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Paulina Spisz

Choroby nowotworowe sg jedna z gtownych przyczyn zgondéw. Stosowane tradycyjnie
metody leczenia, takie jak radioterapia, chemioterapia, czy interwencja chirurgiczna czgsto
nie przynoszg pozadanego efektu. Co wigcej, wymienione metody niosa za sobg wiele
niebezpiecznych i ucigzliwych skutkow ubocznych, ktore obnizajg jako$¢ zycia, zarowno
podczas terapii, jak i po jej zakonczeniu, a w skrajnych przypadkach moga prowadzié¢

do $mierci.

Niemal 50% pacjentéw dotknietych choroba nowotworowa leczonych jest przy pomocy
radioterapii, tj. okreslonych dawek promieniowania jonizujgcego. Zabieg ten uszkadza DNA
zywych komorek albo w sposob bezposredni — poprzez jonizacje samej biomolekuty, albo
posredni — poprzez dzialanie produktow radiolizy wody. Najbardziej genotoksycznymi
produktami radiolizy sg rodniki hydroksylowe (‘OH). W tym miejscu warto podkresli¢,
ze komorki nowotworowe tworzace guzy lite, odznaczajg si¢ obnizonym stezeniem tlenu,
co nawet 2 — 3 krotnie zmniejszenia ich wrazliwo$¢ na promieniowanie jonizujace. Ponadto,
w warunkach hipoksji elektrony hydratowane (rowniez powstajace w trakcie radiolizy wody)

generowane sg rownie licznie co rodniki "OH.

Wprowadzenie do terapii przeciwnowotworowej sensybilizatorow uszkadzania DNA,
indukowanego promieniowaniem jonizujacym, wydaje si¢ by¢ obiecujaca alternatywg
dla klasycznej radioterapii. Niniejsza praca doktorska dotyczy grupy radiosensybilizatorow
dziatajacych w warunkach hipoksji. Sg nimi modyfikowane nukleozydy, ktérych mechanizm
dzialania opiera si¢ na koncepcji “Konia Trojanskiego”. W idealnym przypadku,

modyfikowany nukleozyd ulegajac wcieleniu do DNA (maszyneria enzymatyczna uzywana



do biosyntezy DNA nie powinna odr6znia¢ pochodnej nukleozydu od jego formy natywnej),
nie zaburza funkcji biopolimeru. Dopiero dzialanie promieniowania jonizujacego

zapoczatkowuje kaskade zdarzen, ktorej finalnym skutkiem moze by¢ §mier¢ komorki.

Modyfikacja struktury chemicznej nukleozydu ma na celu zwigkszenie wtasciwos$ci
elektrofilowych zwiazku, czyniagcych z niego pulapke elektronowa. Przylaczenie
hydratowanego elektronu (powstajacego wskutek radiolizy wody)
do modyfikowanego nukleozydu, stanowigcego element DNA, powinno prowadzic¢
do powstania niestabilnego anionu, ktory dysocjujac generuje reaktywny rodnik wewnatrz
czasteczki biopolimeru. To ostatnie indywiduum moze na drodze transferu atomu wodoru
z reszty cukrowej sgsiedniego nukleozydu indukowac uszkodzenia DNA, takie jak pgknigcia

nici, sieciowanie, czy tez cyklizacje puryn.

Nalezy podkreslic, ze liczba modyfikowanych nukleozydéw stosowanych
w terapii przeciwnowotworowej jest zaskakujagco mata. Przyczyng tego zjawiska moze by¢
nie do konca poznany mechanizm ich dziatania. Biorac pod uwage potencjat
modyfikowanych nukleozydéow jako radiosensybilizatorow, a takze wcigz rosnace
zapotrzebowanie na nowe efektywne terapie przeciwnowotworowe, istotne staje si¢

poszukiwanie zwigzkoéw o lepszych wtasciwosciach uczulajacych.

Niniejsza praca przedstawia wyniki badan nad wlasciwosciami radiosensybilizujagcymi
czterech pochodnych uracylu: 5-bromo-4-tio-2’-deoksyurydyny (BrSdU), 5-jodo-4-tio-2’-
deoksyurydyny (ISdU), 5-(N-trifluorometylokarboksy)-aminouracylu (CF3;CONHU) oraz

O-amidosiarczanu 5-hydroksyuracylu (SU).

Przeprowadzona w przypadku 1SdU i BrSdU radioliza ich roztworé6w wodnych
potwierdza, ze oba zwigzki ulegaja degradacji indukowanej promieniowaniem jonizujacym.

