. Warto równie} zauwa}yć, }e warto\ć α wzrosBa  

2,1-krotnie w przypadku komórek PC3 oraz 1,5-krotnie dla komórek MCF-7 (stosunek warto\ci 

α dla komórek traktowanych i nietraktowanych związkiem).  

Warto\ci parametrów α i ³ dla dA-NHbenzylSCF3 przedstawiaBy się następująco: 0,114 

i 0,014 dla kontrolnych komórek PC3; 0,265 i 0,009 dla komórek PC3 traktowanych 20 µM 

dA-NHbenzylSCF3; 0,085 i 0,008 dla kontrolnych komórek MCF-7 oraz 0,181 i 0,005 dla 

komórek MCF-7 inkubowanych z 20 µM dA-NHbenzylSCF3. W tym przypadku warto\ć  

α wzrosBa 2,3-krotnie dla komórek PC3 oraz 2,1-krotnie dla komórek MCF-7. 

Z kolei dla dA-NHbenzylCF3 warto\ci parametrów α i ³ wynosiBy odpowiednio: 0,132 

i 0,008 dla komórek kontrolnych PC3; 0,141 i 0,010 dla komórek PC3 traktowanych 20 µM 

dA-NHbenzylCF3; 0,116 i -0,008 dla komórek kontrolnych MCF-7 oraz 0,159 i -0,007 dla 

komórek MCF-7 inkubowanych z 20 µM dA-NHbenzylSCF3. Z racji ujemnych warto\ci 

parametru ³ dla komórek linii MCF-7 traktowanych pochodną, równie} dopasowano krzywe 

prze}ycia przy zaBo}eniu ³ = 0, co skutkowaBo niewielką zmianą warto\ci α dla tej linii 

komórkowej: 0,145 dla komórek kontrolnych MCF-7 oraz 0,160 dla komórek MCF-7 

inkubowanych z pochodną. W przypadku dA-NHbenzylCF3 warto\ć α wzrosBa jedynie  

1,1-krotnie dla komórek obu linii.  

Warto podkre\lić, }e dla ka}dej z badanych pochodnych zaobserwowano wzrost 

parametru α, co wskazuje, }e ich dziaBanie radiouwra}liwiające związane jest przede wszystkim 

ze zwiększeniem warto\ci tego liniowego parametru. Sugeruje to, }e pochodne benzylowe 

przyczyniają się do nasilonego występowania bezpo\rednio letalnych uszkodzeń komórkowych 

indukowanych promieniowaniem [59,60]. 
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Rysunek 15. Krzywe zale}no\ci dawka – odpowied{ dla zmniejszonego prze}ycia komórek 

PC3 oraz komórek MCF-7 po zastosowaniu zale}nego od dawki traktowania pochodną a) dA-

NHbenzylOCF3, b) dA-NHbenzylSCF3, c) dA-NHbenzylCF3 o stę}eniu 20 µM lub bez jej 

zastosowania. Wyniki przedstawiono jako \rednie ± SD z trzech niezale}nych eksperymentów 

przeprowadzonych w trzech powtórzeniach. DEF- wspóBczynnik wzmocnienia dawki. 
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Dla ka}dej z pochodnych wyznaczono tak}e wspóBczynnik wzmocnienia dawki (DEF, 

ang. Dose Enhancement Factor), który okre\la wzrost skuteczno\ci dawki promieniowania  

w obecno\ci związku, w porównaniu do napromieniania bez RS. DEF wyniósB odpowiednio: 

dla dA-NHbenzylOCF3 1,30 (linia PC3) oraz 1,21 (linia MCF-7), dla dA-NHbenzylSCF3 1,70 

(linia PC3) oraz 1,55 (linia MCF-7), a dla dA-NHbenzylCF3 0,91 (linia PC3). Dla linii MCF-7 

nie udaBo się wyznaczyć wspóBczynnika DEF, poniewa} krzywe prze}ywalno\ci komórek  

w warunkach kontrolnych i w obecno\ci dA-NHbenzylCF3 byBy praktycznie identyczne, co 

wskazuje na brak istotnego efektu radiosensybilizacji.  

Analiza mechanizmu działania pochodnych 

W kolejnym etapie badań skoncentrowano się na analizie prawdopodobnego 

mechanizmu dziaBania pochodnych benzylowych wobec komórek PC3 oraz MCF-7. Ze 

względu na wyniki testu klonogennego, który wykazaB wyra{nie wy}sze wBa\ciwo\ci 

uwra}liwiające dla pochodnych dA-NHbenzylOCF3 oraz dA-NHbenzylSCF3, to wBa\nie te 

związki wybrano do badań nad mechanizmem dziaBania.  

Początkowo, przeprowadzono analizę mającą na celu ocenę wzrostu ilo\ci DSB po 

napromieniowaniu komórek nowotworowych w obecno\ci badanych pochodnych PJ. Jak 

wspomniano wcze\niej, DSB są jednym z najistotniejszych bezpo\rednich efektów dziaBania 

PJ, a dane literaturowe wskazują, }e to wBa\nie one w największym stopniu przyczyniają się do 

\mierci komórki wywoBanej promieniowaniem [61,62]. W niniejszym badaniu stopień 

uszkodzenia DNA okre\lono na podstawie cytometrycznej analizy fosforylacji histonu H2A.X, 

który stanowi swoisty marker tego typu uszkodzeń [63]. 

