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Streszczenie

Wspodliczesna onkologia, w szczegolnosci wykorzystujaca radio- czy fototerapig, stoi
przed ogromnym wyzwaniem — jak skutecznie i selektywnie eliminowa¢ komorki
nowotworowe, minimalizujac jednoczesnie uszkodzenia zdrowych tkanek. W odpowiedzi
na te wyzwania dynamicznie rozwija si¢ terapia fotodynamiczna (PDT), ktora taczy Swiatto,
fotosensybilizator oraz obecny w tkankach tlen, by wywota¢ reakcje prowadzace do Smierci
komoérek nowotworowych. Cho¢ koncepcja ta wydaje si¢ obiecujaca, jej skutecznos¢
ogranicza hipoksja — niedotlenienie charakterystyczne dla mikrosrodowiska guzow litych.
W tym kontek$cie poszukiwanie nowych, bardziej efektywnych fotosensybilizatorow,
zdolnych do dziatania rowniez w warunkach ograniczonego dostepu tlenu, staje si¢ jednym

z kluczowych kierunkow badan.

Niniejsza praca koncentruje si¢ na dwoch syntetycznych analogach urydyny: 5-bromo-4-
tio-2'-deoksyurydynie (BrSdU) oraz 5-jodo-4-tio-2'-deoksyurydynie (ISdU). Zwiazki te,
dzieki obecnosci atomu siarki 1 halogenu, wykazuja unikalne wtasciwosci fotochemiczne,
umozliwiajace ich selektywne wzbudzanie §wiattem UVA — promieniowaniem o wigkszej
zdolnosci penetracji tkanek 1 mniejszej cytotoksycznos$ci wobec zdrowych komoérek niz
fotony z zakresu UVB/UVC. Celem pracy byto zbadanie mechanizmu fotosensybilizujacego
dziatania BrSdU i1 ISdU w roztworach modyfikowanych nukleozydow (MN), punktowo

znakowanego DNA oraz w komorkach eukariotycznych.

W pierwszym etapie badan przeprowadzono fotoliz¢ stacjonarng BrSdU 1 ISdU
w roztworach buforowanych, identyfikujac szereg produktow reakcji, w tym dimerowe
struktury disiarczkowe. Analizy HPLC, LC-MS, 'H NMR oraz obliczenia TD-DFT
pozwolity na precyzyjne okreslenie ich struktur i potwierdzity wysoka fotoreaktywnos¢
badanych zwigzkow. Czes¢ fotoproduktéw wykazywata rdéznice w stabilno$ci w zaleznos$ci

od zastosowanej dawki promieniowania UV A, ulegajac reakcjom wtornym.

Kolejna cze$¢ rozprawy zostata poswigcona ocenie fotochemicznych wlasciwosci BrSdU
w kontekscie struktury DNA. W tym celu wykorzystano syntetyczne modele dwuniciowych
oligonukleotydéw z punktowa modyfikacja BrSdU. W przeciwienstwie do klasycznych
halogenowanych nukleozydow jak 5-bromo-2'-deoksyurydyna (BrdU) i 5-jodo-2'-
deoksyurydyna (IdU), BrSdU nie inicjowala peknie¢ nici DNA poprzez mechanizm

dalekozasiegowego transferu elektronu. Zamiast tego obserwowano tworzenie stabilnych



fotoadduktow zawierajacych kowalencyjne wigzania migdzy zasadami azotowymi, co
sugeruje alternatywny mechanizm dziatania zwigzany z obecno$cia atomu siarki
w czasteczce MN. Wyniki te rzucaja nowe $wiatlo na fotochemi¢ pochodnych

halogenowanych 4-tiourydyny i ich potencjalne zastosowanie w terapii nowotworow.

W trzecim etapie oceniono dziatanie BrSdU i ISAU jako fotosensybilizatoréw wzgledem
ludzkich komoérek nowotworu prostaty. Zwiazki te nie wykazywaly cytotoksycznosci,
jednak w potaczeniu z promieniowaniem UV A prowadzity do istotnego spadku zywotnos$ci
komorek, szczegolnie w przypadku ISdU. Szczegétowych informacji dotyczacych
mechanizmu synergicznego dzialania badanych nukleozydéw i promieniowania UVA
dostarczyly wyniki testow cytometrycznych, w ktorych obserwowano: (1) zatrzymanie
cyklu komoérkowego w fazie G2/M, co jest typowa odpowiedzig na powazne uszkodzenia
DNA i mechanizmem ochronnym przed replikacja uszkodzonego materiatu genetycznego;
(2) indukcje wczesnej apoptozy, czyli programowanej $mierci komorki, co potwierdza
skuteczno$¢ dzialania PS w polagczeniu z UVA; (3) wzrost poziomu yH2A.X, markera
podwojnych peknie¢ nici DNA, wskazujagcy na powazne uszkodzenia genomu; (4)
zwigkszenie poziomu reaktywnych form tlenu, co sugeruje udzial mechanizmoéow

oksydacyjnych w cytotoksycznym dziataniu BrSdU/ISdU i promieniowania.

Podsumowujac, przeprowadzone badania jednoznacznie wskazuja, ze 5-bromo-4-tio-2'-
deoksyurydyna oraz 5-jodo-4-tio-2'-deoksyurydyna to zwiazki o wyjatkowych
wlasciwos$ciach fotochemicznych 1 fotobiologicznych, mogace znalez¢ zastosowanie jako
nowoczesne fotosensybilizatory w terapii fotodynamicznej nowotworow. Ich zdolnos¢ do
selektywnego dziatania pod wptywem promieniowania UV A, nawet w warunkach hipoksji,
czyni je szczegllnie atrakcyjnymi w kontekscie terapii fotodynamicznej guzow litych.
Wyniki te stanowig podstawe do dalszych badan, w tym poglebionych analiz mechanizmow
reakcji fotochemicznych w warunkach biologicznych oraz poréwnan z klasycznymi
fotosensybilizatorami. Szczegolnie interesujagcym kierunkiem wydaje si¢ zastosowanie
obliczen kwantowo-chemicznych do pordéwnania reaktywnosci stanow wzbudzonych
BrSdU i1 BrdU, co moze pomodc w zrozumieniu wplywu obecnosci atomu siarki
w czasteczkach MN na fotoreaktywno$¢ i selektywno$¢ dziatania zwigzkow. W diuzszej
perspektywie, opracowanie tego typu fotosensybilizator6w moze przyczyni¢ si¢ do
stworzenia bardziej precyzyjnych, skutecznych 1 bezpiecznych strategii leczenia

nowotworow z wykorzystaniem $wiatla.



Abstract

Modern oncology, particularly in the fields of radiotherapy and phototherapy, faces
a challenge: how to effectively and selectively eliminate cancer cells while minimizing
damage to healthy tissues. In response to these needs, photodynamic therapy (PDT) has
emerged as a rapidly advancing treatment modality. PDT combines light, a photosensitizer,
and molecular oxygen within tissues to initiate reactions leading to cancer cell death. Despite
its potential, the effectiveness of PDT is limited by hypoxia — a characteristic oxygen
deficiency in the microenvironment of solid tumors. Therefore, the development of novel,

more efficient photosensitizers working under hypoxia is timely and well justified.

This PhD thesis investigates two synthetic uridine analogs: S5-bromo-4-thio-2'-
deoxyuridine (BrSdU) and 5-iodo-4-thio-2'-deoxyuridine (ISAU). Due to the presence of
sulfur and halogen atoms, these compounds exhibit distinctive photochemical properties that
enable their selective activation by UVA light — radiation known for its deeper tissue
penetration and reduced cytotoxicity toward healthy cells. The aim of the study was to
elucidate the photosensitizing mechanism of BrSdU/ISdU using the models of increasing
complexity: isolated modified nucleosides, site-specifically modified DNA, and, finally,

living cells.

In the first stage of the study, stationary photolysis of BrSdU and ISdU was performed in
buffered solutions, leading to the identification of multiple photoreaction products, including
disulfide dimers. Comprehensive structural characterization was achieved through HPLC,
LC-MS, and 'H NMR analyses, supported by TD-DFT calculations, which together
confirmed the high photoreactivity of the studied compounds. Notably, the stability of
certain photoproducts varied with increasing UVA irradiation dose, indicating possible

secondary reactions.

The next part focused on investigating the photochemical properties of BrSdU when
incorporated into DNA. Synthetic double-stranded oligonucleotide models containing site-
specific BrSAU modifications were employed. Unlike classical halogenated nucleosides
such as BrdU and IdU, BrSdU did not induce DNA strand breaks via long-range
photoinduced electron transfer. Instead, stable photoadducts featuring covalent bonds
between nucleobases were observed, indicating an alternative reaction pathway likely

involving the sulfur atom. These results provide new insights into the unique photochemistry



of halogenated 4-thiouridine derivatives and highlight their potential for application in

cancer therapies.

As the final phase of the study, the photosensitizing effects of BrSdU and ISdU were
investigated at a cellular level using human prostate cancer cells. Both compounds were non-
cytotoxic on their own. However, when combined with UVA irradiation, they significantly
decreased cell viability, especially ISAU. Flow cytometry provided detailed insights into the
photosensitizers and UV A light synergistic mechanism of action, revealing: (1) cell cycle
arrest in the G2/M phase, a typical response to severe DNA damage that serves as a
protective mechanism by preventing the replication of compromised genetic material; (2)
induction of early apoptosis, confirming the effectiveness of PS combined with UVA; (3)
increased YH2A.X levels, a marker of DNA double-strand breaks and (4) elevated reactive
oxygen species (ROS), suggesting oxidative mechanisms in the cytotoxic effects of

BrSdU/ISdU and UVA action.

In conclusion, this research clearly demonstrates that BrSdU and ISdU exhibit
photochemical and photobiological properties, making them promising candidates as next-
generation photosensitizers in photodynamic cancer therapy. Their selective activation by
UVA light and effectiveness even under hypoxic conditions make them well-suited for the
treatment of solid tumors. These findings provide a strong foundation for further studies,
including detailed analyses of photoreaction mechanisms in biological environments and
comparative analyses with classical photosensitizers. An interesting direction involves
quantum-chemical calculations comparing the excited states of BrSdU and BrdU, which may
help elucidate the role of the sulfur atom in determining photoreactivity and selectivity.
Ultimately, the development of such compounds may contribute to more precise, effective,

and safer light-based cancer treatment strategies.
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Wykaz stosowanych skrotow

(6-4)PP — pirymidyna(6-4)pirymidynon

7-ADD — 7-aminoaktynomycyna D

8-0x0-dG — 8-oksy-2’-deoksyguanozyna

8-0x0G — 8-oksyguanina

ACN - acetonitryl

ALA — kwas 5-aminolewulinowy

BrdU — 5-bromo-2"-deoksyurydyna

BrSdU — 5-bromo-4-tio-2"-deoksyurydyna

BrU — 5-bromouracyl

CPD - dimery cyklobutanowe (z ang. cyclobutane pyrimidine dimers)
dA — 2’-deoksyadenozyna

dC —2’-deoksycytydyna

DCF - 2',7'-dichlorofluoresceina

DCF-DA — dioctan 2,7 -dichlorodihydrofluoresceiny

DCFH - 2',7'-dichlorodihydrofluoresceina

dG — 2’-deoksyguanozyna

DHPLC — denaturujgca wysokosprawna chromatografia cieczowa
dl — 2’-deoksyinosyna

diSU — 2,4-ditiouracyl

DMSO - dimetylosulfotlenek

DOX — doksorubicyna

DSB — dwuniciowe peknigcia DNA (z ang. double strand-breaks)
dsDNA — dwuniciowe DNA (z ang. double-strand DNA)

dT — 2’-deoksytymidyna
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EMA — Europejska Agencja Lekéw (z ang. European Medicines Agency)

ET — dalekozasiggowy transfer elektronow (z ang. long-range electron transfer)
FDA — Agencja Zywnosci i Lekow (z ang. US Food and Drug Administration)
FSC — wykres przedniego rozproszenia swiatla (z ang. forward scatter)

FU — 5-fluorouracyl

GSO» — guanino-6-sulfinian

GSOs3 — guanino-6-sulfonian

HFIP — heksafluoroizopropanol

HpD — pochodne hematporfiryn (z ang. hematoporphyrin derivatives)

HPLC — wysokosprawna chromatografia cieczowa

IARC — Migdzynarodowa Agencja Badan nad Rakiem (z ang. International Agency for
Research on Cancer)

IdU — 5-jodo-2"-deoksyurydyna

ILC — sieciowanie migdzyniciowe (z ang. interstrand cross-link)

ISC — przejécie miedzysystemowe (z ang. intersystem crossing)

ISdU — 5-jodo-4-tio-2"-deoksyurydyna

IU — 5-jodouracyl

LC-MS — ultrasprawna chromatografia cieczowa sprzezona ze spektrometrig mas
MAL — metylo-5-aminolewulinian

MDR - oporno$¢ wielolekowa (z ang. multi drug resistant)

MN — modyfikowane nukleozydy

MTT — (bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-ylo)-2,5-difenylotetrazoliowy

NER — naprawa przez wycigcie nukleotydu (z ang. nucleotide excision repair)
NN — prébka nienaswietlona

ODN - oligonukleotydy

PBS - sdl fizjologiczna buforowana fosforanem
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PCM — wodny modelu ciagly

PDT — terapia fotodynamiczna (z ang. photodynamic therapy)
PE — wydajnos$¢ wysiewu (z ang. plating efficiency)

PpIX — protoporfiryna IX

PS — fotosensybilizator

RFT — reaktywne formy tlenu

SdT — 4-tio-2"-deoksytymidyna

SdU — 4-tio- 2’'-deoksyurydyna

SF — frakcja komoérek przezywajacych dana dawke promieniowania (z ang. survival
fraction)

SSB — jednoniciowe peknigcie DNA (z ang. single strand-breaks)
SSC — rozproszenie boczne (z ang. side scatter)

ssDNA — pojedyncza ni¢ DNA (z ang. single-strand DNA)

SU — 4-tiouracyl

TD-DFT — teoria funkcjonatu gestosci zaleznego od czasu (z ang. time-dependent density
functional theory)

TEA — trietyloamina

TEAA — octan trietyloaminy

TIC — chromatogram pradu jonowego (z ang. total ion chromatogram)
UPLC — ultrasprawna chromatografia cieczowa

UV — promieniowanie ultrafioletowe

WHO — Swiatowa Organizacja Zdrowia (z ang. World Health Organization)
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Wprowadzenie

8.1 Terapia fotodynamiczna

Na catym §wiecie ro$nie zachorowalno$¢ na nowotwory, co nieuchronnie niesie za sobg
wzrost $miertelnosci. Wedtug najnowszych szacunkéw Miedzynarodowej Agencji Badan
nad Rakiem (International Agency for Research on Cancer, IARC) u jednej na pie¢ zyjacych
0s0b rozwinie si¢ w przysztosci nowotwor. W miedzynarodowym raporcie GLOBOCAN
2022, zawierajacym szacunkowe dane dotyczace zapadalnosci oraz umieralno$ci
spowodowanej 36 rodzajami raka w 185 krajach IARC podaje, ze w 2022 roku pojawito si¢
okoto 20 milionéw nowych przypadkéw zachorowan na nowotwory, a do 2050 roku ta
liczba moze wzrosnagé o 77%. Zaré6wno dziatania prewencyjne, czyli ograniczenie
kluczowych czynnikéw ryzyka powstawania raka m. in. palenia papierosow, otytosci czy
infekcji oraz badania przesiewowe, jak 1 rozwijanie metod leczenia nowotwordow, sa

kluczowe dla spowolnienia rozwoju tych choréb.!

Jednym z wielu sposobow walki z chorobami nowotworowymi jest — wykorzystujaca
$wiatto, terapia fotodynamiczna (photodynamic therapy, PDT).>** W odréznieniu od
fototerapii bazujacej na absorpcji $wiatla przez komorki i1 tkanki, PDT opiera si¢ na
wzbudzaniu promieniowaniem zwigzku wprowadzonego do komorek i nalezy do metod
foto-chemioterapeutycznych. Dziatanie terapii fotodynamicznej wymaga potaczenia trzech
komponentow: (1) zwigzku chemicznego uczulajacego komorki na promieniowanie,
zwanego fotosensybilizatorem (PS); (2) promieniowania (§wiatla) o dhlugosci fali

odpowiadajacej maksimum absorbcji PS oraz (3) rozpuszczonego w komérkach tlenu.?

Juz starozytne cywilizacje, takie jak egipska, chinska czy indyjska zauwazyty pozytywny
wplyw $wiatla w leczeniu wielu chordb i schorzen, a z czasem nauczyty si¢ wykorzystywac
je do m.in. maskowania objawow bielactwa.>® Duzo pdzniej, w XVII i XIX wieku we
Francji ekspozycja na $wiatlo leczono gruzlice, szkorbut czy reumatyzm.’ Jednak dopiero
XX wiek przyniost zrozumienie dziatania $wiatta w leczeniu chorob, co zaowocowato
przyznaniem Nagrody Nobla w 1903 roku lekarzowi Nielsowi Finsenowi za metodg leczenia
gruzlicy skory (lupiez rumieniowy) z zastosowaniem promieniowania UV.® Dodatkowo
Finsen jako pierwszy, wprowadzit do fototerapii lecznicze lukowe lampy weglowe
(Rysunek 1).>°1% Koncepcja $mierci komérkowej indukowanej synergicznym dzialaniem

Swiatta 1 zwigzkow chemicznych zostala zaproponowana na poczatku XX wieku. W 1900
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roku uczen profesora Hermana von
Tappeinera opisat $miertelny dla
pierwotniakow efekt potaczenia
$wiatta i akrydyny.!! Kilka lat
p6zniej Herman von Tappeiner
wraz z dermatologiem Albertem
Jesionkiem zastosowali eozyn¢ jako
fotouczulacz w leczeniu
nowotworow skory, a w 1907 roku

po raz pierwszy wprowadzili termin

,dzialanie fotodynamiczne” oraz

Rysunek 1. Zestaw aparatury zaprojektowany przez

pokazali, Zze tlen jest integralnym ) ) g
Finsena do leczenia tocznia.

komponentem fotosensybilizacji.!>!3

Niezaprzeczalnie najwigkszym osiagnigciem w rozwoju PDT bylo odkrycie
hematoporfiryny (nazwa nadana w 1871 roku) w 1841 roku przez Scherera, ktory
wyizolowat ten zwigzek z krwi. We wczesnych latach XX wieku wlasciwos$ci
fotosensybilizujace hematoporfiryny byly szeroko badane. Niemiecki lekarz Betz jako
pierwszy w 1912 roku badat fototoksyczne efekty dzialania hematoporfiryny, narazajac sie,
przy okazji tych badan, na dzialanie $wiatta i leku, co spowodowalo u niego obrzek
i hiperpigmentacje.> Kolejnymi waznym etapem rozwoju metody PDT bylo
zaobserwowanie akumulacji hematoporfiryny w tkankach nowotworowych oraz poézniejsze
stwierdzenie, ze stosowany preparat stanowi mieszaning pochodnych hematoporfiryn
(hematoporphyrin derivatives, HpD).>'* Nowozytng ere PDT rozpoczal Dougherty
w Buffalo, USA w latach siedemdziesiatych oczyszczajac HpD, a tym samym izolujac jej
dimer: Photofrin — pierwszy fotosensybilizator zatwierdzony przez Agencje Zywnosci
1 Lekow (US Food and Drug Administration, FDA) w 1995 roku, dla terapii
nowotworowych.” Od tego momentu PDT jest szeroko rozwijana, a jej kliniczne
zastosowania wykraczajg poza terapi¢ nowotwordow. Dzi§ Photoftrin jest uzywany na calym
$wiecie w leczeniu raka przetyku, oskrzeli i ptuc. Od odkrycia leku klinicznie zatwierdzono
uzywanie wielu nowych zwigzkoéw, takich jak: kwas 5-aminolewulinowy (ALA) 1 metyl-5-
aminolewulinian (MAL), odpowiednio Levulan 1 Metvix jako prekursory porfiryn;
Temoprofin (tez pod nazwa Foscan) — pochodna chloryny czy Redaporfin z grupy

bakteriochloryn.!%16
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Terapia fotodynamiczna jest obecnie stosowana jako alternatywna terapia wielu choréob
nowotworowych.!7"! Dziatanie PDT opiera si¢ na interakcji miedzy fotosensybilizatorem,
swiattem o okreslonej dtugosci fali oraz tlenem molekularnym, co sprzyja selektywnemu
niszczeniu chorej tkanki.?° Leczenie PDT rozpoczyna si¢ od podania fotosensybilizatora —
miejscowo lub systemowo, ktéry selektywnie gromadzi si¢ w docelowej tkance. Po uptywie
odpowiedniego czasu PS zostaje aktywowany poprzez naswietlenie wybranego obszaru
ciala §wiattem o odpowiednej dtugosci. Wybodr dhugosci fali jest $cisle uzalezniony od
widma absorpcyjnego danego PS. W PDT dtugosci te mieszczg si¢ najczgscie] w zakresie
od 600 do 850 nm. Po zaabsorbowaniu fotonu PS przechodzi do elektronowych stanow
wzbudzonych. Do stanu podstawowego, So, fotosensybilizator moze powroci¢ poprzez
emisj¢ Swiatla w zjawisku fluorescencji, bezpromienistej dezaktywacji czy w wyniku
przejscia migdzysystemowego (intersystem crossing, ISC) do stanu trypletowego, Ti, po
ktérym nastgpuje emisja fotonu w zjawisku fosforescencji lub bezpromieniscie poprzez ISC
do stanu So i konwersja wewnetrzna. W dlugo zyjacym stanie trypletowym PS moze
reagowa¢ z biomolekutami lub z tlenem czasteczkowym obecnym w komorce, w obu
przypadkach prowadzac do powstania genotoksycznych reaktywnych form tlenu
(RFT).>*!116 Skutkiem dzialania PDT jest utlenianie szerokiego spektrum sktadnikow
komoérkowych, w tym kwasow nukleinowych, lipidéw czy biatek, co wywotuje powazne

zmiany w szlakach sygnalizacyjnych lub w regulacji ekspresji genéw (Rysunek 2).21:*

O 0 0 0O

akumulacja PS miejscowe zniszczenie
podanie PS  dystrybucja PS w tkance naswietlenie tkanki
nowotworowej iaktywacja PS nowotworowej

Rysunek 2. Schematyczne przedstawienie dziatania terapii fotodynamicznej.