Jednak tylko w przypadku jodotiopochodnej zidentyfikowano produkt dysocjacyjnego



przylaczenia elektronu, ktory uwazany jest za przyczyne uszkodzenh DNA. Wyniki te znalazty
odzwierciedlenie

w przeprowadzonych testach komorkowych. Test klonogenicznosci, przeprowadzony
na komorkach MCF-7 traktowych ISdU, pokazuje obnizenie przezywalno$ci nawet przy
najnizszej stosowanej dawce promieniowania — 0,5 Gy. Co wigcej, analiza cytometryczna
fosforylacji histonu H2A.X, ktory jest markerem peknig¢ dwuniciowych DNA, potwierdza,
ze zwickszona wrazliwo$¢ komorek na dziatanie promieniowania jonizujacego, przynajmnie;j
czgsciowo, zwigzana jest z generowaniem tego typu uszkodzen. ISdU powoduje réwniez
zwigkszenie liczby komorek wczesno-apoptycznych, co stanowi kolejne potwierdzenie jej

wiasciwosci radiosensybilizujacych.

W  przypadku drugiego analogu, BrSdU, nie zaobserwowano roznic
w populacji komorek pozytywnych wzgledem yH2A.X, czy tez wczesno-apoptycznych
pomigdzy komorkami traktowanymi badanym zwigzkiem a kontrola. Za rodznice
w zachowaniu ISdU i1 BrSdU wydaje si¢ odpowiada¢ wysokos$¢ bariery aktywacyjnej
w procesie DEA, ktora wynosi 12,6 i 26 kJ - mol™ (na poziomie B3LYP(PCM)/DGDZVP++),
odpowiednio dla BrSdU i ISdU. Znaczaco wigksza bariera w przypadku BrSdU
prawdopodobnie wydtuza czas zycia anionorodnika BrSdU™ na tyle, ze ulega on reakcjom
protonowania, uniemozliwiajagcym proces dysocjacji, co pozbawia BrSdU wiasciwosci

sensybilizujacych.

Rowniez w przypadku radiolizy stacjonarnej wodnego roztworu kolejnej pochodnej,
5-(N-trifluorometylokarboksy)-aminouracylu  (CFsCONHU), obserwowano degradacje
prowadzaca do powstania produktu DEA. Przeprowadzony test klonogeniczno$ci wskazuje na
obnizenie przezywalnosci komoérek PC3 traktowanych CF3CONHU i promieniowaniem

jonizujacym, co potwierdza potencjat radiosensybilizujgcy badanego zwigzku.



Ostatnia pochodna, O-amidosiarczan 5-hydroksyuracylu (SU), charakteryzuje sig
korzystnym profilem DEA, obliczconym metoda MO06-2X/6-31++G(d,p). Proces
dysocjacyjnego przylaczenia elektronu w fazie gazowej przebiega w sposdb skomplikowany
i zalezny od energii niskoenergetycznych elektronow, prowadzac do wielu produktow
zwigzanych z degradacja zardwno podstawnika, jak i pierScienia uracylu. Jednak radioliza
stacjonarna roztworu wodnego SU wskazuje, iz zwigzek jest odporny na dziatanie
hydratowanych elektronéw. Ani zmiana pH, ani stosowanie wyzszej dawki promieniowania
nie zmieniaja wynikéw eksperymentu radiolitycznego. Przyczyna rozbieznosci miedzy
wynikami eksperymentu a obliczonym profilem DEA okazata si¢ niedoktadno$¢ stosowanego
modelu DFT — w szczegdlnosSci btad opisu dysocjacji wigzania S—O. SU jest zatem
przyktadem zwigzku, ktory sugeruje koniecznos¢ stosowania rowniez doktadniejszych metod
teoretycznych, takich jak modele ekstrapolacyjne (np. G2), przy weryfikacji wlasciwosci

radiosensybilizujacych nukleozydow.

Przedstawione badania pozwolily na wskazanie dwodch analogow, ISdU
i CF3CONHU, jako potencjalnych uczulaczy. W przypadku pierwszego zwiazku wyniki sg na
tyle obiecujace, ze zastosowanie go jako radiosensybilizatora zostato objete zgloszeniem
patentowym. Otrzymane rezultaty prowadza réwniez do wyjasnienia kilku szczegotow
mechanistycznych procesu DEA, a takze udoskonalenia modelu teoretycznego stosownego
do weryfikacji radiosensybilizujacych wilasciwosci modyfikowanych nukleozydow. Dalsze
badania tej grupy pochodnych, rozszerzajace procedur¢ stosowana w niniejszej pracy
o weryfikacj¢: stabilno$ci hydrolitycznej proponowanych modyfikacji strukturalnych,
tatwosci ich fosforylacji enzymatycznej, akceptowalnosci odpowiednich trifosforandw przez
polimerazy DNA, a wreszcie wydajnosci procesu DEA powinny doprowadzi¢ do otrzymania

nukleozydu(ow), ktory zasadniczo poprawi skutecznos¢ radioterapii.