Wyniki eksperymentu przeprowadzonego po 2 h od napromienienia linii komórek PC3 

i MCF-7 dawką 8 Gy wykazaBy, }e ani 20 µM roztwór pochodnej dA-NHbenzylOCF3, ani jego 

poBączenie z PJ nie wpBywaBy na wzrost poziomu fosforylacji histonu H2A.X. Oznacza to, }e 

związek ten nie indukuje większej ilo\ci DSB w porównaniu do dziaBania samego 

promieniowania w obu badanych liniach komórkowych (Rysunek 16a i Rysunek 6 w P2). 

Jedynie samodzielne zastosowanie PJ skutkowaBo istotnym statystycznie (p < 0,0001) 

wzrostem fosforylacji histonu H2A.X i powstawania DSB w porównaniu do kontroli w obu 

liniach. Natomiast roztwór pochodnej dA-NHbenzylSCF3 o tym samym stę}eniu, choć 

stosowany samodzielnie równie} nie powodowaB istotnego wzrostu fosforylacji H2A.X, 

wykazaB umiarkowany efekt uwra}liwiający w poBączeniu z napromienianiem dawką 8 Gy.  

W takim wariancie odnotowano wzrost odsetka komórek ´H2A.X-pozytywnych w linii PC3  
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z 36,22 % ± 0,57 % (komórki napromienione) do 40,79 % ± 0,66 %, a w linii MCF-7  

z 28,72 % ± 1,81 % do 32,82 % ± 1,76 % (Rysunek 16b i Rysunek 8 w P3). SzczegóBowe 

wykresy punktowe oraz strategia bramkowania zostaBy przedstawione na Rysunku S14 oraz 

w Tabeli S5 w materiałach uzupełniaj�cych dla P3. 

 

Rysunek 16. Analiza fosforylacji histonu H2A.X przeprowadzona metodą cytometrii przepBywowej dla 

linii komórkowych PC3 oraz MCF-7 traktowanych a) dA-NHbenzylOCF3 lub b) dA-NHbenzylSCF3. 

Dane przedstawiono jako \rednia ± SD z trzech niezale}nych eksperymentów, z których ka}dy 

wykonano w trzech powtórzeniach. Statystycznie istotne ró}nice pomiędzy porównywanymi grupami 

oznaczono jako ****p < 0,0001; *p < 0,05; ns – nieistotne statystycznie. 

W celu potwierdzenia wyników uzyskanych w te\cie cytometrycznym dla ´H2A.X, 

przeprowadzono równie} mikroskopową analizę immunofluorescencyjną ognisk ´H2A.X dla 

pochodnej dA-NHbenzylSCF3. Metoda ta uznawana jest za bardziej czuBą w wykrywaniu 

uszkodzeń DNA [64]. Analizę przeprowadzono po 2 godzinach od napromienienia komórek 

PC3 i MCF-7 dawkami 4 Gy i 8 Gy. W komórkach PC3 poBączenie dawki 4 Gy  

z dA-NHbenzylSCF3 spowodowaBo wzrost liczby ognisk ´H2A.X z 30,15 ± 2,16 do 37,05 ± 

4,67 (p < 0,05). Zastosowanie wy}szej dawki promieniowania, 8 Gy w poBączeniu z pochodną 
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zwiększyBo liczbę ognisk z 42,38 ± 2,87 do 51,60 ± 2,49 (p < 0,01), w porównaniu do samego 

napromieniania (Rysunek 17a i Rysunek 9a w P3). Podobną tendencję zaobserwowano  

w komórkach MCF-7 (Rysunek 17b i Rysunek 9b w P3), choć ogólna liczba ognisk ´H2A.X 

byBa nieco ni}sza, co mo}e wskazywać na bardziej efektywne mechanizmy naprawy uszkodzeń 

DNA w tej linii komórkowej. Zastosowanie 20 µM dA-NHbenzylSCF3 w poBączeniu z dawką 

4 Gy zwiększyBo liczbę ognisk z 20,25 ± 3,68 do 29,80 ± 2,49, natomiast przy dawce 8 Gy 

liczba ognisk wzrosBa z 32,30 ± 1,25 do 40,10 ± 1,50. W obu przypadkach ró}nice byBy 

statystycznie istotne (p < 0,05). Uzyskane wyniki sugerują, }e dA-NHbenzylSCF3 zwiększa 

radiosensytywno\ć obu linii komórkowych w poBączeniu z PJ, przy czym efekt ten jest bardziej 

wyra{ny w komórkach PC3 w porównaniu do komórek MCF-7. Wyniki analiz 

cytometrycznych oraz immunofluorescencyjnych pozostają ze sobą zgodne i wskazują, }e 

dziaBanie pochodnej dA-NHbenzylSCF3 mo}e być związane z indukcją DSB po skojarzonym 