Terapia fotodynamiczna dziata jako bardziej efektywne, zlokalizowane, mniej inwazyjne,
kontrolowalne 1 skuteczne podejscie terapeutyczne w pordwnaniu z wieloma innymi

metodami. Ostatnio PDT coraz czg$ciej stosuje si¢ w potaczeniu z tradycyjnymi lub
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nietradycyjnymi procedurami terapeutycznymi, ktdre wykazuja synergi¢ 1 przynosza
obiecujace rezultaty, czynigc leczenie bardziej skutecznym i obarczonym mniejsza liczba
skutkow ubocznych.? PDT moze by¢ stosowana w polaczeniu z chemioterapia, co prowadzi
do zmniejszenia dawki wymaganego chemoterapeutyku, tym samym obnizajac jego
toksyczno$¢. Kombinacja ta moze rowniez pomoc w zwalczaniu opornosci wielolekowe;j
(multi drug resistant, MDR) komorek nowotworowych. Photofrin w potaczeniu z cisplatyna
wykazat synergiczny efekt w leczeniu niedrobnokomoérkowego raka ptuca. Zastosowanie tej
terapii przyczynito si¢ do znacznej redukcji guza oraz zwigkszenia przezywalnosci
pacjentéw.>* W leczeniu tego typu nowotworu testowano tez potaczenie PDT z chirurgia.
U pacjentow, ktorzy byli poddawani PDT po operacji, wykazano mniejsze ryzyko nawrotu
nowotworu 1 dtuzsze okresy przezycia bez progresji raka w poréwnaniu do osob tylko
operowanych. Tutaj réwniez wykorzystano Photofrin.?* Wreszcie, nawet terapie celowane
na geny zwigzane z opornos$cig na leki — siRNA, sg kojarzone z terapia fotodynamiczng.
Pierwsza faza badan klinicznych u pacjentéw z rakiem trzustki wykorzystujaca Temoporfin
1 siRNA ukierunkowany na gen KRAS (gen kodujacy biatko, ktoérego mutacje czesto
odpowiadaja za niekontrolowany wzrost komodrek nowotworowych), wykazata zmniejszenie
guza i zahamowanie wzrostu nowotworu.> Skojarzenie terapii fotodynamicznej z innymi
terapiami przeciwnowotworowymi juz zaowocowalo wieloma sukcesami. Zmniejszanie
rozmiaru  guzow oraz hamowanie ich wzrostu, obnizenie dawek lekow
1 fotosensybilizatoréw, a co za tym idzie — zmniejszenie toksycznosci oraz skutkéw
ubocznych terapeutykow czy przezwyci¢zanie opornosci nowotworéw na terapie to tylko

kilka nieocenionych zalet dyskutowanego potaczenia réznych metod leczniczych.>**

Obecnie terapia fotodynamiczna znajduje zastosowanie gléwnie w leczeniu
onkologicznym, co jednak nie przeszkadzalo pionierom tej metody wykorzystywac ja
w leczeniu innych choréb (Tabela 1). Kilka przyktadéw zastosowania PDT w chorobach
nienowotworowych to: (1) choroby skory: PDT moze by¢ wykorzystywana w terapii chorob
skory, takich jak jej tojotokowe zapalenie, tradzik rozowaty czy tuszczyca. Kwas
5-aminolewulinowy lub metyl-5-aminolewulinian aplikowane na skore, a nastepnie
aktywowane $wiattem, co prowadzi do zredukowania stanu zapalnego i poprawy stanu
skory;2° (2) choroby oczu: PDT w leczeniu chordb oczu, takich jak zwyrodnienie plamki
zotte] lub $Srodmigzszowe zapalenie rogdéwki skutecznie redukuje lub hamuje postep
schorzenia;?’ (3) choroby bakteryjne: terapia fotodynamiczna wspomaga leczenie infekcji

bakteryjnych, zwlaszcza tych opornych na antybiotyki. Przyktadami takich infekcji sa
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zakazenia skorne, uktadu moczowego czy jamy ustnej;?® (4) kardiologia: PDT jest
wykorzystywana w leczeniu choréb naczyn wiencowych i innych schorzen sercowo-
naczyniowych, a szczegodlne zastosowanie fotosensybilizatoréw ma miejsce w redukcji

stresu oksydacyjnego i leczeniu zapalenia migénia sercowego po zawale.>*°

Tabela 1. Liczba trwajgcych badan klinicznych z wykorzystaniem terapii fotodynamicznej

w réznych stanach chorobowych (z clinicaltrials.gov).’’

Stan chorobowy Liczba badan
Nowotwory 345
choroby dermatologiczne 189
choroby ust 115
choroby oczu 100
choroby kardiologiczne 19

8.1.1 Grupy fotosensybilizatorow, ograniczenia PDT oraz cechy idealnego

fotouczulacza

Wraz z rozwojem badan naukowych nad fotouczulaczami oraz badan klinicznych
z zastosowaniem terapii fotodynamicznej pojawila si¢ cata gama fotosensybilizatoréw. PS
stosowne w terapii przeciwnowotworowe] zostaty podzielone na kilka grup. Naturalnie
wystepujace porfiryny i ich pochodne stanowia pierwsza generacj¢ fotouczulaczy, do
ktorych naleza pochodne hematoporfiryny oraz Photorfin II, czyli oczyszczona forma HpD
(Rysunek 3).% Oprocz wezeséniej wspomnianych zastosowan, leki te uzywano w leczeniu
raka jelita grubego, moézgu czy piersi. Pierwsza generacja PS charakteryzuje si¢ wieloma
ograniczeniami zwigzanymi z rozbudowang strukturg chemiczng oparta o czasteczke

tetrapirolu, hydrofobowym charakterem oraz cytotoksycznoscig.>-*

Znaczacy przetom w rozwoju PDT mial miejsce wraz z wprowadzeniem drugiej generacji
fotosensybilizatorow. Nowe zwigzki z grupy ftalocyjanin oraz chloryn wykazuja
zwigkszong selektywno$¢ wobec zmienionych nowotworowo komoérek oraz absorbcje
swiatta o dtuzszych falach, co skutkuje glebsza penetracjg tkanek. Najbardziej znanym
lekiem z tej grupy jest kwas S-aminolewulinowy (Rysunek 3) bedacy prekursorem
protoporfiryny IX (PpIX) — silnego fotouczulacza.’® Duzg zaleta PpIX jest stosunkowo
krotki czas eliminacji, w poréwnaniu z innymi PS, poniewaz jest ona roéwniez substratem
w syntezie hemu w komorkach.* Kolejng cecha leku jest jego wydajniejsza akumulacja

w komorkach nowotworowych, w porownaniu ze zdrowymi. Zmieniony metabolizm tych
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pierwszych skutkuje mato efektywna produkcja hemu, przez co PpIX jest wydajnie
akumulowana, podczas gdy zdrowe komorki ja metabolizuja.*® Inne PS drugiej generacji
stosowane w praktyce to m. in. Temoprofin/Foscan (meta-tetrahydroksyfenylochloryna)
z grupy chloryn, Motexafin Lutetium z aromatyczng metaloporfiryng w strukturze czy

Verteporfin pochodzacy z grupy benzoporfiryn (Rysunek 3).3

Ostatnie prace nad projektowaniem nowych fotosensybilizatorow doprowadzity do
powstania trzeciej generacji tych zwigzkéw. Substancje oparte na juz znanych strukturach
porfiryn, chloryn czy ftalocyjanin sg faczone z biatkami, aminokwasami, przeciwciatami czy
weglowodanami w celu poprawy ich celowanego dzialania. Wprowadzono tez
zaawansowane systemy dostarczania leku, czesto z zastosowaniem nanoczastek.’’
Fotouczulacze trzeciej generacji sa wcigz udoskonalane, co sprawia, ze ta grupa zwigzkow
dynamicznie si¢ rozwija. Dazenie do zwigkszenia st¢zenia leku w zmienionych komorkach
czy zmnigjszenia ogélnoustrojowej toksycznosci jest motorem cigglego rozwoju tej klasy

fotosensybilizatorow. ¢
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Rysunek 3. Wzory strukturalne wybranych fotosensybilizatorow naleZgcych do pierwszej

oraz drugiej generacyji.
Mimo wielu zalet, terapia fotodynamiczna jest obarczona kilkoma ograniczeniami, takimi
jak:
e wcigz niewielka liczba dostgpnych komercyjnie lekow fotouczulajacych,
e ograniczona penetracja §wiatta —najczesciej stosowane dlugosci fali promieniowania

docieraja do tkanek potozonych w odleglosci 10 mm w glab eksponowanej

powierzchni,

o zalezno$¢ skuteczno$ci terapii od 1ilosci tlenu czasteczkowego obecnego
w komorkach. Warto zauwazy¢, ze guzy lite, stanowigce ok. 80% wszystkich
nowotworow, charakteryzuja si¢ hipoksja, czyli niedotlenieniem, co znacznie

ogranicza efektywnos¢ PDT,?8
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e konieczno$¢ unikania $wiatta w okresie akumulacji PS — w zaleznosci od
wiasciwosci farmakokinetycznych oraz farmakodynamicznych uczulacza czas ten
moze si¢ roznié, jednak przedwczesna ekspozycja na $swiatlo moze aktywowac lek

nieskumulowany w zmienionej tkance,
e utrzymujaca si¢ skorna nadwrazliwo$¢ na swiatto,

e skomplikowany proces doboru dawki PS i1 parametrow naswietlania, ktore musza

by¢ dostosowane do wielko$ci guza, jego lokalizacji oraz natlenienia tkanek,

e skutki uboczne terapii, takie jak bol podczas leczenia, ktory doswiadcza okoto 60%
pacjentow (najczesciej spowodowany dyfuzja PS lub tlenu singletowego do
sasiadujacych komorek, np. neurondéw), rumien oraz obrzek w naswietlanym
miejscu, pokrzywka, alergiczne zapalenie skéry, immunosupresja i karcynogeneza

skory.*

Ograniczenia oraz skutki uboczne terapii fotodynamicznej motywuja badaczy do
ciggtego ulepszania i poszukiwania nowych fotosensybilizatorow. Majac na uwadze wady

PDT mozliwe jest sporzadzenie listy cech ,,idealnego” fotosensybilizatora:
e brak wewnetrznej toksyczno$ci/mutagennosci,
e selektywna akumulacja w tkance nowotworowe;j,

e brak aktywacji PS przez $wiatlo otoczenia (dzienne) — fotosensybilizator

powinien by¢ aktywowany tylko przez konkretng dtugos¢ fali,

e odpowiednia trwatos¢ PS w tkankach, umozliwiajaca wielokrotne naswietlanie

bez niepozadanej wysokiej trwatosci leku w organizmie,

e brak wczesnych i poznych efektow ubocznych, zaréwno ogdélnoustrojowych jak

1 majacych wplyw na struktury lokalne,

e latwo$é podawania leku.*!*?

22



8.1.2 Mechanizmy dziatania terapii fotodynamicznej

Skuteczno$¢ terapii fotodynamicznej wynika z synergicznego dziatania trzech
czynnikow: fotosensybilizatora, $wiatta o okre§lonej dlugosci fali oraz tlenu.
Fotosensybilizator absorbuje promieniowanie odpowiadajace jego maksimum absorbcji.?
Absorpcja fotonu wywotuje przejscie elektronowe czasteczki fotosensybilizatora ze stanu
podstawowego (So) do stanu wzbudzonego elektronowo (S1). Czasteczka w krétko zyjacym
stanie S; moze traci¢ nadmiar energii poprzez emisj¢ fotonu w procesie fluorescencji lub jej
przekazanie w postaci ciepta na drodze konwersji wewnetrznej. Jednoczesnie PS we
wzbudzonym stanie singletowym poprzez przej$cie migdzysystemowe moze osiggna¢ dtugo
zyjacy stan trypletowy (T1) o nizszej niz S; energii.**** Stan trypletowy moze emitowaé
foton fosforescencji (przej$cie wzbronione ze wzgledu na spin, o niskiej wydajnosci) lub
poprzez przeniesienie energii przekazaé energic wzbudzenia na inne indywidua obecne

w $rodowisku reakcji (Rysunek 4).%

Najbardziej znane sa dwa mechanizmy dziatania PDT, w ktorych fotosensybilizator
oddziatuje bezposrednio z biomolekutami (mechanizm typu I) lub z tlenem czasteczkowym
(mechanizm typu II).* Reakcje typu I obejmujg przeniesienie elektronu lub atomu wodoru
na biomolekuly (np. w btonie komorkowej) generujac anionorodniki lub rodniki oboj¢tne.
Reakcje nastgpcze anionorodnika z tlenem czasteczkowym prowadza do powstania
reaktywnych form tlenu, w tym anionorodnika ponadtlenkowego (O:™), ktory sam nie
powoduje znacznych uszkodzen oksydacyjnych, ale ulega reakcji dysmutacji z utworzeniem
nadtlenku wodoru (H202). W obecnosci jondow metali przejSciowych czy reakcji
z anionorodnikiem ponadtlenkowym, nadtlenek wodoru staje si¢ Zrodlem rodnika
hydroksylowego (OH") — znanego czynnika cytotoksycznego. Rodnik hydroksylowy moze
oddziatywa¢ z tlenem czy tlenkiem azotu tworzac odpowiednio tlen singletowy ('O2) lub
nadtlenoazotyny. Wysoce reaktywny rodnik hydroksylowy moze tez oddzialywac
z substratami organicznymi, np. kwasami ttuszczowymi generujac biodegradacyjne rekcje
fancuchowe. Z kolei fotosensybilizatory dzialajace wg mechanizmu typu II przenosza
nadmiar energii na tlen czasteczkowy z utworzeniem tlenu singletowego (anihilacja tryplet-
tryplet). W terapii fotodynamicznej przyjmuje si¢, ze to wtasnie ten mechanizm odpowiada

za wickszo$¢ powstajacych RFT. 239154346
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Rysunek 4. Mechanizmy typu I oraz Il dziatania fotosensybilizatorow pokazane na
diagramie Jablonskiego. So — stan podstawowy; S; — pierwszy stan singletowy;
T1 — pierwszy stan trypletowy, PS — fotosensybilizator w stanie podstawowym,; PS* —

fotosensybilizator w stanie wzbudzonym.

Tlen singletowy, inne reaktywne formy tlenu oraz rodniki oddziatuja z substratami
biologicznymi takimi jak lipidy, biatka czy DNA. W DNA moga ulega¢ uszkodzeniom
oksydacyjnym zaréwno zasady azotowe, jak 1 reszty cukrowe — m.in. poprzez tworzenie
krzyzowych wigzah DNA z bialkami lub utlenianie wigzan w obrebie szkieletu cukrowego.
Mimo wystepujacych w komdrkach mechanizméw naprawczych DNA, nadmierna ilo$¢
uszkodzen prowadzi do powstawania mutacji lub $mierci komoérkowej.***” Sposrod czterech
zasad obecnych w kwasach nukleinowych guanina jest najbardziej podatna na utlenianie
przez '0,. 8-Oksyguanina (8-oxoG) oraz 8-oksy-2’-deoksyguanozyna (8-oxo-dG) to
najczestsze produkty oksydacji tej zasady, czgsto wykorzystywane jako biomarkery stresu

oksydacyjnego.*

Reaktywne formy tlenu powstajace w wyniku reakcji typu I 1 II s3 odpowiedzialne za
$mier¢ komorek 1 terapeutyczne dziatanie PDT. Reakcja fotochemiczna moze przebiegac
wedtug obu mechanizmoéw jednoczesnie, a ich proporcje sa uzaleznione od m. in. typu PS
i jego cech, dostepnosci substratu oraz warunkéw $rodowiskowych.** W  terapii
fotodynamicznej to mechanizm typu II uznaje si¢ za dominujacy, a tlen singletowy za
gtowny czynnik cytotoksyczny. Dlatego wydajnos¢ kwantowa tworzenia tlenu singletowego

jest jednym z wazniejszych parametréw fotouczulaczy i zalezy od wydajnosci kwantowe;j
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oraz czasu zycia ich wzbudzonego stanu trypletowego.>! Z powodu krotkiego czasu zycia
RFT oraz ich wysokiej reaktywnosci, jedynie komorki znajdujace si¢ w bezposrednim
sasiedztwie PS, sg podatne na dziatanie terapii. Czynniki takie jak rodzaj fotouczulacza, jego
lokalizacja wewnatrz- 1 zewnatrzkomorkowa, catkowita dawka $wiatta, dostepnos¢ tlenu
i czas od podania leku do ekspozycji na §wiatto warunkuja zakres uszkodzen i $mieré

komorkowa w terapii fotodynamicznej.*>43-52

W literaturze wspomina si¢ tez o innym mechanizmie dziatania PDT, znanym jako typ
III. W przeciwienstwie do poprzednich typoéw, dziatanie PS w mechanizmie III nie jest
zalezne od obecnosci tlenu w komoérce, a od bezposredniego oddzialywania wzbudzonego
PS z okre$lonymi biomolekutami.**-** Takie dziatanie PS ma przewage nad mechanizmami
typu I 111, gdyz omija ,,waskie gardto” terapii zwigzane z dostgpnoscia tlenu w komodrkach
nowotworowych, charakteryzujacych sie hipoksja.>® Przykladem takiego fotouczulacza jest
NBEX (X = S, Se, Te) nalezacy do klasy barwnikéw N-heterocyklicznych. Posiada on
zdolno$¢ do selektywnego wigzania RNA w srodowisku komérkowym bez zaangazowania
innych komponentéw. Badania in vivo potwierdzily akumulacje¢ fotouczulacza w tkance
guza oraz jego wigzanie z RNA, co ostatecznie prowadzilo do zniszczenia komoérek

nowotworowych w warunkach niedotlenienia.>*

8.1.3 Fotosensybilizatory = wykorzystywane w  onkologii ze szczegdlnym

uwzglednieniem leczenia raka prostaty

Obecnie terapia fotodynamiczna (PDT) nie jest stosowana jako leczenie konwencjonalne,
takie jak chirurgia, radioterapia czy chemioterapia. Wykorzystuje si¢ ja natomiast jako
metode uzupelniajgcg, alternatywna lub specyficzng — w wybranych przypadkach
klinicznych badZ w leczeniu paliatywnym.’® Jednak w badaniach klinicznych PDT jest
szeroko wykorzystywana — indywidualnie badz w polaczeniu z innymi terapiami.
Najczestsze wykorzystywanie terapii fotodynamiczne] mozna zauwazy¢ w leczeniu
nowotworow skory, z uwagi na ich dostepnos¢. Photofrin oraz ALA 1 jego pochodne zostaly
szeroko zbadane w leczeniu ptytkich i powierzchownych nowotworéw skory, jak rak
podstawnokomorkowy czy rogowacenie stoneczne. Rezultaty stosowania PDT sa
porownywalne lub lepsze od konwencjonalnego leczenia, np. 5-fluorouracylem (FU).”’
Dodatkowym atutem stosowania PDT jest mniejsza inwazyjnos$¢ terapii w poréwnaniu z np.
chirurgicznym leczeniem, szczegdlnie na widocznych obszarach ciata takich jak szyja, twarz

czy dekolt.’® PDT znajduje tez zastosowanie w leczeniu wczesnych stadiow raka przewodu
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pokarmowego oraz stanéw przedrakowych, jak przetyk Barretta, najczesciej z uzyciem
Photofrin.>* Skuteczne zastosowanie kliniczne terapii z zastosowaniem fotouczulaczy
odnotowano przy leczeniu nowotworow glowy i szyi. Wczesne stadia nowotworéw jamy
ustnej, gardia i krtani sg skutecznie eliminowane lub hamowane z zachowaniem mowy czy
polykania. W badaniach z zastosowaniem PS drugiej generacji — ALA i Foscan, odnotowano
wysokie wskazniki odpowiedzi na leczenie, si¢gajace 85% w przypadku zmian wczesnych
oraz calkowita redukcje masy guza u 43% pacjentéw z zaawansowang chorobg.®® PDT
wykorzystuje si¢ tez w walce z nowotworami ptuc, pecherza moczowego, modzgu,

nieoperacyjnego nowotworu drog zétciowych i innych.*¢1-62

5 FAKTOW O NOWOTWORZE PROSTATY

dane swiatowe z 2022 roku

km (| & || W || @ =

60% zachorowan 5 przyczyna .
2 najczestszy
397 430 zgonow 1467854 nowych umeziczyzn po zgondéw K y .
przypadkéw - . rakumezczyzn
65 roku Zycia umezczyzn

Rysunek 5. Fakty dotyczgce nowotworu prostaty.”