z PJ zastosowaniu związku. Zaobserwowany efekt byB wyra{niejszy w komórkach PC3  

w porównaniu do linii MCF-7. 
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Rysunek 17. Reprezentatywne obrazy ognisk ´H2A.X uwidocznionych metodą 

immunofluorescencji w komórkach a) PC3 oraz b) MCF-7. Grupy eksperymentalne 

obejmowaBy: kontrolę (komórki nietraktowane i niepoddane napromienianiu), komórki 

traktowane 20 µM dA-NHbenzylSCF3, komórki napromieniane dawką 4 Gy, komórki 

traktowane 20 µM dA-NHbenzylSCF3 w poBączeniu z napromienianiem 4 Gy, komórki 

napromieniane 8 Gy oraz komórki traktowane 20 µM dA-NHbenzylSCF3 w poBączeniu  

z napromienianiem 8 Gy. Jądra komórkowe wybarwiono DAPI (panele po lewej stronie) w celu 

uwidocznienia morfologii komórek. Przeprowadzono ilo\ciową analizę ognisk ´H2A.X, 

wyra}ając wyniki jako liczbę ognisk przypadających na jedno jądro komórkowe. Dane 

przedstawiono jako \rednia ± SD. Istotno\ć statystyczną oznaczono jako **p < 0,01 oraz  

*p < 0,05.  
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W celu lepszego zrozumienia mechanizmu uwra}liwiania komórek nowotworowych na 

PJ przez badane pochodne, przeprowadzono analizę ich wpBywu na przebieg cyklu 

komórkowego w liniach komórkowych PC3 i MCF-7 z wykorzystaniem cytometrii 

przepBywowej. Powszechnie wiadomo, }e PJ zakBóca cykl komórkowy, spowalniając 

przechodzenie przez okre\lone jego fazy [65]. Co więcej, komórki wykazują największą 

wra}liwo\ć na PJ w fazach G2/M, mniejszą w fazie G1, a najmniejszą w końcowej czę\ci fazy 

S [66]. W związku z tym, uwra}liwiacz mo}e dziaBać poprzez modulowanie cyklu 

komórkowego w taki sposób, aby zwiększyć liczbę komórek znajdujących się w fazach 

najbardziej podatnych na promieniowanie. Analiza cyklu komórkowego w komórkach PC3 

wykazaBa, }e zastosowanie 20 µM dA-NHbenzylOCF3 w poBączeniu z dawką PJ równą 8 Gy, 

zmniejszyBo odsetek komórek w fazie G0/G1 z 47,8 % ± 1,1 % do 36,3 % ± 3,3 % oraz 

zwiększyBo udziaB komórek w najbardziej wra}liwej na promieniowanie fazie G2/M z 46,1 % 

± 1,2 % do 56,8 % ± 2,8 % w porównaniu do samego promieniowania (Rysunek 18a i Rysunek 

7a w P2). Podobny efekt zaobserwowano w komórkach linii MCF-7, gdzie dziaBanie skojarzone 

zmniejszyBo populację komórek w fazie G0/G1 z 43,3 % ± 2,4 % do 41,7 % ± 0,9 % oraz 

zwiększyBo odsetek komórek w fazie G2/M z 43,8 % ± 0,2 % do 48,4 % ± 0,1 % w porównaniu 

do promieniowania zastosowanego samodzielnie (Rysunek 18a i Rysunek 7b w P2). Ponadto, 

pochodna dA-NHbenzylOCF3 zastosowana jako samodzielny czynnik nie wykazywaBa 

istotnego wpBywu na przebieg cyklu komórkowego w }adnej z badanych linii. Wyniki te 

sugerują, }e związek wywiera silniejszy wpByw na regulację cyklu komórkowego w komórkach 

PC3 ni} w komórkach MCF-7.  
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Rysunek 18. Ilo\ciowa analiza rozkBadu faz cyklu komórkowego dla komórek linii PC3 oraz MCF-7, 

po traktowaniu komórek 20 µM roztworem a) dA-NHbenzylOCF3 (histogramy przedstawiono na 
Rysunku S8 w materiałach uzupełniaj�cych dla P2); b) dA-NHbenzylSCF3 (histogramy 
przedstawiono na Rysunku S15 w materiałach uzupełniaj�cych dla P3). Dane zaprezentowano jako 

\rednia ± SD. Istotno\ć statystyczna ró}nic w populacjach komórek znajdujących się w fazie G2/M 

pomiędzy wskazanymi grupami zostaBa oznaczona jako **** p < 0,0001; ***p < 0.001 oraz ** p < 0,01; 

ns – nieistotne statystycznie. 

Odmienne wyniki uzyskano natomiast dla drugiej pochodnej dA-NHbenzylSCF3. 

Analiza cyklu komórkowego w komórkach nowotworowych PC3 wykazaBa, }e zastosowanie 

20 μM roztworu pochodnej spowodowaBo zmniejszenie populacji komórek w fazie G2/M  

z 31,27 % ± 0,39 % do 26,77 % ± 0,78 % oraz zwiększenie populacji komórek w fazie G0/G1  

z 64,31 % ± 0,41 % do 69,65 % ± 0,84 % w porównaniu do komórek nietraktowanych  

i nienapromienionych (ró}nica istotna statystycznie, p < 0,0001). Zastosowanie 

promieniowania i dA-NHbenzylSCF3 równie} zmniejszyBo odsetek komórek w fazie G2/M  

z 39,54 % ± 1,93 % do 34,79 % ± 0,62 % oraz zwiększyBo populację komórek w fazie G0/G1  

z 56,93 % ± 1,92 % do 62,45 % ± 0,83 % (p < 0,0001). W komórkach PC3 jedynie samo 

promieniowanie zwiększaBo udziaB komórek w fazie G2/M w porównaniu z kontrolą. Natomiast 
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w kontek\cie komórek linii MCF-7 dziaBanie skojarzone związku i PJ zmniejszyBa populację 

komórek w fazie G0/G1 z 50,98 % ± 2,62 % (tylko napromienione) do 41,40 % ± 0,02 %, przy 

jednoczesnym zwiększeniu populacji komórek w fazie S z 9,00 % ± 0,44 % do 12,85 % ±  

1,15 % oraz w fazie G2/M z 41,21 % ± 1,01 % do 45,75 % ± 1,13 %. Co ciekawe, traktowanie 

komórek samą pochodną równie} zwiększyBo odsetek komórek w fazie G0/G1 z 57,21 % ± 

0,55 % do 60,54 % ± 0,75 % w porównaniu z kontrolą (komórki nietraktowane  

i nienapromienione) w tej linii. 

Otrzymane wyniki sugerują, }e badana pochodna nie wywiera istotnego wpBywu na 

rozkBad faz cyklu komórkowego w linii PC3, o czym \wiadczy zwiększenie udziaBu komórek 

w fazie G0/G1 po traktowaniu zarówno samym związkiem, jak i w poBączeniu  

z PJ. Z drugiej strony, zaobserwowany w linii MCF-7 wzrost liczby komórek w fazach S i G2/M 

po zastosowaniu pochodnej i napromieniowaniu jest nieoczekiwany. Pomimo, }e zmiana ta jest 

istotna statystycznie (p < 0,0001), nie stwierdzono wyra{nego aresztu komórkowego, czyli 

zatrzymania cyklu komórkowego w którejkolwiek z tych faz, które mogBoby prowadzić do 

znaczącego wzrostu populacji komórek w fazach S i G2/M. Na podstawie tych danych mo}na 

zatem stwierdzić, }e mechanizm dziaBania dA-NHbenzylSCF3 jest odmienny ni} pochodnej 

dA-NHbenzylOCF3 i najprawdopodobniej nie opiera się na regulacji cyklu komórkowego  

w liniach komórkowych PC3 i MCF-7. 

Lokalizacja pochodnych w komórce 

Istotnym elementem w badaniach nad mechanizmem dziaBania pochodnych 

benzylowych jest okre\lenie ich lokalizacji subkomórkowej, a tak}e ustalenie formy, w jakiej 

związki te występują wewnątrz komórek. Kluczowe znaczenie ma stwierdzenie, czy związki te 

ulegają fosforylacji przez kinazy komórkowe oraz czy mogą być wbudowywane do 

genomowego DNA, co w takim przypadku wskazywaBoby na ich wpByw na kluczowe procesy 

komórkowe, takie jak replikacja czy naprawa DNA. 

W celu oceny, czy badane nukleozydy przenikają do wnętrza komórki oraz w jakim 

stopniu lokalizują się w poszczególnych frakcjach subkomórkowych, przeprowadzono izolację 

frakcji cytoplazmatycznej i jądrowej. Komórki po 48-godzinnej inkubacji z 20 μM lub 100 μM 

roztworem dA-NHbenzylOCF3 lub dA-NHbenzylSCF3 poddano trypsynizacji i wirowaniu  

w celu uzyskania osadów komórkowych. Następnie przeprowadzono frakcjonowanie przy 

u}yciu zestawu Nuclear/Cytosol Fractionation Kit (Abcam, UK) zgodnie z protokoBem 

producenta, co pozwoliBo na oddzielenie skBadników cytoplazmatycznych od jądrowych. Do 
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komórek dodano bufor cytoplazmatyczny zawierający inhibitory proteaz i DTT, co umo}liwiBo 

uzyskanie ekstraktu cytoplazmatycznego. PozostaBe osady komórkowe poddano następnie 

ekstrakcji jądrowej przy u}yciu lodowatego buforu, mieszając i inkubując je cyklicznie na 

lodzie, w efekcie czego uzyskano frakcję jądrową. Ka}dą z frakcji podzielono na dwie czę\ci: 

jedną przeznaczono do bezpo\redniej analizy z wykorzystaniem LC-MS, natomiast drugą 

poddano trawieniu do poziomu nukleozydów z wykorzystaniem zestawu Nucleoside Digestion 

Mix Kit (New England Biolabs, USA), zgodnie z protokoBem producenta. Takie podej\cie 

umo}liwiBo okre\lenie caBkowitej zawarto\ci danej pochodnej zarówno w postaci wolnej jak  

i jej form fosforylowanych (mono-, di- lub trifosforanów) obecnych wewnątrz komórki. 