Wedhug statystyk przeprowadzonych przez Swiatowa Organizacje Zdrowia (World
Health  Organization, WHO) sposrdd wszystkich nowotworow z wylaczeniem
nieczerniakowatego raka skory, to wilasnie nowotwodr prostaty jest drugim najczesciej
diagnozowanym u mezczyzn na calym $wiecie (Rysunek 5).°* Wybor odpowiedniego
leczenia zalezy od stopnia zaawansowania raka, charakterystyki guza czy wynikow
przeprowadzonych badan. Najczegstszymi metodami leczenia s3 chirurgia, czyli usunigcie
gruczohlu krokowego, radioterapia czy hormonoterapia. Metody te czgsto niosg za sobg wiele
skutkdw ubocznych, takich jak bezplodnos$¢, zaburzenia erekcji i nietrzymanie moczu
w przypadku prostatektomii czy przej$cie komorek nowotworowych w stadium niewrazliwe
na dziatania hormonéw — androgenéw.>%¢ Dla pacjentéw z nowotworem o lekkim stopniu
ztosliwosci lub we wezesnym stadium choroby, terapia fotodynamiczna staje si¢ metoda
leczenia pozwalajaca na wyeliminowanie raka przy minimalnym uszkodzeniu zdrowych
tkanek prostaty, co zmniejsza ryzyko dzialan niepozadanych. Padeliporfina
(WSTO09/Tookad), czyli bakteriofeoforbid (porfirynowy kompleks palladu), to leki
zatwierdzone przez Europejska Agencje Lekow (European Medicines Agency, EMA) do

leczenia niskiego ryzyka jednostronnego gruczolaka gruczotu krokowego przy stosowaniu
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naczyniowej terapii fotodynamicznej.®! Tookad absorbuje $wiatto w zakresie bliskiej
podczerwieni (763 nm), co pozwala na glgboka penetracje tkanek. Leczenie charakteryzuje
si¢ wysoka skutecznoscig przy minimalnym ryzyku powaznych powiktan. Badanie kliniczne
fazy III pokazato, ze terapia prowadzi do znacznego zmniejszenia progresji raka
w porownaniu do grupy kontrolnej (aktywny nadzor). Po 2 latach od zakonczenia leczenia
u 76% pacjentéw nie doszto do powrotu nowotworu, co potwierdza skutecznos$¢ leczenia
raka prostaty we wczesnym stadium.’®%” W 2022 roku niemieccy lekarze przeprowadzili
badanie podsumowujgce poczatkowe doswiadczenie z lekiem Tookad i1 porownali je
z stosowaniem prostatektomii radyklanej. Po 12 i 24 miesigcach od zakonczenia terapii PDT,
rak prostaty o lekkim i $rednim zaawansowaniu ulegt wznowie u 27% pacjentéow. Zaden
z pacjentdw leczonych chirurgicznie nie miat nawrotu. Poréwnanie skutkow ubocznych
pokazato, ze zachowanie funkcji erekcyjnej w przypadku pacjentow PDT wystapito w 71%
przypadkéw, a dla chirurgicznych tylko 31%. U ponad 90% pacjentéw po prostatektomii

wystepowato nietrzymanie moczu.%®

Pomimo, ze terapia fotodynamiczna w leczeniu zmian nowotworowych zostala opisana
juz na poczatku XX wieku, jej wprowadzenie do powszechnej praktyki postepuje
stosunkowo wolno. Czegsto ograniczeniem jest uzycie zaawansowanych technologii
naswietlania 1 skomplikowana dozymetria, wymagajaca zatrudnienia wysoko
wyspecjalizowanego personelu. Problemem jest tez brak wystarczajacej ilosci badan
klinicznych III fazy, ktore moglyby udowodni¢ wyzsza skuteczno§¢ PDT w poréwnaniu
z innymi metodami. Bardziej precyzyjna dozymetria, rozwoj technologii naswietlania oraz
ulepszone fotosensybilizatory otwieraja dla terapii fotodynamicznej droge do szerokiego

stosowania w onkologii.>®
8.2 Modyfikowane nukleozydy oraz zasady azotowe jako fotosensybilizatory

Modyfikowane nukleozydy (MN) wrazliwe na dysocjacyjne przytaczenie elektronu, to
grupa zwiazkdbw  bedacych radiosensybilizatorami  uwrazliwiajacymi  komorki
nowotworowe na dzialanie promieniowania jonizujacego, stosowanego w radioterapii.
Zwigzki te mogg wykazywaé rowniez whasciwoéci fotosensybilizujgce.®’® Niektore MN
dzigki swojemu podobienstwu do natywnych nukleozydow sg wecielane do nici DNA
podczas jego biosyntezy czy naprawy. Ponadto MN wykazuja selektywnos$¢ wzgledem
komoérek nowotworowych dzigki ich niekontrolowanym podzialom oraz szybkiemu

wzrostowi, co przektada si¢ na wyzszy stopien inkorporacji w poroOwnaniu z komoérkami
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zdrowymi. Aby znalez¢ zastosowanie w praktyce klinicznej zwiazki tego typu nie moga
wykazywa¢ toksycznosci, a uszkodzenia nici DNA musza powstawaé dopiero po
zastosowaniu promieniowania (Rysunek 6).”! Na szczegdlng uwage jako fotosensybilizatory
zasluguja tionukleozydy, ktére dzieki obecnosci atomu siarki absorbujg promieniowanie
z zakresu UVA — niskotoksyczne wzgledem natywnego DNA.”? Jedna z zasad
nukleinowych, ktorej fotosensybilizujace dziatanie potwierdzono na wielu liniach
komorkowych oraz w modelu zwierzegcym raka pecherza moczowego jest 4-tio-2’-

deoksytymidyna (SdT).”>-7
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Rysunek 6. Schemat obrazujqcy dzialanie modyfikowanych nukleozydow jako

fotosensybilizatorow.
8.2.1 Tiopochodne nukleozydow oraz zasad azotowych
4-tiotymindyna

4-Tio-2'-deoksytymidyna to analog nukleozydu tyminy rdznigcy si¢ od natywnego
odpowiednika podstawieniem siarki w miejscu tlenu przy weglu C4 (Rysunek 7). Siarkowa
pochodna tymidyny po raz pierwszy zostata zsyntezowana w 1959 roku, a jej trifosforan
9 lat pozniej.””’® Szereg pdzniejszych badan z uzyciem polimerazy DNA 1 potwierdzit
mozliwoéé wiaczania SAT do DNA.” W 1989 roku pokazano mozliwo$é syntezy
modyfikowanych oligonukleotydow metoda amidofosforynows, tym samym otwierajac
droge do badania DNA znakowanego pochodnymi zasad nukleinowych.®® Doniesienia z lat
90-tych wskazuja na fotochemiczne sieciowania DNA przez wcielong do biopolimeru SdT.#!

Reakcje fotosieciowania obserwowano juz wczesniej w natywnym DNA, ale przy

28



wzbudzaniu molekuty promieniowaniem UVC i UVB — z uwagi na maksima absorbcji
pirymidyn 1 puryn. Swoje specyficzne wlasciwosci fotochemiczne 4-tiotymidyna
zawdzigcza nieco odmiennej strukturze elektronowej. Wigzanie podwojne C=S jest
stabszym wigzaniem niz C=0 wystepujace w kanonicznej tymidynie. Ta roznica powoduje
mniejsza réznice energii mi¢dzy orbitalami molekularnymi biorgcymi udziat w przejéciu
elektronowym, co skutkuje zwiekszong dhugoécia fali wzbudzenia.®? Efektem jest
przesuni¢cie maksima absorpcji z 260 nm do 340 nm, czyli do zakresu UVA. Te mniej
energetyczne, dtuzsze fale sg bardzo stabo absorbowane przez natywne DNA i powodujg

stosunkowo niewielkie bezposérednie uszkodzenia biopolimeru.®?

Badania nad mozliwoscig zastosowania tiotymidyny w terapii fotodynamicznej
rozpoczeta grupa Karrana. Udowodniono, ze ST wciela si¢ do DNA ludzkich zdrowych
komorek (okoto 0,5% czasteczek tymidyny zostaje zastgpionych jej modyfikowanym
analogiem) i znaczaco uwrazliwia komorki na promieniowanie UVA.** Pézniejsze prace nad
identyfikacjag 1 zrozumieniem mechanizmu dziatania SdT pokazaty, Zze powstajace
fotoprodukty sg podobne do adduktéw tymidyny po naswietleniu promieniowaniem UVB.
Ponadto wykluczono wudziat tlenu singletowego oraz reaktywnych form tlenu
w mechanizmie dziatania pochodnej.” Fotosensybilizujace wlasciwosci tiotymidyny zostaly
tez zbadane w eksperymencie in vivo z wykorzystaniem szczuré6w z zaimplantowanymi
komoérkami raka pecherza moczowego. W badaniu potwierdzono brak toksycznosci
pochodnej oraz jej efektywniejsza inkorporacj¢ do chorych komodrek, w pordéwnaniu
z badanymi zdrowymi organami. Polaczenie dziatania SAT z promieniowaniem UVA
spowodowalo regresje guza.’® Zbadano tez stopieh penetracji miejscowo zastosowanej
tiotymidyny oraz jej dzialanie fotouczulajace na wycinkach ludzkiego nowotworu skory:
raka podstawnokomorkowego oraz kolczystokomdrkowego ex vivo, a takze na normlane;j
skorze. Wyniki pokazaly, ze wewnatrzogniskowe stezenie SdT oraz penetracja
promieniowania UVA s3 wystarczajace do aktywowania efektu PDT 1 indukcji $mierci
komorek. Ponadto pokazano, ze wycinki skory normalniej nie byly znaczaco dotknigte

leczeniem.®’

Porownujac liste wymagan dla idealnego fotosensybilizatora z wtasciwosciami SdT,
wyraznie wida¢ jak wazng role pochodna ta moze odgrywaé w terapii fotodynamiczne;.
Wiasciwosci 4-tiotymidyny istotne z punktu widzenia terapii PDT mozna opisaé

nastepujaco:
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e brak toksyczno$ci wzgledem komorek bez zastosowania promieniowania,

e mozliwo$¢ inkorporacji do DNA komorek podczas ich proliferacji czy naprawy —
szybszy podziat komorek nowotworowych skutkuje wiekszym poziomem

inkorporacji zwigzku, w poréwnaniu ze zdrowymi komoérkami,

e brak wcielania przez komorki nieproliferujace, jak neurony — pozwala uniknaé¢ bolu

pojawiajacego si¢ przy klasycznej PDT,

e fotowrazliwos$¢ na promieniowanie z zakresu UV A — nietoksycznego dla natywnego

DNA,

e niewielka czasteczka, nieposiadajaca tadunku, o dobrej rozpuszczalnosci w wodzie

1 tatwej przepuszczalnos$ci przez btony komorkowe,

e aktywacja czasteczki i dziatanie fotouwrazliwiajace nie wymagaja obecnosci tlenu,
co znacznie poprawia efektywnos¢ PDT z uwagi na niedotlenienie wigkszos$ci

rodzajow komorek nowotworowych.*!
6-tioguanina

6-Tioguanina (SG) jest obok azatiopryny oraz merkaptopuryny, silnym lekiem
przeciwnowotworowym, przeciwzapalnym oraz immunosupresyjnym (Rysunek 7).%¢ SG
w formie proleku jest, na drodze enzymatycznej, transformowana do nukleotydu
1 wbudowywana do czasteczki kwasu nukleinowego (substytucja okoto 0,2% kanonicznej
guaniny w DNA).}” Oprocz cytotoksycznego dziatania (metylacja in situ czy sieciowanie
mig¢dzyniciowe (interstrand cross-link, ICL w DNA) tioguanina absorbuje w zakresie UVA
(maksimum przy 340 nm) i moze by¢ aktywowana fotochemicznie. Te wlasciwosci
z perspektywy rutynowego zastosowania leku sa niepozadane — u pacjentdw po

transplantacji zwiekszajg ryzyko zachorowania na nowotwory skory ok. 100-krotnie.®

Mechanizm fototoksycznego dziatania SG jest wcigz dyskutowany. Badania wskazuja,
ze fotochemiczne dzialanie tioguaniny odbywa si¢ gtownie przez mechanizm typu II
fotosensybilizacji, czyli generowanie tlenu singletowego. 6-Tioguanina tatwiej ulega
utlenieniu niz kanoniczne zasady DNA, co sprawia, ze jest szczegoOlnie podatna na dziatanie
reaktywnych form tlenu. Juz w latach 60-tych zidentyfikowano gtowne produkty

naswietlania wodnego roztworu SG za pomocg UVA. Sg to guanino-6-sulfinian (GSO»)
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i guanino-6-sulfonian (GS03).%° Te produkty utleniania tioguaniny obserwuje sie tez
w badaniach nad fotosensybilizacja modelowych oligonukleotydow znakowanych SG czy
w badaniach in vitro. Inne potwierdzone uszkodzenia to pgknigcia nici DNA, wigzania
krzyzowe migdzy kwasem nukleinowym 1 biatkiem, utlenianie bialek czy sieciowanie
miedzyniciowe w obrebie DNA.’® Cala gama genotoksycznych uszkodzen powoduje

zatrzymanie replikacji i transkrypcji DNA oraz $mier¢ komoérki.”!?

4-tiouracyl oraz 4-tio-2"-deoksyurydyna

Kolejng szerzej zbadang zasada jest 4-tiouracyl (SU) oraz jego nukleozyd (Rysunek 7).
Od ponad 60 lat SU jest wykorzystywany w eksperymentach nad fotosieciowaniem RNA,
w celu badania struktur RNA oraz interakcji RNA-biatko.”** Obecnie 4-tiouracyl oraz
4-tio-2"-deoksyurydyna (SdU) sa wykorzystywane w metodzie PAR-CLIP umozliwiajace;j
badanie wigzania bialek z konkretnymi sekwencjami RNA w transkryptomie ludzkim.?®
Grupa Polluma wykazata, ze 24-ditiouracyl (diSU) przewyzsza az trzykrotnie
monosiakrowang pochodng pod wzgledem wydajnoéci sieciowania RNA przy 365 nm.”®
Pozwala to na zastosowanie nizszych dawek promieniowania oraz stezen fotouczulacza.
Zarowno SU jak i1 diSU zmniejszaja proliferacje komorek po zastosowaniu promieniowania
z zakresu UVA, co czyni z tych zwigzkéw aktywne fotosensybilizatory.®* Naswietlanie

mono oraz ditiouracylu prowadzi do generowania tlenu singletowego, co wskazuje na

dziatanie pochodnych zgodnie z mechanizmem typu I1.%
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R' = 2'-deoksyryboza
R? = 2"-ryboza lub H

Rysunek 7. Struktury tionukleozydow o wlasciwosciach fotosensybilizujgcych.
8.2.2 Halogenowane pochodne 2'-deoksyurydyny

Halogenowane pirymidyny takie jak 5-bromo-2’-deoksyurydyna (BrdU) lub 5-jodo-2"-
deoksyurydyna (IdU) dobrze znane jako radiosensybilizatory to tez fotoreaktywne analogi
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uracylu. Wtasciwosci fotouczulajace pochodnych zbadano na poziomie chemicznym oraz
biologicznym.?® %! Inkorporacja BrdU do komorkowego DNA moze zachodzi¢ na poziomie
od 10 do nawet 30%, w zaleznosci od rodzaju komorek oraz warunkow wecielania,
a modyfikowane DNA zachowuje swoje biologiczne wlasciwosci.'”? Halogenowane
pochodne zwigkszaja podatnos¢ komorek na fotochemiczne pekanie DNA — jednoniciowe
(single strand-break, SSB) lub dwuniciowe (double strand-break, DSB), a sama
modyfikacja wprowadza do biomolekuty miejsca alkalicznie labilne, podatne na
degradacje.”® Halogenowane pochodne, w odréznieniu od tiopochodnych nukleozydow
wykazuja absorbancje w obrgbie 280 nm, przez co ich aktywacja fotochemiczna zachodzi

przy zastosowaniu promieniowania UVB — toksycznego réwniez dla natywnego DNA.

Badania powstajacych uszkodzen pozwalajg zglebi¢ sposob dziatania halogenowych
fotosensybilizatorow. Pekanie nici DNA jest wywotywane fotoindukowanym
dalekozasiegowym transferem elektronu (long-range electron transfer, ET), wzdhiz
podwojnej helisy DNA. Utworzenie rodnikoanionu halogenouracylu skutkuje uwolnieniem
anionu halogenkowego i rodnika urydylowego.!®® Kolejne oderwanie atomu wodoru od
sasiedniej reszty cukrowej prowadzi do powstania 2’-deoksyrybolaktonu czy erytrozy —
markerow  fotouszkodzen DNA.'" Badania na modelach modyfikowanych
oligonukleotydow pozwolily zaobserwowaé tworzenie wewnatrz 1 migdzyniciowych
sieciowan DNA, powstajacych przez atak rodnika urydylowego na sasiednig zasade
z utworzeniem kowalencyjnego dimeru zasad.'®> Czynniki, takie jak tlen oraz sekwencja
oligonukleotydow odgrywaja kluczowa role w fotochemicznym dziataniu tych

fotouczulaczy. 71:1%

Fotoreaktywno$¢ BrdU jak i IdU w nici DNA jest zwigzana z powstawaniem
fotochemicznie indukowanego rodnika urydylowego w pozycji C5, ktéry moze odrywac
atom wodoru znajdujacy sie w reszcie cukrowej sasiedniego od strony 5" nukleozydu w tej
samej nici DNA. Tworzenie wspomnianego rodnika odbywa si¢ na drodze homolitycznej
lub/i heterolitycznej (Rysunek 8).1° Do heterolitycznej dysocjacji wigzania C5-X potrzebny
jest elektron pochodzacy z dalekozasiggowego transferu elektronu z guaniny, ktérego
efektywnos¢ silnie zalezy od sekwencji DNA. Ten rodzaj fotolizy obserwuje si¢ dla BrdU,
ktora petni rolg akceptora elektronu. W przypadku IdU pod wplywem wzbudzenia zachodzi
tez bezposrednia homolityczna dysocjacja wigzania jod-wegiel, dlatego nawet dla sekwencji

niepodatnej na transfer elektronu, nadal obserwuje sie tworzenie rodnika urydylowego.'%
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Rysunek 8. Mechanizm tworzenia rodnikow urydylowych w DNA znakowanym 5-halogeno-
2’-deoksyurydynq. Heteroliza wigzania zachodzi dla bromopochodnych oraz
jodopochodnych, natomiast homoliza jest charakterystyczna dla jodopochodnych.

8.2.3 Halogeno-tionukleozydy — fotochemiczne wtasciwosci

Halogenopochodne 2’-deoksyurydyny wzmacniajg toksyczny dla DNA wplyw
promieniowania UVB i UVC. Wprowadzenie do czasteczki drugiej modyfikacji w postaci
atomu siarki w pozycji 4 pierScienia urydynowego zmienia widmo absorpcyjne czasteczki
1 przesuwa jego maksimum w stron¢ fal dluzszych. Umozliwia to wzbudzanie takich
analogow promieniowaniem z zakresu UVA, tym samym niwelujac efekt filtra
wewnetrznego zwigzanego z absorbcja promieniowania przez samo DNA. Tego typu tio-
pochodnymi sg 5-bromo-4-tio-2’-deoksyurydyna (BrSdU) oraz 5-jodo-4-tio-2’-
deoksyurydyna (ISdU).*! Oba zwiazki wykazuja wlasciwosci fotosensybilizujace wobec
takich linii komorkowych jak HelLa (ludzki nowotwor szyjki macicy), HEK293

(embrionalne komorki nerki) czy ludzkie fibroblasty.!?7-108

Warto zauwazy¢, ze
jodopochodna efektywniej zwigksza $miertelnos¢ komorek w pordéwnaniu do
bromopochodnej, mimo, zZe jej inkorporacja do nici DNA jest mniej wydajna. Brem 1 inni
zbadali poziomy wecielania tych pochodnych do komoérek HeLa 1 wynosza one 0,045-0,06%

dla BrSdU oraz 0,025-0,033% dla ISdU.!"” Obserwowane na poziomie komérkowym
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fotouszkodzenia: sieclowania ~ mig¢dzyniciowe,  pojedyncze  pegknigcia  nici
i sieciowania biatko-DNA wskazuja na synergi¢ dzialania obu podstawnikéw — atomu siarki
oraz halogenu. Inaczej niz dla 4-tio-2’-deoksytymidyny czy 6-tioguaniny, mechanizm
fotosensybilizacji nie jest jasno okreslony dla BrSdU i ISdU. Brem pokazal, ze z jednej
strony fotosensybilizacja w obecnosci D>O wydluzajacej czas poéttrwania tlenu
singletowego, zwigksza ilo$¢ ICLs, a z drugiej nie powoduje wzrostu ilosci 8-0xoG —

markera oksydacyjnych fotouszkodzen DNA.!%7

Grupa Skalskiego zbadata fotochemi¢ halogenotiopochodnych urydyny, w ktérych grupy
hydroksylowe reszty cukrowej zastapiono grupa acylowa, a naswietlanie przeprowadzano
w mieszaninie woda:acetonitryl (1:1, v:v). Dla 5-jodo-4-tio-2"-deoksyurydyny stwierdzono
powstawanie czterech stabilnych fotoproduktow: (1) jonu jodkowego, (2) 2°,3",5 -tri-O-
acetylo-4-tiourydyny 1 (3, 4) disulfidow, symetrycznego bis-(2",3",5 -tri-O-acetylo-5-jodo-
4-tiourydyny) 1 asymetrycznego z resztg 4-tioudydyny oraz 5-jodo-4-tiourydyny (Rysunek
9C 1 9D). Powstawanie fotoproduktow niezawierajacych halogenu wskazuje, ze rozerwanie
wigzania C5-I jest pierwotnym etapem fotochemicznym, a atom siarki jest reaktywnym

centrum czasteczki.!%

Dla bromopochodnej wskazano tworzenie glownie dwoch
fotoadduktow — pierwszy powstajacy na drodze [2+2] fotoaddycji z utratg atomow bromu
1 utworzeniem wigzan C4-S-C5” oraz C5-C4’ oraz drugi przez potaczenie dwoch czasteczek
wigzaniem C4-S-C5” z utratg czasteczki HBr (Rysunek 9A i 9B).!!° Dla wodnych roztworow
ISdU Brem 1 inni zaobserwowali powstawanie (oprocz niezidentyfikowanych
fotoproduktow) 4-tio- 2’-deoksyurydyny (SdU) oraz 2’-deoksyurydyny. W przypadku

BrSdU zaobserwowano wymiane atomu siarki na atom tlenu.'?’
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Rysunek 9. Struktury wybranych fotoproduktéw powstajqcych podczas fotolizy roztworow:
A, B— BrSdU oraz C, D — ISdU.1%%110

8.3 Uszkodzenia natywnego 1 modyfikowanego DNA indukowane

promieniowaniem ultrafioletowym

Promieniowanie ultrafioletowe (UV) jest niejonizujagcym promieniowaniem
elektromagnetycznym o dtugosci fal od 10 do 400 nm — krétszych niz $wiatto widzialne
1 dluzszych niz promieniowanie rentgenowskie. UV dociera do Ziemi ze Stonca i stanowi
ok. 10% energii stonecznej. Sztucznie jest wytwarzane przez réznego rodzaju lampy czy
lasery. Z punktu widzenia czlowieka istnieja zarowno korzysci (np. produkcja witaminy D),
jak 1 zagrozenia zwigzane z ekspozycja na promieniowanie UV (oparzenia, przedwczesne

starzenie si¢ skory czy zachorowanie na raka).!'!!

Uszkodzenia DNA stanowig jeden z glownych efektow dziatania promieniowania UV
w réznych organizmach, takich jak sinice, bakterie, rosliny, zwierzeta czy czlowiek.
Wszystkie komorki biologiczne sg bogate w elementy pochtaniajace promieniowanie, takie
jak biatka czy wilasnie kwasy nukleinowe. Dodatkowo wiele organizmow produkuje
pigmenty pochlaniajagce promieniowanie — u ludzi jest to melanina. Niemniej, te
mechanizmy ochronne nie sa w stanie catkowicie zapobiec oddziatywaniu promieniowania
UV z innymi biomolekutami. Uszkodzenia DNA majg skutki zarowno cytotoksyczne jak

i genotoksyczne.!!?
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8.3.1 Wplyw promieniowania ultrafioletowego na DNA

Uszkodzenia kwaséw nukleinowych réznig si¢ w zaleznosci od dtugosci fali (energii)
promieniowania (UVA (315-400 nm), UVB (280-315 nm), UVC (100-280 nm)), a samo
oddzialywanie $§wiatla z biomolekutg moze odbywac si¢ w sposdb bezposredni lub posredni.
Efekt bezposredni obserwuje si¢, gdy DNA pochtania energi¢ promieniowania, co inicjuje
reakcje chemiczne w obrgbie nici. Podstawowa reakcja jest fotohydratacja, czyli
przytaczenie wody do podwoéjnego wigzania C5=C6 w zasadzie azotowej i jest to
dominujaca reakcja dla uracylu i jego pochodnych.!'3 Utworzenie czterocztonowego
pierscienia miedzy atomami wegla C5 1 C6 dwodch sgsiednich zasad pirymidynowych
w reakcji [2+2] cykloaddycji prowadzi do powstania dimerow cyklobutanowych
(cyclobutane pyrimidine dimers, CPD).!!* Inne uszkodzenia to produkty typu pirymidyna(6-
4)pirymidynon ((6-4)PP), ktore powstaja rowniez w reakcji [2+2] cykloaddycji wigzania
podwdjnego C5=C6 z konca 5" oraz grupy karbonylowej C4=0 innej zasady z konca
3", prowadzac do wytworzenia niestabilnego oksetanu.!'> W reakcji z cytozyng z konca
3" bierze udziat grupa iminowa z utworzeniem azetydyny, a w przypadku modyfikacji siarka
wigzania C4=S powstaje relatywnie stabilny tietan. Niestabilne produkty posrednie szybko
przeksztalcaja si¢ przez otwarcie pierScienia do 4-(5-hydroksy-5,6-dihydropirymidyn-6-
yl)pirymidyn-2-onéw, po czym nastgpuje oderwanie czasteczki wody w obecnosci kwasu
z utworzeniem (6-4)PP, a przy dalszym naswietlaniu promieniowaniem UVA,
przeksztalcenie czasteczki do izomeréw Dewara (reakcja odwracalna).!'® Wzbudzenie
elektronowe cytozyny prowadzi do jej deaminacji do uracylu. W przypadku, gdy cytozyna
bierze udzial w innej reakcji fotochemicznej, powstaly produkt moze ulega¢ dalszej
deaminacji. To wazne uszkodzenie, poniewaz w uktadach dwuniciowych tymidyna tworzy
komplementarne wigzania wodorowe z adening, a cytozyna z guaning — zamiana
strukturalna prowadzi do btedow w kodowaniu zasad podczas syntezy czy replikacji DNA.
Posrednie uszkodzenia biopolimeru sa wynikiem wtérnych reakcji chemicznych
indukowanych przez reaktywne formy tlenu czy rodniki powstajace podczas
fotosensybilizacji czasteczek zawartych w komorce, takich jak woda, bialka czy lipidy.!!"’
Weczesniej wspomniana 8-oksy-2’'-deoksyguanozyna jest markerem oksydacyjnych
uszkodzen DNA, a jej prekursor to guanina, czyli zasada o najnizszym potencjale jonizacji
wsrdd sktadnikéw DNA. Oprdcz guaniny powstajgce w reakceji fotochemicznej modyfikacje
obejmujg tez pozostate zasady, prowadzac do punktowych mutacji, czy btednego parowania

zasad, a oksydacja rybozy/deoksyrybozy prowadzi do SSB. Powstaja tez fotoprodukty typu
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CPD.!"7!!8 Fotouszkodzenia roznicujg sie w zalezno$ci od dtugosci fali promieniowania, co
koreluje z zakresem absorbcji DNA. Promieniowanie UVB odpowiada za powstawanie CPD
czy uszkodzen typu pirymidyna(6-4)pirymidynon w stosunku ilo§ciowym okoto 3:1. Moga
powstawac tez oksydacyjne uszkodzenia zasad lub reszty cukrowej. DNA nie pochtania
znaczacych ilosci promieniowania UVA, ale generuje genotoksyczne produkty posrednie
odpowiadajace za powstawanie CPD (z przewaga dimeréw tymina-tymina), oksydacje
guaniny 1 innych zasad i pgknig¢cia nici, przy czym dwa pierwsze uszkodzenia wystepuja
najczesciej (Rysunek 10). Konsekwencje biologiczne fotouszkodzen DNA przejawiajg si¢

w mutacjach, niestabilnoéci genomu i wzro$cie ryzyka pojawienia si¢ nowotworu.!'!

BEZPOSREDNIE POSREDNIE
FOTOUSZKODZENIA FOTOUSZKODZENIA
uv-> UV = RFT >
(0] (o) (o) o
N (o)
(0] OO0 — )\
") DOCRERS
R R R N
R
T-TCPD T-T(6-4)PP 8-0Ox0-G

OOV

Rysunek 10. Uszkodzenia DNA indukowane promieniowaniem ultrafioletowym.
8.3.2 Indukowane promieniowaniem UV peknigcia nici w modyfikowanym DNA

Fotoreakcje 5-halogenouracylu w oligonukleotydach o okreslonych sekwencjach sa
badane od wielu lat. Na poczatku lat 90. grupa Saito podjeta probe zrozumienia
mechanizméw bedacych podstawa eksperymentalnie obserwowanych fotoindukowanych
peknie¢ w nici DNA.!%4!20 Badania wykazaly, ze naswietlenie krotkich oligonukleotydow
o sekwencji d(GCAXUGC),, gdzie X = Br lub I, prowadzi do powstania
2’-deoksyrybolaktonu czy erytrozy, z rdwnoczesnym uwolnieniem adeniny. Tworzenie
fotoproduktow wyttumaczono mechanizmem, w ktérym zachodzi oderwanie atomu wodoru

z atomu wegla C1” lub C2’ reszty cukrowej zasady znajdujacej sie po stronie 5° XU przez
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fotochemicznie generowany rodnik uracylowy. Oba szlaki sg konkurencyjne i zaleza od

stezenia tlenu w $rodowisku reakcji.'?!

Efektywne fotochemicznie generowanie
2’-deoksyrybolaktonu czy erytrozy obserwowano tylko w dwuniciowych oligonukleotydach
z sekwencja 5 -AP"U. Oligonukleotydy zawierajace zasade G w miejscu A wykazywaty
niskg fotoreaktywnos¢.!”* Ten i inne wyniki badah potwierdzity zaleznoéé reakcji
fotochemicznych w DNA od sekwencji, co opisata grupa Greenberga.!®* Dzieki staraniom
wielu grup badawczych pokazano, ze wynik fotoreakcji zalezy przede wszystkim od
sekwencji zasad w dupleksie, a co za tym idzie wydajnosci transferu elektronu,!0%122124
Fotorekacje oligonukleotydow zawierajacych 5-bromouracyl byly intensywnie badane
z wykorzystaniem réznych sekwencji. Wykazano, ze wydajnos¢ transferu elektronu zalezy
od potencjatu jonizacji donora. Rzeczywiscie ilo$¢ fotoproduktéw zawierajacych rybolakton
wzrastala wraz ze spadkiem potencjalu jonizacji zasady pelnigcej funkcje donora

elektronu.'?

Mechanizm powstawania peknie¢ nici przez dalekozasiggowy transfer elektronu
w modyfikowanych oligonukleotydach obejmuje poczatkowy transfer elektronu od guaniny
(donora elektronéw) do elektronowo wzbudzonego BrU (akceptora elektrondéw) przez
sekwencj¢ zbudowang z czasteczek adeniny. Reszty adeniny pelnig tutaj role mostka dla
transferu elektronu z G do BrU, jednocze$nie przeciwdzialajagc powrotnemu przeniesieniu
elektronu. Wydajno§¢ tworzenia rybolaktonu zwigksza si¢ wraz z iloScig par
komplementarnych zasad (A-T)" w mostku, osiggajac maksimum dla n=2. Wynika to
migdzy innymi z konkurencyjnosci pomiedzy transferem elektronu do BrU i powrotnym
przeniesieniem elektronu. Brak czasteczek adeniny pomiedzy donorem, a akceptorem
elektronu uniemozliwia powstanie rybolaktonu, co wskazuje, ze pary A-T posrednicza
w transferze elektronu. Guanina zaréwno z nici sensownej jak i komplementarnej, moze bra¢

udzial w procesie przeniesienia elektronu, >33

W przypadku znakowania DNA 5-jodouracylem wydajno$¢ tworzenia fotoproduktow nie
zalezy od liczby par A-T w mostku, jak dla sekwencji znakowanych bromopochodna.
Wskazuje to na wspotistnienie przynajmniej dwoch mechanizmow fotoreakcji. Pierwszy
opiera si¢ na heterolitycznym rozerwaniu wigzania C5-1 (jak w przypadki bromopochodne;j).
Drugi — niezalezny od odlegtosci miedzy G a IU, opiera si¢ na rozerwaniu homolitycznym
wigzania C5-1 (Rysunek 8). Szybkos$¢ tych proceséw jest zalezna od sekwencji.

W przypadku braku donora elektronow w sasiedztwie akceptora, generowanie rodnika
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uracylowego odbywa sie przez szlak homolityczny. Ostatnio sekwencja 5'-(G/C)AAXUT-3"
zostata zidentyfikowana jakonajbardziej promujaca (sekwencja ,hot-spot”) proces

dalekozasiggowego transferu elektronu,’!+106:126

8.3.3 Indukowane promieniowaniem UV sieciowania w modyfikowanym DNA

Pod wptywem promieniowania UV halogenonukleozydy, oprocz peknie¢ nici DNA moga
tez powodowac jego wewnatrzniciowe sieciowanie (intrastrand cross-link) poprzez
tworzenie kowalencyjnych wigzan miedzy sasiednimi zasadami, takimi jak cytozyna,
guanina czy adenina.”’' Hong i Wang wskazali na tworzenie pieciu r6znych produktow
fotosieciowania w sekwencji z motywem 5'-AP'CA, gdzie najczestszym fotouszkodzeniem
byt  dimer d(A[8-5]C).!*”  Zaproponowano mechanizm powstawania  tych
wewnatrzniciowych sieciowan DNA, obejmujacy transfer elektronu z adeniny sgsiadujacej
z 5-bromocytozyng 1 poOzniejsza eliminacj¢ jonu bromkowego przez powstajacy
anionorodnik  5-bromocytozyny prowadzacy do utworzenia rodnika cytozyny.
Oddzialywanie rodnika cytozyny z weglem C2 lub C9 sasiedniej adeniny prowadzi do
deprotonacji i utworzenia wigzania kowalencyjnego miedzy weglem C5 cytozyny
a adening.'”’” W sekwencjach zawierajacych BrU réwniez obserwuje sie wewnatrzniciowe
wigzania sieciujgce, zaro6wno dla dinukleotydéow czy dlugich 80-merowych
sekwencji.?”124128 Zbadano tez wpltyw oddziatywan warstwowych miedzy zasadami
nukleinowymi a halogenowanymi nukleotydami. Sekwencje z guaning jako sgsiadujaca
zasadg sprzyjaja powstawaniu sieciowan bardziej niz te z adening.”” Indukowane UV
uszkodzenia w obrebie DNA, ktore zawiera halogen moga obejmowac tez sieciowanie
mig¢dzyniciowe, czyli tworzenie si¢ kowalencyjnych wigzah migdzy dwiema
komplementarnymi nicmi DNA. Zastosowywanie promieniowania z zakresu UVC wobec
natywnego DNA réwniez powoduje sieciowania, a ich liczba wzrasta wraz z zawarto$cia
par zasad A-T.'”>'? Kolejnym czynnikiem wplywajacym na powstawanie

miedzyniciowych sieciowan jest deformacja helisy.'°

Zwigzkami, ktore rowniez promuja fotoindukowane sieciowania mi¢dzyniciowe w DNA
sg wczesniej wspomniane tionukleozydy — 6-tioguanina, 4-tiotymidyna czy
halogenotiopirymidyny.  Promieniowanie = UVA  wydajnie inicjuje  sieciowanie
mig¢dzyniciowe zard6wno w dwuniciowych oligonukleotydach zawierajacych wielokrotna
sekwencj¢ TG jak 1 w warunkach in vitro. Wigkszo$¢ sieciowan migdzyniciowych (ICL)

powstaje poprzez tworzenie mostkow disiarczkowych, a samo sieciowanie promuje
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mnogos¢ blisko potozonych reszt TG. W przypadku punktowo znakowanego polimeru
dochodzi do sieciowan przez atom siarki. Tworzenie wigzan sieciujacych zachodzi
efektywnie i1 jest wykrywane nawet w komorkach z niskim poziomem TG przy zastosowaniu
umiarkowanych dawek UVA. Pochodna TG moze indukowa¢ sieciowanie w DNA nawet
bez naswietlania UVA z udzialem reaktywnych form tlenu. Mozliwe jest, ze indukowane
TG ICL powstaja poprzez rodnik tiolowy, ale mechanizm fotosieciowania nie zostal jeszcze
opisany. Sieciowan wewnatrzniciowych dla DNA modyfikowanego TG nie

zaobserwowano.”%2

4-Tiotymidyna to kolejna pochodna, ktéra wzbudzana promieniowaniem generuje
sieciowania mi¢dzyniciowe w znakowanym DNA. Dla SdT tworzenie uszkodzen jest
w znaczne] mierze niezalezne od sekwencji, chociaz mniej efektywne generowanie ICL
obserwuje si¢, gdy zmieniony nukleotyd sasiaduje z tyming. Tutaj opisana wilasciwos¢
najprawdopodobniej wynika z preferencyjnego tworzenia wigzania wewnatrzniciowego.
Sieciowania mi¢dzyniciowe sg wydajnie fotoindukowane, gdy komplementarng zasada dla
SdT jest adenina. W przypadku zamiany natywnej zasady na guaning nie obserwuje si¢ ICL.
Traktowanie komorek fotouczulaczem oraz promieniowaniem UVA (nawet w dawkach
mniejszych niz 10 kJ/m?) réwniez prowadzi do sieciowania wewngtrzniciowego.
4-Tiotymidyna preferencyjnie tworzy wewnatrzniciowe wigzania sieciujace z tymidyng
zlokalizowang po stronie 5" z utworzeniem struktury tietanu. W przeciwienstwie do
oksetanu indukowanego promieniowaniem UV, ktory szybko przechodzi w forme
z otwartym pierscieniem, tietan jest strukturg bardziej stabilng. Wykryte w ludzkich
komorkach tietany sg wolniej likwidowane przez mechanizm naprawy DNA (poprzez tzw.

wycinanie nukleotydow (nucleotide excision repair, NER).”>7

W literaturze nie odnotowano doniesien dotyczacych powstawania ICL
w oligonukleotydach znakowanych BrSdU lub ISdU. Uszkodzenia te wida¢ natomiast
w przeprowadzonych badaniach in vitro. Spekuluje si¢, ze formowanie ICL jest inicjowane
przez oderwanie atomu halogenu z utworzeniem rodnika tiolowego lub rodnika

uracylowego.”>!%7
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Cele pracy

Terapia fotodynamiczna jest alternatywng wobec radioterapii metoda leczenia
nowotworow, wykorzystujaca $wiatlo zamiast wysokoenergetycznego i toksycznego
promieniowania jonizujacego. Podobnie jak radiosensybilizatory odgrywaja kluczowg role
w radioterapii, fotosensybilizatory petnig analogiczng funkcje w terapii fotodynamiczne;.
Zgodnie z ogolnie przyjeta zasada mechanizm terapii fotodynamicznej opiera si¢ na
interakcji fotosensybilizatora, tlenu molekularnego oraz $wiatla o okre$lonej dtugosci fali,
co prowadzi do selektywnego uszkadzania chorej tkanki. Warto podkresli¢, ze wigkszo$¢
dotychczas odkrytych i stosowanych fotosensybilizatoréw dziata poprzez mechanizm
fotouczulania typu II, w ktorym generowany jest tlen singletowy. Hipoksja, czyli niskie
stezenie tlenu w komoérkach nowotworowych, stanowi jednak ceche charakterystyczna
guzdw litych, odpowiadajacych za ponad 80% przypadkow. W zwiazku z tym badania nad
fotosensybilizatorami aktywnymi w warunkach hipoksji wydaja si¢ nie tylko aktualne —
zZwazywszy, ze nowotwory sa gtéwng przyczyng zgonéw w krajach rozwinigtych — lecz

takze w pelni uzasadnione.