Analiza wykazaBa obecno\ć sygnaBów odpowiadających zarówno dA-NHbenzylOCF3 

(Rysunek 19a i Rysunek 8 w P2) jak i dA-NHbenzylSCF3 (Rysunek 19b i Rysunek 11 w P3) 

w frakcjach cytoplazmatycznej oraz jądrowej, co jednoznacznie potwierdza zdolno\ć obu 

pochodnych do przenikania przez bBonę komórkową oraz ich dystrybucję w obrębie komórki, 

w tym akumulację w jądrze.  

Na podstawie analizy powierzchni pików odpowiadających dA-NHbenzylOCF3 oraz 

dA-NHbenzylSCF3 w frakcjach cytoplazmatycznej i jądrowej, a tak}e przy u}yciu wzorcowego 

roztworu nukleozydu o stę}eniu 10-4 M i znanych objęto\ciach końcowych obu frakcji, 

oszacowano stosunki molowe obu pochodnych w analizowanych frakcjach. Dla  

dA-NHbenzylOCF3 stosunek molowy zawarto\ci we frakcji cytoplazmatycznej do jądrowej 

wynosiB 26:1 przy stę}eniu 20 µM oraz 22:1 przy stę}eniu 100 µM. Podobnie, dla dA-

NHbenzylSCF3 oszacowano stosunki 3,5:1 i 5,3:1 przy stę}eniach odpowiednio 20 µM  

i 100 µM. Wyniki te wskazują na wyra{nie wy}szą akumulację obu pochodnych w cytoplazmie  

w porównaniu z jądrem komórkowym, co sugeruje, }e ich lokalizacja subkomórkowa ogranicza 

się gBównie do frakcji cytoplazmatycznej. Wy}szą akumulację w tej frakcji wykazuje pochodna 

dA-NHbenzylOCF3. 
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Rysunek 19. Chromatogramy XIC frakcji cytoplazmatycznej oraz frakcji jądrowej dla a) dA-

benzylNHOCF3 i b) dA-NHbenzylSCF3. kontrola – próbka niepoddana dziaBaniu związku;  

20 µM – próbka z dodatkiem 20 µM roztworu pochodnej; 100 µM – próbka z dodatkiem 100 µM 

roztworu pochodnej. 
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Jak ju} wcze\niej wspomniano, nukleozydy mogą ulegać czę\ciowej fosforylacji  

w warunkach komórkowych. W związku z tym, obecno\ć mono-, di- i tri-fosforanowych form 

dA-NHbenzylOCF3 oraz dA-NHbenzylSCF3 zostaBa zweryfikowana przy u}yciu spektrometrii 

mas w trybie monitorowania wybranych jonów. Nie odnotowano jednak sygnaBów 

odpowiadających fosforylowanym pochodnym badanych związków. 

W celu potwierdzenia tych wyników, frakcje cytoplazmatyczne i jądrowe poddano 

trawieniu enzymatycznemu z zastosowaniem zestawu wspomnianego wy}ej – Nucleoside 

Digestion Mix Kit, który umo}liwia przeksztaBcenie nukleotydów do odpowiadających im 

nukleozydów. Tak przygotowane próbki analizowano następnie metodą LC-MS w trybie XIC 

(ang. eXtracted Ion Chromatogram). Porównanie widm masowych wykazaBo, }e intensywno\ć 

piku odpowiadającego dA-NHbenzylOCF3 oraz dA-NHbenzylSCF3 nie ulegBa zmianie po 

trawieniu enzymatycznym, co jednoznacznie potwierdza, }e oba związki występują w komórce 

wyBącznie w formie niefosforylowanej. 

Brak fosforylowanych form analizowanych związków w komórce sugeruje równie} 

brak mo}liwo\ci ich inkorporacji do genomowego DNA. W ramach weryfikacji tego zaBo}enia 

przeprowadzono eksperyment trawienia DNA komórek linii PC3 do nukleozydów, 

inkubowanych wcze\niej przez 48 h z roztworem pochodnej dA-NHbenzylOCF3 lub  

dA-NHbenzylSCF3 o stę}eniu 20 µM i 100 µM. Stopień inkorporacji oceniono za pomocą 

techniki HPLC, analizując roztwory nukleozydów otrzymane po trawieniu DNA oraz 

porównując je z roztworem wzorcowym zawierającym dA, dG, dC, T i daną pochodną  

w stę}eniu 10-4 M ka}dego skBadnika. Na chromatogramach uzyskanych lizatów nie 

zaobserwowano obecno\ci piku odpowiadającego dA-NHbenzylOCF3 (Rysunek 9 w P2) ani 

dA-NHbenzylSCF3 (Rysunek S18 w materiałach uzupełniaj�cych dla P3). Wyniki te 

jednoznacznie wskazują, }e związki te nie są wcielane do DNA komórek PC3. 
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IV. Podsumowanie 

Tematyka niniejszej rozprawy doktorskiej obejmuje zagadnienia związane  

z otrzymaniem nowych RS z grupy MNuc, stanowiących obiecującą klasę związków do 

zastosowania w terapii onkologicznej w skojarzeniu z PJ. Celem badań byBo zaproponowanie 

nowych pochodnych adeniny i 2’-deoksyadenozyny jako potencjalnych RS oraz weryfikację 

ich dziaBania zarówno w roztworach wodnych, jak i w komórce. 