Celem niniejszej pracy doktorskiej bylo zbadanie mechanizmu fotosensybilizujacego
modyfikowanych nukleozydéw (MN) S5-bromo-4-tio-2’-deoksyurydyny/5-jodo-4-tio-2"-
deoksyurydyny. Badania prowadzono zaréwno w roztworach, jak 1 w modelowych

fragmentach DNA oraz w komorkach.

Szczegotowe cele badawcze realizowane w ramach doktoratu mozna przedstawi¢ w postaci

nastgpujacych punktow:

1. Okreslenie  fotochemicznych  wlasciwosci  5-bromo-4-tio-2’-deoksyurydyny
(BrSdU) oraz 5-jodo-4-tio-2"-deoksyurydyny (ISdU) poprzez fotolize stacjonarng
wodnych roztworow MN 1 identyfikacje fotoproduktow z wykorzystaniem metod

analitycznych oraz kwantowo-chemicznych.

2. Zbadanie fotochemicznie indukowanych uszkodzen modelowych fragmentow DNA
znakowanych BrSdU, zaré6wno wrazliwych jak i niewrazliwych na dalekozasiegowy

transfer elektronu.

3. Analiza fotosensybilizujagcego mechanizmu dziatania BrSdU oraz ISdU w ludzkich

komorkach nowotworu prostaty.
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W pierwszym etapie zbadano wilasciwosci fotochemiczne modyfikowanych
nukleozydow, BrSdU oraz ISdU w eksperymencie fotolizy stacjonarnej. Zaobserwowano
wysoka  fotoreaktywno$¢  halogenotiopochodnych  urydyny przy  wzbudzeniu
promieniowaniem o dtugosci fali 350 nm, co sugeruje wlasciwosci fotouczulajace badanych

tiopochodnych (Rozdzial 4.1).

Nastgpnie  przetestowano  wilasciwosci  fotosensybilizujace  5-bromo-4-tio-2'-
deoksyurydyny wilaczonej do modelowego oligonukleotydu. Fotoliza roztworu wodnego
znakowanego fragmentu ujawnita powstawanie fotoproduktow. Otrzymane wyniki

porownano dla trzech roznych sekwencji DNA (Rozdzial 4.2).

Koncowym krokiem prowadzacym do potwierdzenia wiasciwosci fotouczulajacych
BrSdU 1 ISdU oraz ustalenia sposobu ich dzialania na poziomie komérkowym byly badania
in vitro. Obie pochodne wydajnie uczulaja komadrki nowotworu prostaty na promieniowanie
ultrafioletowe, a badania za pomocg cytometrii przeptywowej pozwolity na wglad

w mechanizm dziatania zwigzkéw w komorce (Rozdzial 4.3).
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Metodologia

8.4 Fotoliza stacjonarna modyfikowanych nukleozydow

5-Bromo-4-tio-2’-deoksyurydyne¢ (BrSdU) a oraz 5-jodo-4-tio-2"-deoksyurydyne (ISAU)
b zsyntezowano wg wczesniej opublikowanych protokotdow syntezy.!*!!32 Oba zwiazki
oczyszczono za pomoca wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC, czysto$¢ >99%)
1 potwierdzono ich tozsamo$¢ poréwnujgc ze wzorcem. Pozostate nukleozydy zakupiono
w firmie Sigma Aldrich: 4-tio-2’-deoksyurydyna (SdU) a3, 2’-deoksyurydyna (dU) al,
5-bromo-2’-deoksyurydyna (BrdU) a2 i 5-jodo-2"-deoksyurydyna (IdU) b2.

Naswietlanie w skali analitycznej

Roztwory BrSdU a i ISdU b o st¢zeniu 10 mM w buforze fosforanowym (10 mM, pH 7)
umieszczono w kwarcowych kuwetach (1 X 1 cm) 1 na§wietlono promieniowaniem UVA
w dawkach: 0, 5, 10, 20, 30 i 40 kJ/m?. Do na$wietlania wykorzystano komore (Opsytec Dr.
Grobel, BS-04) wyposazona w $§wietlowki UVA (zakres dtugos$ci fal emisji wynosit od 300
do 400 nm, z maksimum przy 350 nm). Zmierzona za pomoca miernika mocy/energii
Maestroll, wyposazonego w fotodetektor 11PD (Standa) S$rednia intensywno$¢
promieniowania UVA w komorze wynosita 20 W/m?. Dla dawek 5, 10, 20, 30 i 40 kJ/m?
czas naswietlania wynosil odpowiednio 250, 500, 1000, 1500 1 2000 sekund. Postgp
fotoreakcji mierzono poprzez analiz¢ HPLC probek fotolitu pobieranych w okre§lonych
odstepach czasu. Eksperyment powtérzono trzykrotnie. Dawka naswietlania (dawka UVA)

zostala obliczona w nastepujacy sposob:
J o w
dawka UVA [W] = natezenie UVA [W] X czas [s] (D

Analiza instrumentalna

Analiz¢ HPLC przeprowadzono przy uzyciu chromatografu Dionex UltiMate 3000
z detektorem DAD, monitorujac absorbancje przy 260/330 nm. Do separacji sktadnikow
wykorzystano kolumne C18 (Wakopak Handy ODS, 4,6 x 150 mm, 5 pm, 100 A) oraz
nastgpujacy program analizy: od 0 do 50% fazy B (faza A: 0,1% kwas mroéwkowy
(HCOOH), faza B: 80% acetonitryl (ACN)) w 30 minut w 25°C przy przyptywie 1 ml/min.
Do rozdziatu semipreparatywnego wykorzystano aparat HPLC Shimadzu LC 20AD

z detektorem SPD M20A. Fotolit rozdzielono za pomoca kolumny semipreparatywne;j
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Synergy Polar-RP (Phenomenex; 10 x 150 mm, 5 um, 110 A). Zastosowano przeplyw
4 ml/min, a program analizy, fazy ruchome oraz temperature jak wyzej. Analiz¢ LC-MS
(spektrometria mas sprz¢zong z chromatografia cieczowg) przeprowadzono
z wykorzystaniem spektrometru mas TripleTOF 5600+ (SCIEX) ze zrodtem jondw
DuoSpray (ESI), pracujacym w trybie negatywnej jonizacji oraz ultrasprawnego
chromatografu cieczowego (UPLC) Nexera X2, (Shimadzu). Warunki rozdziatlu nie zostaty
zmienione z wyjatkiem kolumny chromatograficznej (Phenomenex, Kinetex, 2,1 x 150 mm,
1,7 um, 100 A) oraz przeptywu — 0,3 ml/min. Masy rejestrowano od 3 minuty analizy
chromatograficznej, aby wyeliminowa¢ poczatkowe sygnaly pochodzace od
rozpuszczalnika czy buforu, nieistotne z punktu widzenia analizy, a takze w celu
zminimalizowania efektu supresji jonoéw oraz ochrony detektora. Parametry analizy
masowej: cisnienie gazu rozpylajacego (N2) 25 psi, napiecie -4,5 kV, natezenie przeptywu
11 1/min, temperatura zrédta 300°C. Dla analiz MS/MS energia kolizji wynosita 30 eV
a napiecie fragmentatora 120 V. Widma absorpcyjne zarejestrowano podczas analiz HPLC.
Widma 1H NMR otrzymano z wykorzystaniem spektrometru Varian Inova 500 (500 MHz)
w temperaturze 25°C i zwizualizowano przy pomocy programu MestReNova v.14.0.0
(Mestrelab Research). Przesunigcia chemiczne na widmach NMR przedstawiono
w ppm w odniesieniu do przesunigcia DMSO-d6 przy 2,50 ppm. Stale sprzgzenia (J) podano

w hertzach.

Generowanie fotoproduktow i ich separacja w skali preparatywnej

Roztwory BrSdU a oraz ISdU b o stezeniu 50 mM w buforze fosforanowym (10 mM, pH
7) umieszczono w kwarcowych kuwetach (1 x 1 cm) i naswietlono w komorze UVA
w dawce umozliwiajacej wydajne generowanie poszczegdlnych fotoproduktow.
Fotoprodukty wyizolowano z wykorzystaniem semipreparatywnej techniki HPLC. Zebrane
roztwory poddano suszeniu sublimacyjnemu. Wybrane fotoprodukty analizowano stosujac

nastepujace techniki: HPLC, LC-MS, MS/MS, UV oraz '"H NMR.

Obliczenia teoretyczne widm absorpcji fotoproduktow

Obliczenia przy pomocy teorii funkcjonatu gestosci zaleznej od czasu (TD-DFT, time-
dependent density functional theory)'3*'** dla BrSdU i produktéw fotolizy BrSdU
przeprowadzono z wykorzystaniem funkcjonatu B3LYP'** oraz baz funkcyjnych
6-31++G(d,p),"**!*® a dla ISdU i produktow fotolizy ISdU baz DGDZVP-++,!3%140

wykorzystujgc geometrie zoptymalizowane na tym samym poziomie teorii. Obliczenia oraz
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ich interpretacj¢ wykonata dr Samant¢ Makurat z Wydzialu Chemii Uniwersytetu
Gdanskiego. Funkcjonat B3LYP zostal wybrany sposrod kilku przetestowanych (B3LYP,!3
CAM-B3LYP,'"*! M06-2X,'*? PBEO,'* ®B97XD'* jako najlepiej odwzorowujacy wyniki
eksperymentalne dla substratow reakcji fotochemicznej — BrSdU oraz ISdU.
Niestandardowy zestaw baz DGDZVP wzbogacony o funkcje dyfuzyjne (++)'37-13%14° zostal

139.190 honiewaz jod nie wystepuje w bazie funkcyjnej

przygotowany zgodnie z literatura,
6-31++G(d,p).'*® Obie bazy sa bazami o tej samej jakosci i zawieraja funkcje dyfuzyjne oraz
polaryzacyjne. Srodowisko wodne symulowano przy uzyciu modelu PCM.'*” W celu
dopasowania przejs¢ teoretycznych do zakresu eksperymentalnie rejestrowanych widm
absorpcyjnych, w ramach obliczen TD-DFT uwzgledniono do 100 stanéw wzbudzonych.
Wszystkie obliczenia wykonano przy uzyciu pakietu Gaussian09.'*® Widma zostaty

wygenerowane za pomocg programu Multiwfn, !4

8.5 Fotoliza oligonukleotydow znakowanych 5-bromo-4-tio-2’-

deoksyurydyna

Oczyszczanie oligonukleotydow

Oligonukleotydy (ODN) punktowo znakowane BrSdU wraz z ni¢émi komplementarnymi
otrzymano dzigki uprzejmosci prof. Ryszarda Kierzka z Instytutu Chemii Bioorganicznej
Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu: ODN1 5" -TAT CTA GAC AGG AAUPSY TAC TCA
TAT CAG TCA-3"; ODN2 5'-TGA CTG ATA TGA GTA ATT CCT GTC TAG ATA-3";
ODN3 5'-TAT CTA GAC AGC AAUBSIU AAC TCA TAT CAG TCA-3"; ODN4 5'-TGA
CTG ATA TGA GTT ATT GCT GTC TAG ATA-3"; ODNS 5'-TAT CTA GAC ACA
GGUP™U TAC TCA TAT CAG TCA-3’; ODN6 5'-TGA CTG ATA TGA GTA ACC TGT
GTC TAG ATA-3". Po uwolnieniu oligonukleotydow ze zloza i deprotekcji grup
ochronnych (30% woda amoniakalna, 48 godzin, temperatura pokojowa) material
oczyszczono za pomoca denaturujacej wysokosprawnej chromatografii cieczowej
(DHPLC). Identyfikacji poszczegdlnych ODN dokonano na podstawie widm MS. Frakcje
zawierajace wybrane ODN zebrano 1 zliofilizowano, a nast¢pnie przygotowano ich wodne

rozwory o odpowiednim stezeniu (patrz okreslenie stezenia oligonukleotydow).

Analiza instrumentalna

Masy pojedynczych nici DNA (single-strand DNA, ssDNA) rejestrowano z uzyciem
aparatury LC-MS: spektrometr mas TripleTOF 5600+, SCIEX, zrédio jonow DuoSpray
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(ESI) pracujacym w trybie negatywnej jonizacji oraz UPLC Nexera X2, Shimadzu. Warunki
rozdzialu w programie analizy 15-30% fazy B w 10 minut/30-45% fazy B (faza A: 400 mM
heksafluoroizopropanol (HFIP), 15 mM trietyloamina (TEA), faza B: 400 mM HFIP,
15 mM TEA w mieszaninie woda:metanol 50:50, v/v) w 50 minut w 70°C przy przyptywie
0,1 ml/min na kolumnie C18 (Acquity BEH; 1 x 50 mm; 1,7 um, 130 A). Masy rejestrowano
od 2 minuty analizy w zakresie 600-2000 Da. Parametry analizy masowej: ci$nienie gazu
rozpylajacego (N2) 25 psi, napiecie -4,5 kV, natezenie przeptywu 11 1/min, temperatura
zrodta 400°C, energia kolizji wynosita 9 eV a napigcie fragmentatora 150 V. Dekonwolucuje
widm masowych przeprowadzono za pomoca programu Bio Tool Kit, PeakView. Analizg
DHPLC przeprowadzono z uzyciem aparatu Dionex UltiMate 3000 z detektorem DAD
ustawionym na 260 nm. Do separacji sktadnikéw wykorzystano kolumng C18 (XBridge
BEH 4,6 x 50 mm; 2,5 um, 130 A) oraz program analizy: 25-60% fazy B (faza A: 100 mM
octan trietyloaminy TEAA, faza B: 100 mM TEAA, 20% ACN) w 40 minut w 70°C przy
przyptywie 0,5 ml/min. Oczyszczanie semipreparatywne wykonano przy wykorzystaniu
aparatu Dionex UltiMate 3000 z detektorem DAD ustawionym na 260/280 nm. Do separacji
sktadnikéw wykorzystano kolumne C18 (XBridge BEH 10 x 50 mm; 2,5 um, 130 A) oraz
program analizy: 20-50% fazy B (faza A: 100 mM TEAA, faza B: 100 mM TEAA, 20%
ACN) w 30 minut w 70°C przy przyptywie 3 ml/min. Roztwory po trawieniu analizowano
przy uzyciu LC-MS (jak wyzej) z wykorzystaniem kolumny C18 (Kinetex Phenomenex; 2.1
x 150 mm; 2,6 um, 100 A) oraz programu do rozdziatu chromatograficznego: 2% fazy B od
0 do 30 minut, a nast¢pnie 2-20% fazy B od 25 do 80 minut (faza A: 0,1% HCOOH, faza B:
80% ACN) w 25°C. Parametry analizy MS, jak wyzej. Analizy przeprowadzone w innym
programie niz zdefiniowany tutaj, opisano pod poszczegdlnymi rysunkami w rozdziale

4. Badania wlasne.

Okreslenie stezenia oligonukleotydow

Do wyznaczenia wspotczynnika ekstynkcji € oligonukleotydéw zastosowano kalkulator
internetowy ATDBIO wykorzystujacy w obliczeniach metode najblizszego sgsiada.'*® Aby
uwzgledni¢ wplyw nukleozydu BrSdU (reszta niezdefiniowana w programie ATDBIO) na
wspotczynnik ekstynkcji oligonukleotydu, € wyznaczono najpierw dla sekwencji, w ktorej
w miejscu BrSdU znalazta si¢ dT, a nastgpnie do tak wyznaczonego &€ dodano poprawke
bedaca roznica wartosci wspdtczynnikow ekstynkcji BrSdU (eprsau= 16700 dm*/mol-cm —
wyznaczony przez grupe Skalskiego) i dT (ear = 8700 dm’/mol-cm). Réwnanie (2)

przedstawia przykladowe obliczenie wspotczynnika ekstynkcji dla ODNI1. Ten sam
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kalkulator wykorzystano do obliczenia mas teoretycznych oligonukleotydéw (dla
znakowanych nici mas¢ dT zamieniono na mas¢ BrSdU). Pomiar absorbancji przy dlugosci
fali 260 nm (Srednia z trzech pomiarow) do wyznaczenia stg¢zenia poszczegdlnych
roztworow oligonukleotydéw wykonywano z uzyciem spektrofotometru NanoDrop 1000,

ThermoFisher. Stezenie ODN obliczono na podstawie prawa Lamberta-Beera (3).
gopn1 = 304400 — 8700 + 16700 = 312400 [dm3/mol - cm] (2)

A=gxlXc (3)
gdzie: € = molowy wspdtczynnik absorpcji [dm?/mol-cm]; 1 = grubo$é warstwy absorbujacej

[cm]; ¢ = stezenie roztworu [mol/dm?]

Hybrydyzacja nici DNA

Dwuniciowy DNA (double-strand DNA, dsDNA) otrzymano w procesie hybrydyzacji
dwoéch komplementarnych oligonukleotydow. Kazdorazowo przygotowano 200 pl
mieszaniny zawierajacej rownomolowe (15 uM) ilosci ODN  znakowanego
i komplementarnego oraz bufor fosforanowy (10 mM, pH 7). Przygotowang probke
inkubowano w termocyklerze (Eppendorf Mastercycler Gradient) w cyklu: inkubacja 90°C
przez 1 minutg; chtodzenie do 50°C przez 10 minut, inkubacja 4°C przez 30 minut. DNA
oczyszczono metodg ekstrakcji do fazy stalej z wykorzystaniem mikrokolumienek
wirdwkowych (Monarch® PCR & DNA Cleanup Kit). Do elucji zastosowano 10 mM bufor
fosforanowy (pH 7). Stezenia dsSDNA obliczono na podstawie zmierzonej absorbancji oraz
wyznaczonego  wspotczynnika  ekstynkcji, podobnie jak dla  jednoniciowych
oligonukleotydéw. Dodajac odpowiednie ilosci buforu przygotowano roztwory o st¢zeniu

10 uM.

Wydajnos¢ kwantowa fotolizy na podstawie zaniku nici znakowanej

Roztwory dsDNA o stezeniu 10 uM w buforze fosforanowym (10 mM, pH 7) w objetosci
50 ul naswietlano w kwarcowych kapilarach (3 x 3 mm). Do naswietlania wykorzystano
wysokoci$nieniowg lampe rteciowa z monochromatorem siatkowym (M250 Optel),
wyodrebniajagc promieniowanie o dlugosci fali 350 nm. Zmierzone za pomoca miernika
mocy/energii Maestrol 1, wyposazonego w fotodetektor 11PD (Standa) srednie natezenie
promieniowania monochromatycznego wynosito 3,35 W/cm?. Dla dawki 25 kJ/m? czas
naswietlania wynosit 7463 sekund. Obliczenia dawek wykonano zgodnie z rownaniem (1).

Eksperyment powtdrzono trzykrotnie, a roztwory kontrolne oraz fotolity poddano analizie
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DHPLC. W obliczeniach wydajnosci kwantowej (@) postugiwano si¢ ponizszymi

zalezno$ciami:
n
P = czast ( 4)
nfoton
Nezast = € X V X %zaniku (5)
h xc
Efoton = T (6)
I XAXt 7
n = -
foton Efoton X NA ( )
gdzie: nemst = liczba przereagowanych czasteczek [mol]; nfwon = liczba moli

zaabsorbowanych fotonéw [E]; ¢ = poczatkowe stezenie nici znakowanej [10 x 10 mol/l];
V = objetos¢ probki [50 x 10° dm?]; %ganike = procent zaniku nici znakowanej
zarejestrowany w analizach HPLC (patrz Tabela 7); Efwon = energia pojedynczego fotonu
[J]; h = stata Plancka [6,626 x 10734 J's]; ¢’ = predkoé¢ $wiatla [3 x 10% m/s]; L = dtugo$é fali
promieniowania [3,5 x 107 m]; I = natezenie promieniowania [3,35 W/m?];
A = powierzchnia na$wietlanej probki [1,668:10° m?]; t = czas ekspozycji na

promieniowanie [7463 s]; Na = liczba Avogadro [6,022 x 10%].

Fotoliza znakowanego DNA

Roztwory dsDNA o stezeniu 10 uM w buforze fosforanowym (10 mM, pH 7) w objetosci
50 pl naswietlano w kwarcowych kapilarach (3 x 3 mm) promieniowaniem UV A (warunki
jak w opisie 3.1 Naswietlanie w skali analitycznej) w dawkach: 45 oraz 90 kJ/m? dla
ODN1:0DN2 i 90 i 180 kJ/m*> dla ODN3:0DN4 oraz ODN5:0DN6. Czas naswietlania dla
poszczegbdlnych dawek wynosit 2250, 4500 1 9000 sekund. Obliczenia dawek wykonano
zgodnie ze wzorem (1). Eksperyment powtorzono trzykrotnie. Roztwory kontrolne oraz

fotolity poddano analizie DHPLC i LC-MS.

Trawienie fotoproduktow

Dimer ODN3:0DN4 poddano fotolizie w komorze UVA uzywajac wysokich dawek (do
270 kJ/m*) w celu wygenerowania znaczacej ilosci fotoproduktu. Powstaly produkt
wyizolowano przy pomocy metody DHPLC i zliofilizowano. Przygotowano wodny roztwor

fotoproduktu i1 okreslono jego stezenie z uzyciem spektrofotometru NanoDrop. Przyjeto, ze
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wspotczynnik ekstynkcji dla produktu jest podobny do macierzystego dsDNA
1 wykorzystano go w celu oszacowania st¢zenia materiatu do trawienia. Fotoprodukt
z fotolizy ODN3:0ODN4 o stezeniu 15 uM (oraz probke kontrolng z woda), poddano

trawieniu enzymatycznemu wg protokohu:!?®

e Do 90 ul probki fotolitu dodano 10 pl buforu reakcyjnego, sktadajacego sie z: 30
mM octanu sodu (pH 5) oraz 1 mM octan cynku. Objetos¢ catkowita roztworu do
trawienia to 100 pl. Nastepnie dodano enzymy: nukleaze P1 (0,2 U) oraz
fosfodiesteraze 11 (0,005 U; calf spleen phosphodiesterase) i inkubowano roztwor

w termocyklerze (Eppendorf Mastercycler Gradient) w 37°C przez 2 godziny.

e Do mieszaniny dodano 7,5 pl drugiego buforu reakcyjnego — 1 mM chlorek wapnia,
10 mM tris-HCl (pH 8,9), 10 mM chlorek magnezu oraz 40 ul kwasu pentetynowy
DTPA. Objetos¢ zwickszono o 42,5 ul wody 1 dodano deoksyrybonukleaze I (40 U).
Probke inkubowano w 37°C przez kolejng 1 godzine.

e Dodano bakteryjng alkaliczng fosfataze (1,1 U; bacterial alkaline phosphatase),

a nastepnie inkubowano roztwor w 37°C przez 1 godzing.

e Dodano fosfodiesterazg I (0,00005 U; snake venom phosphodiesterase 1)

1 inkubowano mieszanine w 37°C przez 1 godzing.

Roztwor po trawieniu poddano analizie LC-MS.

8.6 Badania komoérkowe nad wlasciwosciami fotosensybilizujagcymi

5-bromo-4-tio-2’-deoksyurydyny oraz 5-jodo-4-tio-2’-deoksyurydyny

Komoérki nowotworu prostaty PC3 (zakupione z banku ATCC) hodowano w pozywce
F12k suplementowanej 10% roztworem PBS oraz antybiotykami (penicyling oraz
streptomycyna, 100 U/ml) oraz inkubowano w inkubatorze w temperaturze 37°C,

w atmosferze 5% COs.

Test cytotoksycznoSci

Komérki posiano na 96-dotkowe ptytki w ilosci 4 x 10° komérek na dotek i inkubowano
przez 24 godziny. Nastepnie medium zastgpiono $wieza porcja zawierajaca 5-bromo-4-tio-

2’-deoksyurydyne oraz 5-jodo-4-tio-2"-deoksyurydyne w stezeniach od 10* do 10~ M. Tak
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przygotowane ptytki inkubowano przez kolejne 24 i 48 godzin. Nastepnie do komorek
dodano roztwor soli MTT (bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-ylo)-2,5-difenylotetrazoliowy)
w PBS o stezeniu 4 mg/ml. Po 4 godzinach inkubacji medium zastgpiono 100 ul roztworu
dimetylosulfotleneku (DMSO) w celu rozpuszczenia utworzonych krysztatow formazanu.
Absorbancje zmierzono przy dtugosci fali 570 nm (660 nm jako referencyjna dlugos¢ fali)
uzywajac czytnika ptytek (TECAN Infinite M200PRO). Zywotno$é komérek kontrolnych
(nietraktowanych) okreslono jako 100%. Przeprowadzono trzy niezalezne eksperymenty

w trzech powtdrzeniach.

Naswietlanie promieniowaniem UVA

Do naswietlania wykorzystano komore (Opsytec Dr. Grobel, BS-04) wyposazong
w Swietlowki UVA (zakres dlugosci fal emisji wynosit od 300 do 400 nm, z maksimum przy
350 nm). Zmierzona za pomocg miernika mocy/energii Maestroll, wyposazonego
w fotodetektor 11PD (Standa) $rednia intensywno$¢ promieniowania UVA w komorze
wynosita 20 W/m?. Dla dawek 5, 10 i 15 kJ/m? czas naswietlania wynosit odpowiednio 250,

500 1 750 sekund. Dawka naswietlania zostata obliczona zgodnie z rownaniem (1).

Test klonogenicznosci

Komorki wysiano na ptytki do hodowli komérkowej o $rednicy 10 cm w ilosci 1 x 10°
z dodatkiem BrSdU lub ISdU w st¢zeniach 50 oraz 100 pM lub wody jako kontroli. Po 48
godzinach inkubacji komoérki naswietlono promieniowaniem UVA w komorze w dawkach:
0, 5, 10 oraz 15 kJ/m?. Po na$wietleniu wszystkich plytek, komoérki przesiano w ilosci 300
komorek na plytki o $rednicy 10 cm. Po 13 dniach inkubacji utworzone kolonie komoérek
wybarwiono i1 utrwalono 6% aldehydem glutarowym oraz 0,5% fioletem krystalicznym.
Kolonie (sktadajace si¢ z przynajmniej 50 komorek) zliczono manualnie z uzyciem
odwroconego mikroskopu (Olympus, IX73). Eksperyment wykonano w dwoch
powtdrzeniach, a warianty nietraktowane oraz nie naswietlone wykorzystano jako kontrole.
Srednie wydajnosci wysiewu (plating efficiency, PE) oraz frakcje komorek przezywajacych

dang dawke promieniowania (survival fraction, SF) obliczono jak nizej:

liczba utworzonych kolonii

= X 1 0
liczba wysianych komérek 00% ®

liczba utworzonych kolonii po naswietleniu

X 0
liczba wysianych komoérek X PE 100% )
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Cytometryczne oznaczenie cyklu komorkowego oraz smierci komorkowej

Komorki do testow przygotowano nastepujaco: komorki posiane w ilosci 2 x 10°
inkubowano w obecnosci BrSdU lub ISdU w stezeniach 50 oraz 100 uM lub wody jako
kontroli przez 48 godzin. Nastepnie komorki naswietlono promieniowaniem UVA
w dawkach 0 lub 10 kJ/m?. Po 24 godzinach inkubacji komorki przemyto roztworem PBS,
oddzielono od podioza za pomocg akutazy i przygotowano do odpowiednich testow
cytometrycznych. Do oceny cyklu komoérkowego, komodrki utrwalono 70% roztworem
zimnego etanolu oraz wybarwiano jodkiem propidyny przez 30 minut (wedlug
komercyjnego protokolu Guava Cell Cycle Reagent, Luminex). Komorki poddano analizie
cytometrycznej (Guava easyCyte 12, Merck Millipore). Strategi¢ bramkowania oparto na
porownaniu wykresu przedniego rozproszenia $wiatta (forward scatter, FSC) z zawartos$cia
DNA w probkach. Analizg fluorescencji przeprowadzono przy uzyciu $wiatta laserowego
o dlugosci 488 nm. Histogram przedstawiat podzial populacji na fazy G1, S i G2/M. Do
oceny $mierci komodrkowej komorki wybarwiono 1 poddano analizie cytometrycznej
zgodnie z protokotem (Guava MitoDamage Kit, Luminex). Tutaj uzyto dwoch barwnikéw
— 7-aminoaktynomycyny D (7-ADD), ktora monitoruje zmiany przepuszczalnosci btony
komorkowe) typowe dla poznej apoptozy 1 komorek nekrotycznych oraz jodku
1,17,3,3,3",3"-heksametyloindodikarbocyjaniny (MitoSense Red), rozpoznajacego zmiany
potencjatu mitochondrialnego. Synergiczne dzialanie tych barwnikdéw dostarcza pelny obraz
kondycji komérek 1 mitochondriéw. Dane analizowano w oparciu o dedykowany modut
w programie Incyte 3.3 identyfikujac populacje komorek na wykresie FSC wzgledem
rozproszenia bocznego (side scatter, SSC). Na dwuwymiarowych wykresach fluorescencji
7-AAD wzgledem MitoSense Red wyrdzniono komorki w poszczegdlnych etapach $mierci.
Staurosporyna, dobrze znany wyzwalacz apoptozy (50 uM, 24 godziny inkubacji), zostata
uzyta jako kontrola pozytywna.'>® Wszystkie eksperymenty przeprowadzono w trzech

powtorzeniach.

Cytometryczna analiza fosforylacji histonu H2A.X

Komérki PC3 hodowano zgodnie z powyzszym opisem, a nastgpnie naswietlono
promieniowaniem UVA w dawce 10 kJ/m? i inkubowano przez 2 lub 24 godziny. Komoérki
oddzielone od podloza za pomoca akutazy, zostaly utrwalone i permeabilizowane,
a nastgpnie wybarwione znakowanymi przeciwcialami. Wszystkie manipulacje
przeprowadzono zgodnie z komercyjnym protokolem (FlowCellect Histone H2A.X

Phosphorylation Assay Kit, Luminex). Wybarwione komorki poddano analizie za pomocg
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cytometrii przeptywowej. Komorki byty identyfikowane na wykresie FSC wzgledem SSC,
co umozliwialo wykluczenie szczatkow komodrkowych 1 agregatdéw. Nastgpnie na
dwuwymiarowym wykresie SSC wzgledem $wiatlta laserowego o dlugosci 488 nm
rozroézniano komorki y-H2AX-dodatnie 1 ujemne. Nienaswietlone oraz nietraktowane
badanymi zwigzkami hodowle komorkowe stuzyty jako kontrola. Wszystkie eksperymenty

przeprowadzono w trzech powtdrzeniach.

Detekcja reaktywnych form tlenu (RFT)

Komérki PC3 w iloéci 2 x 10° wysiano na ptytki do hodowli i podzielono na trzy grupy:
(1) komorki traktowane BrSdU lub ISdU w stezeniach 50 1 100 uM; (2) grupa kontrolna,
gdzie do komodrek dodano wod¢ oraz (3) pozytywna kontrola dla RFT, w ktorej komorki
traktowano 15 uM roztworem doksorubicyny (DOX). Po 48 godzinach inkubacji komorki
na$wietlono promieniowaniem UVA w dawce 10 kJ/m?. Po kolejnych 24 godzinach
inkubacji pozywke zastagpiono §wiezo przygotowanym medium (bez PBS) zawierajacym
5 puM dioctan 2°,7'- dichlorodihydrofluoresceiny (roztwoér w metanolu; DCF-DA)
1 inkubowano przez 25 minut. Nastepnie komorki dwukrotnie przemyto roztworem PBS
1 oddzielono od podtoza za pomocg akutazy. Po usunigciu medium komoérki zawieszono w
roztworze PBS 1 wykonano analiz¢ cytometryczng. Populacje komorek byty identyfikowane
na wykresie FSC wzgledem SSC. Analizg fluorescencji przeprowadzono uzywajac Swiatta
laserowego o dtugosci 488 nm. Histogram przedstawial intensywno$¢ generowania RFT.

Wszystkie eksperymenty przeprowadzono w trzech powtorzeniach.

Analiza statystyczna wynikow

Program GraphPad Prism zostal wykorzystany do statystycznej analizy danych
z wszystkich eksperymentéw biologicznych. Uzyskane wyniki poddano jednoczynnikowe]
(dla testu MTT) lub dwuczynnikowej (pozostate testy) analizie statystycznej ANOVA
z poprawkami Browna-Forsytheya/Siddka/Tukeya lub Dunnetta. Poziom istotnosci

statystycznej przedstawiono jako: *: p<0,05; **:p<0,01; ***:p<0,001; ****:p<0,0001.
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Badania wlasne

8.7 Fotoliza stacjonarna 5-bromo-4-tio-2"-deoksyurydyny i 5-jodo-4-tio-2"-
deoksyurydyny — fotochemia pochodnych indukowana promieniowaniem

z zakresu UVA

Modyfikowane nukleozydy sa szeroko stosowane w badaniach biologicznych ze wzgledu
na unikalne wlasciwos$ci fotochemiczne. Wprowadzone do pier$cienia zasady modyfikacje
atomami bromu, jodu czy siarki uwrazliwiajg molekul¢ na dziatanie promieniowania
z szerokiego zakresu UV. W 5-bromo-2'-deoksyudyrynie czy 5-jodo-2"-deoksyudyrynie
obecno$¢ atomu bromu zmienia wlasciwosci fotochemiczne przesuwajac maksimum pasma
absorbcji do 280 nm. MN po ekspozycji na promieniowania UVB ulegaja rekcjom
fotochemicznym prowadzacym do dysocjacji wigzania halogen-wegiel czy powstawania
dimeroéw typu 5,5'-diuracylowego. Ze wzgledu na nizsza energi¢ wigzania C-I
w poréwnaniu z wigzaniem C-Br, IdU charakteryzuje si¢ wyzsza fotolabilno$cia, co
oznacza, ze szybciej i efektywniej ulega rozpadowi pod wptywem promieniowania UV.
Rozerwanie wigzania halogen-wegiel prowadzi do powstania rodnika urydylowego
w pozycji C5 1 moze odbywac si¢ na drodze homolitycznej 1 heterolitycznej, przy czym dla

bromopochodnej zachodzi tylko w sposéb heterolityczny.”!:106:109.110

Ze wzgledu wysoka fotoreaktywnos¢ oraz zdolnos¢ do selektywnego wzbudzania
tiopochodne uracylu, urydyny 1 innych zasad nukleinowych stanowia obiecujace zwiazki
fotosieciujace. Zastgpienie atomu tlenu atomem siatki w pozycji C4 pierScienia
pirymidynowego zmienia rozktad elektronowy czasteczki prowadzac do obnizenia réznicy
energii stanu wzbudzonego 1 podstawowego, a w konsekwencji przesuni¢cia maksimum
absorbcji ku dhluzszym falom — 330-370 nm. To przesunigcie ma ogromne znaczenie,
poniewaz pozwala na wzbudzenie czasteczki promieniowaniem UVA, nieszkodliwym dla
natywnych nukleozydéw i zdrowych tkanek. Siarka jako pierwiastek cigzszy od tlenu
faworyzuje konwersje singlet-tryplet w stanie wzbudzonym. Wysoce reaktywny wzbudzony
stan trypletowy inicjuje biologicznie istotne reakcje fotochemiczne. Z tego stanu mogg
zachodzi¢ trzy typy reakcji: (1) fotoaddycja poprzez tworzenie wigzan kowalencyjnych
migdzy siarkg a zasadami nukleinowymi lub aminokwasami; (2) fotoreakcje typu I oraz typu
IT obejmujace transfer elektronu lub energii do tlenu czasteczkowego z utworzeniem tlenu

singletowego, rodnika hydroksylowego czy anionu ponadtlenkowego; (3) procesy
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fotoredukcji oraz fotooksydacji prowadzace do powstawania adduktow tiolowych,

fotohydratéw czy utlenionych form siarki takich jak sulfotlenki, kwasy sulfonowe.”"

W ponizszym rozdziale okreslone zostaly fotochemiczne wtasciwosci 5-bromo-4-tio-2'-
deoksyurydyny oraz 5-jodo-4-tio-2’-deoksyurydyny przy uzyciu fotolizy stacjonarnej
buforowanych roztworéw badanych zwiazkéw oraz identyfikacji fotoproduktow.
Zsyntetyzowane pochodne zostaty oczyszczone za pomocg wysokosprawnej chromatografii
cieczowej. Roztwory buforowane BrSdU i ISdU naswietlano promieniowaniem UVA
w kilku dawkach, a postep fotolizy monitorowano za pomocg metody HPLC. Stosunki m/z
dla odpowiednich fotoproduktow zarejestrowano z uzyciem techniki LC-MS. Produkty
fotodegradacji BrSdU oraz ISdU wyizolowano z uzyskanych fotolitow za pomoca techniki
HPLC. W celu okreslenia struktur otrzymanych fotoproduktéw dokonano ich
charakterystyki rejestrujagc: widma MS, widma fragmentacyjne MS/MS, widma absorpcyjne
oraz widma 'H NMR, a poszczegdlne produkty poréwnano ze wzorcami. Dodatkowo,
eksperymentalne widma absorpcyjne porownano z widmami absorpcyjnymi

przewidzianymi teoretycznie metodg TD-DFT.
8.7.1 Fotoliza BrSdU oraz ISdU w skali analitycznej — identyfikacja fotoproduktow

Roztwory BrSdU a i ISdU b w kwarcowych kapilarach o stezeniu 10° M w 10 mM
buforze fosforanowym naswietlono promieniowaniem UVA w dawkach: 0, 5, 10, 20, 30
i 40 kJ/m?. Otrzymane fotolity poddano analizie HPLC (Rysunek 13 oraz 15). Rozdziat
chromatograficzny roztworu po fotolizie BrSdU pokazat 6 gléwnych fotoproduktow,
z ktdrych czg$¢ okazata si¢ stabilna, a pozostale ulegaty wtdrnym reakcjom fotochemicznym
lub rozpadowi, wraz ze zwigkszaniem dawki promieniowania. W przypadku ISdU
zaobserwowano 7 fotoproduktéw — 3 niestabilne 1 4 stabilne wraz ze wzrostem dawki UVA

(Rysunek 11).
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Tabela 2. Zidentyfikowane produkty fotolizy roztworow BrSdU i ISAU. W tabeli porownano eksperymentalne wartosci m/z z teoretycznymi,

obliczonymi na podstawie struktury chemicznej z wykorzystaniem oprogramowania ChemSketch (ACD/Labs) oraz przedstawiono proponowang

strukture chemiczng poszczegolnych fotoproduktow (R = 2 '-deoksyryboza).