W toku badań uzyskano następujące wyniki: 

1. opracowano metodę syntezy pochodnych adeniny, uzyskując dwa nowe związki: ASCH3 

oraz ASCF3, których struktury zostaBy potwierdzone przy u}yciu szeregu technik 

analitycznych; 

2. opracowano metodę otrzymywania pochodnych 2’-deoksyadenozyny  

z wykorzystaniem komercyjnie dostępnych benzyloamin, uzyskując trzy nowe związki: 

dA-NHbenzylOCF3, dA-NHbenzylSCF3 oraz dA-NHbenzylCF3. Struktury wszystkich 

pochodnych potwierdzono metodami analitycznymi; 

3. przeprowadzono eksperyment radiolizy stacjonarnej wodnego roztworu ASCH3,  

w którym wykazano, }e związek ten nie ulega rozpadowi pod wpBywem nadmiarowego 

elektronu. Przyczyną tego zjawiska mo}e być konkurencyjna reakcja protonowania, 

hamująca dysocjację ASCH3 po napromienieniu. Hipotezę tę potwierdzono, wykonując 

analogiczny eksperyment w \rodowisku aprotycznym (bezwodny ACN), gdzie po 

zastosowaniu PJ pochodna ulegBa degradacji, tworząc dwa produkty rozpadu; 

4. wykonano eksperyment radiolizy stacjonarnej w wodzie dla drugiej pochodnej adeniny 

ASCF3, który wykazaB degradację związku pod wpBywem eaq
- z utworzeniem jednego 

produktu rozpadu; 

5. przeprowadzono radiolizę stacjonarną wodnych roztworów wszystkich pochodnych 

nukleozydu adeninowego: dA-NHbenzylCF3, dA-NHbenzylOCF3, dA-NHbenzylSCF3. We 

wszystkich przypadkach zaobserwowano degradację związków z powstaniem ró}nych 

produktów radiolizy, co mo}e wynikać z obecno\ci atomów siarki lub tlenu w ich 

strukturze; 

6. zbadano toksyczno\ć pochodnych nukleozydu względem komórek nowotworowych linii 

PC3, MCF-7 oraz jednej z linii komórek zdrowych (HMF/HaCaT) z wykorzystaniem testu 
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MTT. We wszystkich przypadkach zaobserwowano statystycznie istotne obni}enie 

}ywotno\ci komórek, szczególnie przy najwy}szym stę}eniu 100 μM po 48 i 72 godzinach 

inkubacji, przy czym najwy}szą toksyczno\ć wykazywaBa pochodna dA-NHbenzylSCF3  

w porównaniu do pozostaBych związków; 

7. przeprowadzono test klonogenny na liniach komórkowych PC3 i MCF-7 który wykazaB, }e 

roztwory wszystkich pochodnych w stę}eniu 20 μM powodują statystycznie istotne 

obni}enie }ywotno\ci komórek, przy czym największe obni}enie }ywotno\ci 

zaobserwowano dla dA-NHbenzylSCF3, a najmniejsze dla dA-NHbenzylCF3;  

8. okre\lono tworzenie DSB po zastosowaniu PJ w poBączeniu z pochodną  

dA-NHbenzylOCF3 lub dA-NHbenzylSCF3, wykorzystując cytometryczną analizę 

poziomu fosforylacji histonu H2A.X. Uzyskane wyniki wykazaBy, }e pochodna  

dA-NHbenzylOCF3 nie wpBywa na powstawanie DSB. Natomiast dA-NHbenzylSCF3  

w poBączeniu z PJ indukuje DSB zarówno w komórkach PC3, jak i MCF-7, przy czym efekt 

ten byB nieco silniejszy w komórkach PC3, co potwierdzono wykorzystując mikroskopową 

analizę immunofluorescencyjną ognisk ´H2A.X; 

9. zbadano wpByw promieniowania jonizującego w skojarzeniu z pochodnymi  

dA-NHbenzylOCF3 oraz dA-NHbenzylSCF3 na regulację cyklu komórkowego.  

W przypadku pochodnej dA-NHbenzylOCF3 zaobserwowano, }e w poBączeniu  

z PJ powoduje ona zmniejszenie populacji komórek PC3 i MCF-7 w fazie G0/G1 oraz 

zwiększenie ich liczby w najbardziej radiowra}liwej fazie G2/M. Efekt ten byB bardziej 

wyra{ny w komórkach PC3, co jednoznacznie wskazuje na zdolno\ć tej pochodnej do 

regulowania cyklu komórkowego. Dla pochodnej dA-NHbenzylSCF3 nie zaobserwowano 

analogicznego dziaBania. DziaBanie skojarzone pochodnej i PJ nie powodowaBo zwiększenia 

liczby komórek PC3 w fazie G2/M, a jedynie niewielki wzrost populacji komórek MCF-7 

w fazach S i G2/M. Brak wyra{nego aresztu komórkowego wskazuje, }e wpByw tej 

pochodnej na regulację cyklu komórkowego jest prawdopodobnie niewielki; 

10.  przeprowadzono eksperyment mający na celu okre\lenie lokalizacji subkomórkowej 

pochodnych dA-NHbenzylOCF3 oraz dA-NHbenzylSCF3, a tak}e ich formy występowania 

w komórce. Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazują, }e obie pochodne lokalizują się 

zarówno w cytoplazmie, jak i w jądrze komórkowym, jednak dominującą lokalizacją jest 

frakcja cytoplazmatyczna, co sugeruje ograniczoną akumulację w jądrze. Co istotne, 

znacznie wy}szą akumulację w cytoplazmie wykazuje pochodna dA-NHbenzylOCF3. 
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Dodatkowo wykazano, }e obie pochodne nie ulegają fosforylacji ani nie są wcielone do 

DNA, co sugeruje, }e ich mechanizm dziaBania nie polega na klasycznej inkorporacji  

do materiaBu genetycznego komórki, jak ma to miejsce w przypadku niektórych analogów 

nukleozydowych (np. BrdU). Nie mo}na jednak wykluczyć, }e związki te mogą wchodzić 

w interakcje z DNA w sposób po\redni, np. poprzez generację reaktywnych form zdolnych 

do indukowania uszkodzeń struktury helisy, co znajduje odzwierciedlenie w wynikach 

testów komórkowych. 

Przeprowadzone badania pozwoliBy na opracowanie nowych związków o interesującym 

profilu biologicznym i radiochemicznym. Wyniki wskazują na potencjaB wybranych 

pochodnych jako kandydatów do dalszych badań przedklinicznych, zwBaszcza w kontek\cie 

terapii skojarzonej z PJ. Obserwowane ró}nice w aktywno\ci biologicznej oraz mechanizmach 

dziaBania poszczególnych związków podkre\lają znaczenie struktury chemicznej dla ich funkcji 

biologicznej. Uzyskane dane stanowią solidną podstawę do pogBębionych analiz mechanizmów 

molekularnych oraz ewentualnej optymalizacji struktur chemicznych w celu zwiększenia ich 

skuteczno\ci i selektywno\ci dziaBania przeciwnowotworowego. 
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VI. Wykaz rysunków  

Rysunek 1. Mechanizmy dziaBania PJ w radioterapii. 

Rysunek 2. Mechanizm dziaBania RS – koncepcja „konia trojańskiego=. 

Rysunek 3. Schemat otrzymywania pochodnych ASCH3 oraz ASCF3. 

Rysunek 4. Charakterystyka pochodnych ASCH3 i ASCF3. a) Widmo 1H NMR dla ASCH3; b) Widmo 
1H NMR dla ASCF3; c) Widmo MS dla ASCH3 zarejestrowane w trybie jonizacji ujemnej; d) Widmo 

MS dla ASCF3 zarejestrowane w trybie jonizacji ujemnej; e) Chromatogram HPLC dla ASCH3  

(czysto\ć = 99%); f) Chromatogram HPLC dla ASCF3 (czysto\ć = 98%). 

Rysunek 5. Schemat otrzymywania pochodnych 2’-deoksyadenozyny. 

Rysunek 6. Charakterystyka pochodnych 2’-deoksyadenozyny. a) Widmo 1H NMR dla  

dA-NHbenzylOCF3; b) Widmo 1H NMR dla dA-NHbenzylSCF3; c) Widmo 1H NMR dla  

dA-NHbenzylCF3; d) Widmo MS dla dA-NHbenzylOCF3 zarejestrowane w trybie jonizacji dodatniej;  

e) Widmo MS dla dA-NHbenzylSCF3 zarejestrowane w trybie jonizacji ujemnej;  

f) Widmo MS dla dA-NHbenzylCF3 zarejestrowane w trybie jonizacji ujemnej; f) Chromatogram HPLC 

dla dA-NHbenzylOCF3 (czysto\ć = 99 %); g) Chromatogram HPLC dla dA-NHbenzylSCF3 (czysto\ć 

= 98 %); h) Chromatogram HPLC dla dA-NHbenzylCF3 (czysto\ć = 97 %).  

Rysunek 7. Analiza HPLC pochodnej ASCH3 przed napromienieniem (czarna linia) i po 

napromienieniu dawką 500 Gy (czerwona linia) a) w roztworze wodnym i b) w bezwodnym ACN. 

Rysunek 8. Analiza HPLC wodnego roztworu pochodnej ASCF3 przed napromienieniem (czarna linia) 

i po napromienieniu dawką 500 Gy (czerwona linia). 

Rysunek 9. a) Widmo MS produktu radiolizy ASCF3 o czasie retencji 2,98 min i b) widmo MSMS jonu 

o masie 214,0178 Da zarejestrowane w trybie jonów ujemnych.  

Rysunek 10. Analiza HPLC wodnego roztworu dA-NHbenzylOCF3 przed napromienieniem (czarna 

linia), po napromienieniu dawką 500 Gy (czerwona linia) oraz wodnego roztworu wzorca  

4-trifluorometoksytoluenu (zielona linia). 