Nazwa

Fotoprodukt . Eksperym. m/z (M-H) Teoret. m/z (M-H) Struktura
ZWYCZajowa
o]
2’-deoksyurydyna 227,0673 </ zNH
al dU 227,0688 Col13N:04 y :
R o]
Br 0
5-bormo-2’- >_<
a2 deoksyurydyna 304,9780 304,9778 / N
C9H11B1‘N205
BrdU /N—<
R o
s
4-tio-2"-deoksyurydyna <_<
243,0445 74
’ NH
a3 SdU 243,0455 CoHaN,04S S
/ \<
R o
Br OH
dimer 4,5’ -tio-(5-bromo- ’)\‘/s N
4’-hydroksy)- 547,0140 N
ad dideoksyurydynowy 547,0100 Ci3H21BrN4OgS N IN /K
BrSdU-OHdU ©

55



56



Tabela 2. Zidentyfikowane produkty fotolizy roztworow BrSdU i ISAU. W tabeli porownano eksperymentalne wartosci m/z z teoretycznymi,

obliczonymi na podstawie struktury chemicznej z wykorzystaniem oprogramowania ChemSketch (ACD/Labs) oraz przedstawiono proponowang

strukture chemiczng poszczegolnych fotoproduktow (R = 2 '-deoksyryboza).

Fotoprodukt = Nazwa zwyczajowa Eksperym. m/z (M-H)" Teoret. m/z (M-H) Struktura
Br S
dimer 4,5 -tio-(5-bromo- %\(s
TR NH
e | 4-tio) 562.9871 562,9911 | |
dideoksyurydynowy CisH21BrN4OsS» _N N
. R N o
BrSdU-SdU \"/ |
o R
Br
disulfid 5,5 -dibromo- /=§7 0
4,4 -ditio- 642,8971 R—N )—s N—<
a8 dideoksyurydyny 642,8954 C1sHx0BraN:O5S: NS N—R
BrSdU-BrSdU 0 —
Br
b1 Jonjoﬁkowy 126,9055 126,9055 |
| o]
5-jodo-2"-
b2 deoksyurydyna 352,9739 352,9640 ;/ NH
C9H] |IN205
1dU N
R (o)
— (o]
disulfid 4,4 -ditio- R—N/_->—S N—/<
b3 dideoksyurydyny 485,0936 c 4515 ’%8868 ¢ Ss—  \—r
SdU-SdU 1811221N4UJ8D2 4 _
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Tabela 2. Zidentyfikowane produkty fotolizy roztworow BrSdU i ISAU. W tabeli porownano eksperymentalne wartosci m/z z teoretycznymi,

obliczonymi na podstawie struktury chemicznej z wykorzystaniem oprogramowania ChemSketch (ACD/Labs) oraz przedstawiono proponowang

strukture chemiczng poszczegolnych fotoproduktow (R = 2 '-deoksyryboza).

ISdU-ISdU

CisH20I2N4O5sS,

Fotoprodukt = Nazwa zwyczajowa Eksperym. m/z (M-H)" Teoret. m/z (M-H) Struktura
I
disulfid 5-jodo-4.,4"- — o
b4 ditio-dideoksyurydyny 610,0934 . 6&0’3\]7702 S RN )—s, N—/<
1SdU-SdU 1sH21INAO: S 5= hr
4 —
I
disulfid 5,5"-dijodo-4,4'- /=§7 0
L RN
b5 ditio-dideoksyurydyny 736,8941 736,8739 S, N-{
>—N s N—R
$ 4§=/
I
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Pole powierzchni sygnatu [mAU/min]
N
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Rysunek 11. Zaleznos¢ pola powierzchni poszczegolnych sygnatow fotoproduktow
zarejestrowanych przy 260 nm od dawki promieniowania UVA dla fotolizy: A — BrSdU
oraz B — ISdU. Poszczegolnym wykresom przypisano symbole fotoproduktow (al dU;
a2 BrdU,; a3 SdU; a4 BrSdU-OHdAU; a5 BrSdU-SdU, a6 BrSdU-BrSdU; bl I'; b2 I1dU;
b3 SAU-SdU,; b4 ISdU-SdU oraz b5 ISdU-1SdU).

Struktury fotoproduktow dU al, BrdU a2, SdU a3, I" b1 i IdU b2 potwierdzono metoda
poréwnania ze wzorcem. Dzigki fotolizie w skali preparatywnej mozliwa byta izolacja
fotoproduktow BrSdU-OHdU a4, BrSdU-SdU a5, SdU-SdU b3 i ISdU-ISdU bS5 oraz
przeprowadzenie analizy '"H NMR. Struktury tych zwigzkéw rozwigzano z pomocg widm
MS, MS/MS oraz '"H NMR. Struktury wyjatkowo niestabilnych produktéw BrSdU-BrSdU
a6 1 ISAU-SdU b4 zaproponowano na podstawie widm MS i MS/MS oraz literatury.

Struktury oraz sygnaty m/z dla poszczegdlnych zwiazkow przedstawiono w Tabeli 2.
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8.7.2 Charakterystyka powstajacych po naswietleniu produktow dla BrSdU oraz ISdU

Fotoprodukty dU al, BrdU a2, SdU a3 oraz IdU b2

Fotoprodukty dU al, BrdU a2, SdU a3 oraz IdU b2 zidentyfikowano kolejno jako
2’-deoksyurydyne, 5-bromo-2’-deoksyurydyne, 4-tio-2’-deoksyurydyne¢ oraz 5-jodo-2’-
deoksyurydyng¢ na podstawie analizy poréwnawczej ze wzorcami poszczegoélnych
substancji. Zarejestrowane czasy retencji podczas analizy HPLC dla sygnatow
fotoproduktow al, a2, a3 oraz b2 odpowiadaja czasom retencji wzorcow dU, BrdU, SdU
oraz IdU (Rysunek 12). Analizy przeprowadzono w tych samych warunkach
chromatograficznych. Dodatkowo  zarejestrowane widma absorpcyjne  koreluja
z literaturowymi danymi dla dU, BrdU SdU oraz IdU (Rysunek 13: al, a2, a3; Rysunek 15:
b2).

Naswietlanie buforowanych roztworéw zaréwno BrSdU jak 1 ISdU prowadzi do
fotodegradacji wigzania wegiel-halogen w pozycji C5 pierscienia urydynowego. Jest to
typowy mechanizm dla fotochemii halogenopochodnych. W wyniku degradacji powstaje
rodnik urydylowy otwierajacy droge do dalszych reakcji fotochemicznych molekut.
Zaobserwowanymi produktami tej reakcji sa dU al oraz SdU a3. Dla wspolnego
fotoproduktu obu MN — 2’-deoksyurydyny zachodzi reakcja utleniania grupy
tiokarbonylowej do karboksylowej (Tabela 2). W obu przypadkach ilo§¢ SdU a3 wzrasta
wraz ze zwiekszaniem dawki promieniowania, ale po przekroczeniu 30 kJ/m? sygnaly
chromatograficzne wyraznie malejg. Ilos¢ dU al wraz z zwigkszaniem dawki UVA rosnie

wydajniej dla fotolizy BrSdU niz ISdU (Rysunek 11).
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Rysunek 12. Porownanie chromatogramow roztworu BrSdU (A4, B, C) oraz I1SdU (D) po
fotolizie (dawka UVA 30 kJ/m?; czarna linia) z roztworami wzorcéw substancji (niebieska

linia): A—dU, B—BrdU, C—-S8dUiD - 1dU.

Fotoliza obu badanych modyfikowanych nukleozydow prowadzi réwniez do
powstawania zwigzkow halogenopochodnych, w ktorych atom siarki zostal zastapiony
atomem tlenu (Tabela 2). Dla BrSdU w roztworze po fotolizie zaobserwowano wzrost i1lo$¢
produktu a2 BrdU wraz z rosngcg dawka UVA. Inaczej jest w przypadku fotolizy ISdU —
tutaj fotoprodukt b2 IdU przy nizszych dawkach UV A powstaje mato wydajnie, a jego ilos¢

wzrasta po przekroczeniu 20 kJ/m? (Rysunek 11).

Fotoprodukt BrSdU-OHAU a4

Fotoprodukt BrSdU-OHdAU a4 zostat zidentyfikowany poprzez interpretacje¢ widm MS,
MS/MS oraz 'H NMR jako dimer 4,5 -tio-(5-bromo-4’-hydroksy)-dideoksyurydynowy,
BrSdU-OHdU. Obliczony stosunek masy CigH21BrN4OoS do tadunku m/z: [M-H] =
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547,0140 odpowiada wynikowi eksperymentalnemu: 547,0100 (Tabela 2). Widmo
fragmentacyjne pozwolilo na identyfikacje charakterystycznych fragmentow czasteczki
(Rysunek 16), a magnetyczny rezonans jadrowy potwierdzit pozycje poszczegdlnych
podstawnikéw ('"H NMR &H (500MHz, DMSO-d6 ) 11.78 (1H, s, OH), 8.58 (1H, s, Ar-H),
8.39 (1H, s, Ar-H), 6.13 (1H, t, ] = 6.5 Hz, CH), 5.92 (1H, t, ] = 5.8 Hz, CH), 5.26 (2H, d, J
=3.7 Hz, OH), 5.23 (1H, t, ] = 4.6 Hz, OH), 5.10 (1H, t, ] = 4.6 Hz, OH), 4.23 — 4.16 (2H,
m, CH), 3.85 - 3.75 (2H, m, CH), 3.69 — 3.47 (4H, m, CH), 2.29 — 2.23 (1H, m, CH), 2.18
—2.05 (3H, m, CH); Rysunek 22).

Fotoprodukt BrSAU-OHdU b4 to dimer, ktory powstat z czasteczki BrSdU i czasteczki
5-hydroksyurydyny. Pojawienie si¢ 5-hydroksyurydyny w fotolicie wydaje si¢ zgodne
z faktem, ze dla uracylu oraz urydyny fotohydratacja jest jedng z dominujacych reakcji
fotochemicznych w roztworach wodnych. Wraz ze zwigkszaniem dawki promieniowania

ilo$¢ dimeru a2 wzrasta wyktadniczo (Rysunek 11).

Fotoprodukt BrSdU-(S)dU a5

Fotoprodukt BrSdU-(S)dU a5, podobnie jak BrSdU-OHdU a4, zostat zidentyfikowany
na podstawie analizy zarejestrowanych widm MS, MS/MS oraz 'H NMR jako dimer
4,5"-ti0-(5-bromo-4’-tio)-dideoksyurydynowy, BrSdU-(S)dU. Obliczona warto$¢ stosunku
masy do tadunku dla czasteczki o wzorze sumarycznym CigH>1BrN4OgS: wynosi
m/z = 562,9911 [M-H] i jest zgodna z wynikiem eksperymentalnym 562,9871 (Tabela 2).
Fragmentacja czasteczki zarejestrowana przy uzyciu spektrometrii mas pozwolita na
identyfikacje specyficznych fragmentow (Rysunek 17). Analiza widma '"H NMR dodatkowo
potwierdzita pozycje podstawnikéw w strukturze czgsteczki (‘H NMR 8u (500MHz, DMSO-
ds) 13.09 (1H, bs, NH), 8.57 (1H, s, Ar-H), 8.50 (1H, s, Ar-H), 6.07 (1H, t, J = 6.1 Hz, CH),
593 (1H, t, ] = 5.9 Hz, CH), 5.34 — 5.14 (3H, m, OH), 5.09 (1H, t, J = 4.2 Hz, OH), 4.20
(2H, d,J=2.9 Hz, CH), 3.87 — 3.75 (2H, m, CH), 3.71 — 3.44 (4H, m, CH), 2.28 —2.14 (3H,
m, CH), 2.12 - 2.01 (1H, m, CH); Rysunek 23).
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Rysunek 13. Chromatogramy roztworu BrSdU a naswietlonego promieniowaniem UVA
w dawce 30 kJ/m? zarejestrowane przy: A — 260 nm (czarna linia) i B — 330 nm (czerwona
linia) oraz widma absorpcyjne dla powstajgcych fotoproduktow. Poszczegolnym sygnatom
oraz widmom przypisano symbole fotoproduktow (al dU; a2 BrdU; a3 SdU,; a4 BrSdU-
OHAU; a5 BrSdU-SdU,; a6 BrSdU-BrSdU).

Dimer BrSdU-(S)dU a$ sklada si¢ z czasteczki BrSdU, ktora reaguje z rodnikiem
tiourydynowym utworzonym najprawdopodobniej w reakcji dehalogenacji wzbudzone;j
BrSdU. Iloéé¢ fotoproduktu BrSdU-(S)dU a5 wzrasta wraz z dawka UVA do 30 kJ/m?, po

czym maleje, wskazujac na niestabilno§¢ zwigzku lub wtorne reakcje fotochemiczne

(Rysunek 11).
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Fotoprodukt BrSdU-BrSdU a6

Ostatni zinterpretowany produkt BrSAU-BrSdU a6 z fotolizy roztworu BrSdU to disulfid
5,5’-dibromo-4,4"-ditio-dideoksyurydyny, BrSdU-BrSdU. Zwiazek ten okazal si¢ wysoce
niestabilny w roztworze, co uniemozliwilo rejestracje widma 'H NMR. Z tego powodu jego
struktur¢ zaproponowano na podstawie widm MS oraz MS/MS Obliczony stosunek masy
CisH20BroN4OgS,  do  tadunku m/z: [M-H]T = 642,8971 odpowiada wynikowi
eksperymentalnemu: 642,8954 (Tabela 2). Na widmie fragmentacyjnym mozna dostrzec
fragmenty wskazujace na symetri¢ zwigzku — potowa masy jonu pseudomolekularnego
(Rysunek 18). Obserwowano wzrost ilosci dimeru BrSdU-BrSdU a6 wraz ze zwigkszaniem
dawki UVA do warto$ci 20 kJ/m?. Po przekroczeniu tej dawki fotoprodukt ulegat dalszym

reakcjom lub rozpadowi (Rysunek 11).

Fotoprodukt I b1

Pierwszy z pojawiajacych si¢ na chromatogramie z fotolizy ISdU produkt b1 to jon
jodkowy. Zostat zidentyfikowany na podstawie zarejestrowanego widma masowego oraz
danych literaturowych.!? Obliczona warto$¢ stosunku masy do tadunku dla jonu wynosi
m/z: [M] = 126,9055 1 jest zgodna z wynikiem eksperymentalnym 126,9055 (Tabela 2). Jon
jodkowy jest nieorganicznym fotoproduktem i pochodzi z reakcji dehalogenacji ISAU. Ilos¢

fotoproduktu I' b1 wzrasta wraz ze zwigkszaniem dawki UVA (Rysunek 11).

Fotoprodukt SAU-SdU b3

Jednym z obserwowanych dimerow po fotolizie roztworu ISAU jest disulfid 4,4 -ditio-
dideoksyurydyny, SdU-SdU. Przypisanie struktury fotoproduktu przeprowadzono dzigki
wynikom spektrometrii mas, widm fragmentacyjnych (Rysunek 19) oraz widma 'H NMR
("H NMR &y (500MHz, DMSO-de) 8.38 (2H, d, J = 7.1 Hz, Ar-H), 6.77 (2H, d, ] = 7.1 Hz,
Ar-H), 5.99 (2H, t, ] = 6.1 Hz, CH), 5.27 (2H, d, J = 4.4 Hz, OH), 5.06 (2H, t, ] = 5.2 Hz,
OH), 4.25 — 4.13 (2H, m, CH), 3.86 (2H, q, J = 3.7 Hz, CH), 3.59 (2H, q, ] = 6.0, 4.5 Hz,
CH), 3.54 (2H, q, J = 7.3, 5.9 Hz, CH), 2.38 — 2.23 (2H, m, CH), 2.12 — 1.94 (2H, m, CH);
Rysunek 24). Obliczony stosunek masy CisH22N4OsS2 do tadunku m/z: [M-H] = 485,0806
odpowiada wynikowi eksperymentalnemu: 485,0936 (Tabela 2). Wyniki magnetycznego
rezonansu jadrowego bardzo dobrze obrazuja symetri¢ dimeru, ktory sktada si¢ z dwoch
czasteczek SAU potaczonych mostkiem disiarczkowym. Roéwniez na fragmentacyjnym

widmie masowym mozna wyodrgbni¢ mas¢ bedaca potowa masy jonu pesudmolekularnego.
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Po fotochemicznym rozpadzie wigzania C5-1 moze utworzy¢ si¢ rodnik przy weglu C5
pierécienia pirymidynowego, a nastepnie ulec przeniesieniu na atom siarki.!”” Reakcja
dwoch rodnikoéw tiolowych moze prowadzi¢ do powstania dimeru przez wigzanie S-S.

Dimer ten powstaje wydajniej wraz ze wzrostem dawki naswietlania i nie ulega rozpadowi

(Rysunek 11).

Fotoprodukt ISAU-SdU b4

Kolejnym powstajacym w fotolizie roztworu ISdU dimerem jest disulfid 5-jodo-4,4"-
ditio-dideoksyurydyny, ISdU-SdU b4, ktory zostat zaproponowany na podstawie wynikow
analizy masowej oraz masowej analizy fragmentacyjnej (Rysunek 20). Obliczona warto$¢
stosunku masy do tadunku dla jonu wynosi m/z: [M-H] =610,9772 i jest zgodna z wynikiem
eksperymentalnym 610,9934 (Tabela 2). Z uwagi na wysoka niestabilno$¢ fotoproduktu
rejestracja widma '"H NMR sie nie powiodta. Zaobserwowano rozpad produktu ISdU-SdU
b4 po liofilizacji do zwigzku SdU-SdU b3 oraz ISAU-ISAU bS (Rysunek 14). Po dtuzszym
przechowywaniu roztworu w temperaturze pokojowej wida¢ tez rozpad zwigzku do
2’-deoksyurydyny. Dodatkowo na widmach '"H NMR, ktére probowano zarejestrowaé dla
fotoproduktu b4 mozna wskaza¢ sygnaty odpowiadajace wszystkim trzem fotoproduktom:
b3, b4 oraz b5.
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Rysunek 14. Chromatogram roztworu fotoproduktu I1SAU-SdU b4 w buforze fosforanowym
(10 mM, pH 7) po oczyszczeniu na HPLC oraz liofilizacji.

Disulfid ISdU-SdU b4 moze powstawa¢ w wyniku rekombinacji dwoch rodnikow
tiolowych pochodzacych z roznych czasteczek: ISAU oraz SdU. Zajécie takiej reakcji
dowodzi wspotistnienia obu typdéw rodnikow tiolowych w srodowisku reakcji. Fotoprodukt
ISdU-SdU b4 powstaje wydajnie ze wzrostem dawki do 30 kJ/m?, po czym jego ilo$é maleje,

potwierdzajac obserwowang niestabilno$¢ zwiazku. (Rysunek 11).
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Fotoprodukt ISAU-1SAU b5

Kolejnym fotoproduktem jest disulfid 5,5°-dijodo-4,4"-ditio-dideoksyurydyny, ISdU-
ISdU, ktéry zidentyfikowano na podstawie zarejestrowanych widm MS, MS/MS (Rysunek
21) oraz 'H NMR. Obliczony stosunek masy CisH20I2N4OsS; do tadunku m/z: [M-H] =
736,8739 odpowiada wynikowi eksperymentalnemu: 736,8941 (Tabela 2). Zarejestrowane
widmo fragmentacyjne pozwolito na potwierdzenie obecnosci charakterystycznych
fragmentoéw czasteczki (Rysunek 21), a magnetyczny rezonans jadrowy wskazal pozycje
poszczegblnych podstawnikow ("H NMR &u (500MHz, DMSO-de) 8.63 (2H, s, Ar-H), 5.93
(2H, t, J = 5.8 Hz, CH), 5.26 (4H, t, J = 5 Hz, OH), 4.22 — 4.16 (2H, m, CH), 3.83 (2H, q, J
=3.6 Hz, CH), 3.66 (2H, dt, ] = 12.1, 3.8 Hz, CH), 3.55 (2H, dt, J = 12.1, 3.8 Hz, CH), 2.31
—2.21 (2H, m, CH), 2.15 — 2.06 (2H, m, CH); Rysunek 25).