Rysunek 11. Analiza HPLC wodnego roztworu dA-NHbenzylSCF3 przed napromienieniem (czarna 

linia) i po napromienieniu dawką 500 Gy (czerwona linia). 

Rysunek 12. Analiza HPLC wodnego roztworu dA-NHbenzylCF3 przed napromienieniem (czarna linia) 

i  po napromienieniu dawką 500 Gy (czerwona linia). 
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Rysunek 13. a) Widmo MS produktu radiolizy dA-NHbenzylCF3 o czasie retencji 4,48 min, b) widmo 

MSMS jonu o masie 479,0993 Da, c) widmo MS produktu radiolizy dA-NHbenzylCF3 o czasie retencji 

7,36 min i d) widmo MSMS jonu o masie 399,1492 Da zarejestrowane w trybie jonów ujemnych.  

Rysunek 14. |ywotno\ć komórek a) PC3, b) MCF7 oraz c) HaCaT po 48 i 72 godzinach traktowania 

dA-NHbenzylCF3. Wyniki przedstawiono jako \rednia ± odchylenie standardowe (SD) z trzech 

niezale}nych eksperymentów wykonanych w trzech powtórzeniach. Istotne statystycznie ró}nice 

występują pomiędzy hodowlami traktowanymi badanym związkiem a kontrolą (hodowla traktowana 

rozpuszczalnikiem): ****p < 0,0001; **p < 0,01; *p < 0,05. 

Rysunek 15. Krzywe zale}no\ci dawka – odpowied{ dla zmniejszonego prze}ycia komórek 

PC3 oraz komórek MCF-7 po zastosowaniu zale}nego od dawki traktowania pochodną a) dA-

NHbenzylOCF3, b) dA-NHbenzylSCF3, c) dA-NHbenzylCF3 o stę}eniu 20 µM lub bez jej 

zastosowania. Wyniki przedstawiono jako \rednie ± SD z trzech niezale}nych eksperymentów 

przeprowadzonych w trzech powtórzeniach. DEF- wspóBczynnik wzmocnienia dawki. 

Rysunek 16. Analiza fosforylacji histonu H2A.X przeprowadzona metodą cytometrii przepBywowej dla 

linii komórkowych PC3 oraz MCF-7 traktowanych a) dA-NHbenzylOCF3 lub b) dA-NHbenzylSCF3. 

Dane przedstawiono jako \rednia ± SD z trzech niezale}nych eksperymentów, z których ka}dy 

wykonano w trzech powtórzeniach. Statystycznie istotne ró}nice pomiędzy porównywanymi grupami 

oznaczono jako ****p < 0,0001; *p < 0,05; ns – nieistotne statystycznie. 

Rysunek 17. Reprezentatywne obrazy ognisk ´H2A.X uwidocznionych metodą 

immunofluorescencji w komórkach a) PC3 oraz b) MCF-7. Grupy eksperymentalne 

obejmowaBy: kontrolę (komórki nieleczone i niepoddane napromienianiu), leczenie 20 µM dA-

NHbenzylSCF3, napromienianie dawką 4 Gy, leczenie 20 µM dA-NHbenzylSCF3 w poBączeniu 

z napromienianiem 4 Gy, napromienianie 8 Gy oraz leczenie 20 µM dA-NHbenzylSCF3  

w poBączeniu z napromienianiem 8 Gy. Jądra komórkowe wybarwiono DAPI (panele po lewej 

stronie) w celu uwidocznienia morfologii komórek. Przeprowadzono ilo\ciową analizę ognisk 

´H2A.X, wyra}ając wyniki jako liczbę ognisk przypadających na jedno jądro komórkowe. 

Dane przedstawiono jako \rednia ± SD. Istotno\ć statystyczną oznaczono jako **p < 0,01 oraz 

*p < 0,05. Pasek skali – 10 µm. 

Rysunek 18. Ilo\ciowa analiza rozkBadu faz cyklu komórkowego dla komórek linii PC3 oraz 

MCF-7, po traktowaniu komórek 20 µM roztworem a) dA-NHbenzylOCF3 (histogramy 
przedstawiono na Rysunku S8 w materiałach uzupełniaj�cych dla P2); b) dA-

NHbenzylSCF3 (histogramy przedstawiono na Rysunku S15 w materiałach 
uzupełniaj�cych dla P3). Dane zaprezentowano jako \rednia ± SD. Istotno\ć statystyczna 
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ró}nic w populacjach komórek znajdujących się w fazie G2/M pomiędzy wskazanymi grupami 

zostaBa oznaczona jako **** p < 0,0001; ***p < 0.001 oraz ** p < 0,01; ns – nieistotne 

statystycznie. 

Rysunek 19. Chromatogramy XIC frakcji cytoplazmatycznej oraz frakcji jądrowej dla a) dA-

benzylNHOCF3 i b) dA-NHbenzylSCF3. kontrola – próbka niepoddana dziaBaniu związku;  

20 µM – próbka z dodatkiem 20 µM roztworu pochodnej; 100 µM – próbka z dodatkiem  

100 µM roztworu pochodnej. 
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