Za powstanie produktu ISdU-ISAU b5 odpowiedzialne s3 dwa identyczne tiorodniki
czasteczek ISAU, ktore w wyniku rekombinacji moga tworzy¢ mostek disiarczkowy
1 w konsekwencji dimer ISAU-ISdU bS5. Ilos¢ fotoproduktu wzrasta wraz ze zwigkszaniem
dawki do 20 kJ/m?, a nastgpnie gwaltownie maleje, najprawdopodobniej wskutek wtérnych

reakcji fotochemicznych (Rysunek 11).
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Rysunek 15. Chromatogramy roztworu ISdU b naswietlonego promieniowaniem UVA

w dawce 30 kJ/m? zarejestrowane przy: A — 260 nm (czarna linia) i B — 330 nm (czerwona

linia) oraz widma absorpcyjne dla powstajgcych fotoproduktow. Poszczegolnym sygnatom
oraz widmom przypisano symbole fotoproduktow (b1 I'; b2 1dU; b3 SAU-SdU; b4 1SdU-
SdU oraz b5 1SdU-15dU).
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Rysunek 22. Widmo 'H NMR dla fotoproduktu a4 BrSdU-OHAdU. 1H NMR 6H (500MHz, DMSO-d6) 11.78 (1H, s, OH), 8.58 (1H, s, Ar-H), 8.39
(IH, s, Ar-H), 6.13 (1H, t, J = 6.5 Hz, CH), 5.92 (IH, t, J = 5.8 Hz, CH), 5.26 (2H, d, J = 3.7 Hz, OH), 5.23 (IH, t, J = 4.6 Hz, OH), 5.10 (1H, t,
J=4.6 Hz, OH), 4.23 —4.16 (2H, m, CH), 3.85 - 3.75 (2H, m, CH), 3.69 — 3.47 (4H, m, CH), 2.29 - 2.23 (IH, m, CH), 2.18 — 2.05 (3H, m, CH).
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Rysunek 23. Widmo 'H NMR dla fotoproduktu a5 BrSdU-SdU. 1H NMR 6H (500MHz, DMSO-d6) 13.09 (1H, bs, NH), 8.57 (1H, s, Ar-H), 8.50
(IH, s, Ar-H), 6.07 (1H, t, J = 6.1 Hz, CH), 5.93 (IH, t, J = 5.9 Hz, CH), 5.34—5.14 (3H, m, OH), 5.09 (1H, t, J = 4.2 Hz, OH), 4.20 (2H, d, J =
2.9 Hz, CH), 3.87—3.75 (2H, m, CH), 3.71 — 3.44 (4H, m, CH), 2.28 — 2.14 (3H, m, CH), 2.12 — 2.01 (1H, m, CH).

85



86



B3

no~ "2, -0
CH™™\ / \ OH
I CcHN o CTS NG ,CHac
/CH.CHZ \c._N/ S—C/ N"’HC\ éH
HO N K
o// CH-CH o~ ‘CHZOH
E(t) G (q) K (m)
5.06 3.86 2.04
A(d) B (d) C(t) D (d) F(m) H(q) 1 (m)
8.38 6.77 5.99 5.27 4.18 3.59 2.32
I[qJ
3.54
N A . ) i
T ) Lo T T
50 85 30 70 65 60 55 50 .5 10 55 50 25 20 L5 10 05 00
13 [ppm]

Rysunek 24.Widmo 'H NMR dla fotoproduktu b3 SAU-SdU. (500MHz, DMSO-d6) 8.38 (2H, d, J = 7.1 Hz, Ar-H), 6.77 (2H, d, J = 7.1 Hz, Ar-H),
5.99(2H, t,J=6.1 Hz, CH), 5.27 (2H, d, J = 4.4 Hz, OH), 5.06 (2H, t, J = 5.2 Hz, OH), 4.25 — 4.13 (2H, m, CH), 3.86 (2H, ¢, J = 3.7 Hz, CH),
3.59(H, q, J=6.0, 4.5 Hz, CH), 3.54 (2H, q, J = 7.3, 5.9 Hz, CH), 2.38 — 2.23 (2H, m, CH), 2.12 — 1.94 (2H, m, CH).
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Rysunek 25. Widmo 'H NMR dla fotoproduktu bS5 ISdU-ISAU. (1H NMR SH (500MHz, DMSO-d6) 8.63 (2H, s, Ar-H), 5.93 (2H, t, J = 5.8 Hz,
CH), 5.26 (4H, t, J = 5 Hz, OH), 4.22 — 4.16 (2H, m, CH), 3.83 (2H, q, J = 3.6 Hz, CH), 3.66 (2H, dt, J = 12.1, 3.8 Hz, CH), 3.55 (2H, dt, J =
12.1, 3.8 Hz, CH), 2.31 — 2.21 (2H, m, CH), 2.15 — 2.06 (2H, m, CH).
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8.7.3 Obliczenia kwantowochemiczne — porownanie teoretycznych

1 eksperymentalnych widm absorpcyjnych

Dodatkowym narzgdziem do identyfikacji poszczegdlnych struktur produktéw fotolizy
BrSdU oraz ISdU byly obliczenia wykonane na poziomie teorii funkcjonalu gestosci
zaleznej od czasu (metoda TD-DFT) w pakiecie Gaussian09. Obliczone widma absorpcyjne
dla substratow fotoreakcji (BrSdU i ISdU) oraz fotoproduktow poréwnano z widmami

eksperymentalnymi zarejestrowanymi podczas analiz chromatograficznych.

Aby jak najlepiej odwzorowaé¢ dane eksperymentalne widm absorpcyjnych substratow
fotoreakcji, do optymalizacji geometrii oraz obliczen widma wykorzystano pi¢¢ réznych
funkcjonatow: B3LYP, CAM-B3LYP, M06-2X, PBEO oraz «B97XD w potaczeniu
z odpowiednimi bazami funkcyjnymi. Dla BrSdU wykorzystano standardowa baze
6-31++G(d,p). Z uwagi na brak bazy 6-31++G(d,p) dla jodu, przy obliczeniach dla ISdU
uzyto bazy DGDZVP, ktéra podobnie jak baza 6-31G(d,p) jest baza z podwodjnie
rozszczepiong powtoka i funkcjami polaryzacyjnymi, do ktérej dodano funkcje dyfuzyjne
(DGDZVP++). Wszystkie obliczenia byly prowadzone w wodzie w modelu cigglym
rozpuszczalnika (PCM). Porownanie wynikow teoretycznych widm absorpcyjnych BrSdU
1 ISdU z eksperymentalnymi wskazuje, ze funkcjonat B3LYP najtrafniej opisuje pozycje
1 wzgledne intensywnosci pasm absorpcji — szczeg6lnie w zakresie 345-350 nm (Rysunek
26; Tabela 3). Inne testowane funkcjonaty, M06-2X, CAM-B3LYP 1 ®B97XD, daja znaczne
przesunigcia maksimum absorpcji w strone krotszych fal, co skutkuje przeszacowaniem
energii wzbudzenia. Funkcjonat PBEO oddaje wyniki z umiarkowang zgodno$cia
w poréwnaniu do danych eksperymentalnych, ale jest mniej precyzyjny niz B3LYP np.

w przypadku niskoenergetycznego przejscia n—m*.
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Tabela 3. Potozenie maksimow absorpcji (nm) oraz ich intensywnosci dla roznych metod

obliczeniowych porownane z wartosciami eksperymentalnymi. Wszystkie obliczenia

przeprowadzono z uwzglednieniem solwatacji w wodzie (model PCM) oraz

z zastosowaniem bazy 6-31++G(d,p) dla BrSdU lub DGDZVP++ dla ISdU w programie

Gaussian09. Dla wynikow teoretycznych dodatkowo pokazano stany o sile oscylatora

f>0,05 lub te, ktore sq najblizsze wartosciom eksperymentalnym.

Wartosci maksimow absorpcji

. CAM-

Zwiazek Eksperyment B3LYP B3LYP M06-2X PBEO wB98xD
326,50nm 307,07nm 310,48nm 317,77nm 306,45nm
£=03916  f=0,4996  f=0,4961  f=0,4128  £=0,4934
275,70nm  250,57nm  250,54nm  264,80nm  249,79nm
£=0,0543  £=0,0520  f=0,0462  £=0,0647  £=0,0583
247,56nm  222,04nm  223,59nm  239,05nm  221,38nm
£=0,1265  =0,1123  £=0,1095  £=0,1045  =0,1189
20546nm  204,96nm  213,30nm  211,78nm  209,81nm
345nm £=02160  £=0,0847  £=0,0380  f=0,0394  =0,0226
BrSdU 250nm 20471nm  190.14nm  206,87nm  207,53nm 199, 74nm
207nm £=0,1348  £=0,1340  £=0,0458  £=0,0196  £=0,0859
203,62nm 186,79nm 191,76nm 199,03nm 189,55nm
£=0,1256  £=0,0677  f=0,1079  =0,2067  £=0,1201
186,60nm  189,170m  19828nm  186,06nm
20,1036 £=0,1540  £0,1208  £=0,2751

186,14nm 188,04nm

£=0,1409  £=0,1213
334,52nm 308,72nm 309,71nm 323,24nm 307,95nm
0,2767 £=0,4365  =0,4426  f=0,3087  £=0,4265
286,63nm 255,26nm 251,33nm 273,62nm 257,26nm
0,1368 £=0,0718  £=0,0477  £=0,1361  =0,0412
252,68nm 226,93nm 227,20nm 243,23nm 252,82nm
0,1445 £=0,1378  £=0,1407  =0,1156  =0,0606
350mm 217,56nm  216,57nm  215,66nm  213,52nm  225,68nm
0.3258 £-0,0294  £=0,0337  =0,0453  £=0,1474
ISdU 248nm ’ 207,06nm  210,68nm  211,57nm  202,21nm
212nm =0,0791 =0,0285 =0,0330 =0,0837
204,78nm 208,46nm 208,66nm 198,54nm
£=0,0509  £0,0339 03814  £=0,0729
193,37nm 204,46nm 192,14nm
f=0,3698  f=0,0467 £=0,3910

192,80nm

£-0,3942
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Rysunek 26. Widma absorpcyjne dla BrSdU oraz ISdU zarejestrowane eksperymentalnie

(gorny panel) oraz obliczone teoretycznie z uzyciem roznych funkcjonatow (dolny panel).

Metode TD-DFT wykorzystujaca funkcjonal B3LYP zastosowano do przewidzenia
widm absorpcyjnych dla produktow fotolizy BrSdU oraz ISdU. Rysunki 27 oraz 28
przedstawiajg porownanie widm uzyskanych eksperymentalnie oraz obliczeniowo dla

wszystkich fotoproduktow.

Fotoliza roztworu BrSdU prowadzi do powstania sze$ciu gtoéwnych fotoproduktow,
a ISdU siedmiu (z czego dwa sg wspdélne z produktami bromopochodnej). Dla
fotoproduktow, ktore zostaty zidentyfikowane na podstawie wzorcow, czyli dU al (Rysunek
27a), BrdU a2 (Rysunek 27b), SdU a3 (Rysunek 27c¢) oraz IdU b2 (Rysunek 28b) widma
eksperymentalne charakteryzuja si¢ dwoma gtownymi pasmami absorpcyjnymi (dla a3 SdU
rozrozniamy trzy maksima). Obliczenia TD-DFT bardzo dobrze odwzorowuja potozenie
tych pasm, cho¢ obserwuje si¢ niewielkie rdznice w ich intensywnosci. Zbieznos¢ ksztattu
sugeruje poprawnos$¢ identyfikacji produktu. Dla produktéow dU al, BrdU a2 oraz SdU a3
obserwuje si¢ przesunigcia hipsochromowe widma teoretycznego wzgledem obliczonego,
co jest cechg obliczen TD-DFT. Dodatkowo funkcjonat B3LYP posiada tendencje do

niedoszacowywania dhugosci fali (przeszacowywania energii przejs¢). Inaczej jest
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w przypadku fotoproduktu IdU b2, dla ktérego widmo obliczone jest przesunigte w kierunku
fal dtuzszych niz eksperymentalne (Rysunek 28B). Tego typu przesuni¢cie moze wynikad
z obecnosci cigzkiego atomu jodu, ktéry znaczaco wplywa na charakter standow
elektronowych ukladu oraz ograniczenia zastosowanego poziomu teorii. Widmo
eksperymentalne fotoproduktu BrSAU-OHAU a4 (Rysunek 27D) charakteryzuje si¢ trzema
wyraznymi maksimami i taka sama ilo$¢ przej$¢ jest odzwierciedlona na obliczonym
widmie. Dla tego drugiego obserwuje si¢ przesunigcie hipsochromowe oraz wyrazne
obnizenie intensywnos$ci pasm przy okoto 270 oraz 320 nm. Podobnie mozna opisaé
poréwnanie widm absorpcyjnych eksperymentalnego z obliczonym dla produktu BrSdU-
SdU a5 (Rysunek 27E). Obserwuje si¢ podobne przesunigcie oraz obnizenie maksimow.
Ostatni fotoprodukt dla BrSdU to disulfid BrSdU-BrSdU a6 (Rysunek 27F). Tutaj widmo
eksperymentalne posiada trzy maksima, ale tylko z dwoma pokrywa si¢ widmo teoretyczne
— przy 225 nm i 331 nm. Dla pierwszego obserwuje si¢ przesuni¢cie hipsochromowe,
natomiast kolejne maksimum teoretyczne jest znacznie bardziej rozciggni¢te w poréwnaniu
do zmierzonego. Obecno$¢ mostka disiarczkowego wplywa na redystrybucje gestosci
elektronowej w czasteczce, co moze dodatkowo wzmacnia¢ efekt przesuniecia i zmieniac

intensywnos$¢ obserwowanych pasm.
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Rysunek 27. Porownanie widm absorpcyjnych eksperymentalnych (fioletowa linia)

z obliczonymi teoretycznie (zielona lina;, DT-DFT, B3LYP, baza funkcyjna 6-31++G(d,p))
dla produktow fotolizy BrSdU: A —al dU; B — a2 BrdU; C —a3 SdU; D — a4 BrSdU-
OHdAU; E — a5 BrSdU-SdU oraz F — a6 BrSdU-BrSdU. Przy poszczegolnych widmach

przedstawiono struktury fotoproduktow (R = 2 '-deoksyrboza).
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Zarejestrowane widmo absorpcyjne fotoproduktu I" b1 (Rysunek 28A) pochodzacego
z fotolizy ISAU posiada maksimum w okolicy 228 nm. Na widmie teoretycznym jest ono
lekko przesuniete w strone krotszych fal. Mimo niedoskonatosci metody TD-DFT, widmo
teoretyczne bardzo dobrze przewiduje wynik eksperymentalny. Widmo eksperymentalne
SdU-SdU b3 (Rysunek 28C) charakteryzuje si¢ dwoma pasmami: pierwsze intensywne przy
246 nm oraz drugie, szersze, z maksimum w okolicy 333 nm. Widmo obliczeniowe dobrze
odwzorowuje ogolny profil spektralny, ale mozna zauwazy¢ tez przesunigcie batochromowe
wzgledem eksperymentu — maksimum absorpcji pojawia si¢ przy dtuzszej dtugosci fali niz
w eksperymencie. Moze to wynika¢ z niedoszacowania energii przej$¢ n—mn* przez
zastosowang metode. Zwigzek ISAU-SAU b4 (Rysunek 28D) posiada widmo absorpcyjne
z trzema maksimami, a dla ostatniego widoczny jest wptyw cigzkiego atomu — jodu,
w porownaniu do widma SdU-SdU b3. Obserwowane pasma na widmach teoretycznych
i eksperymentalnych maja podobny przebieg. Gldéwne maksimum o wysokiej energii jest
dobrze odwzorowane, natomiast nizsze pasma sg nieznacznie przesunigte batochromowo na
widmie obliczonym. Dodatkowo, intensywno$¢ absorpcji na widmie teoretycznym jest
przeszacowana w zakresie 300-340 nm. Moze to wynika¢ z obecno$ci jodu zwickszajacego
polaryzowalno$¢ uktadu. Dla fotoproduktu ISAU-ISdU bS (Rysunek 28E) obliczone widmo
bardzo dobrze oddaje ogélny ksztalt i potozenie pasm. Wyzej energetyczne pasmo na
widmie teoretycznym jest przesunigte hipsochromowo, pozostate pasma sa zgodne

z eksperymentem.
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Rysunek 28. Porownanie widm absorpcyjnych eksperymentalnych (fioletowa linia)
z obliczonymi teoretycznie (zielona lina; DT-DFT, B3LYP, baza funkcyjna DGDZVP++)
dla produktow fotolizy ISAU: A —bl I'; B— b2 1dU; C— b3 SdU-SdU; D — b4 ISAU-SdU
oraz E — b5 ISAU-1SdU (produkty fotolizy wspolne z BrSdU al oraz a3 przedstawiono na

Rysunku 27). Przy poszczegolnych widmach przedstawiono struktury fotoproduktow

(R =

2'-deoksyrboza).

97



8.7.4 Dyskusja wynikow

Fotoliza 5-halogenowanych tiopochodnych urydyny (BrSdU oraz ISdU) w buforze
fosforanowym prowadzi do licznych przemian fotochemicznych. W wyniku ekspozycji na
promieniowaniec UVA zaobserwowano szereg produktéw — zaréwno prostych
monomerycznych, jak i bardziej ztozonych dimeréw, ktérych identyfikacje przeprowadzono
na podstawie pordwnania z wzorcami (dla czesci zwigzkéw), analiz HPLC, spektrometrii
mas (MS, MS/MS) oraz spektroskopii 'H NMR. Z wykorzystaniem metod TD-DFT zostaty
tez obliczone teoretyczne widma absorpcyjne otrzymanych fotoproduktow. Ich porownanie
z danymi eksperymentalnymi jest dodatkowym dowodem potwierdzajacym poprawnos¢

proponowanych struktur.

Wsp6lnymi fotoproduktami dla obu modyfikowanych nukleozydow sa 2’ -deoksyurydyna
(dU al) oraz 4-tio-2"-deoksyurydyna (SdU a3), powstajace najprawdopodobniej w wyniku
homolitycznego rozpadu wigzania C-X 1 utworzenia rodnika urydylowego. W dalszych
etapach reakcji moze dochodzi¢ do utlenienia grupy tiokarbonylowej lub rekombinacji
rodnikow tiolowych, prowadzacych do powstawania szeregu dimeréw disiarczkowych.
Generowanie dU al zachodzi efektywniej dla BrSdU niz ISdU, wraz ze wzrostem dawki
promieniowania. SAU a3 powstaje wydajnie zar6wno w wyniku fotolizy BrSdU jak 1 ISdU.
Posrod produktow fotolizy obu MN znajduja si¢ ich halogenowe odpowiedniki. Dla BrSdU
obserwujemy pojawianie si¢ S-bromo-2’-deoksyurydyny (BrdU a2), a dla ISdU 5-jodo-2"-
deoksyurydyny (IdU b2). Oba zwigzki wraz ze wzrostem dawki promieniowania powstaja
wydajnie dla obu badanych MN. Pozostatymi produktami fotolizy BrSdU sa dimery:
BrSdU-OHdU a4 (dimer 4,5'-tio-(5-bromo-4’-hydroksy)-dideoksyurydynowy), BrSdU-
(S)dU aS$ (dimer 4,5 -tio-(5-bromo-4’-tio)-dideoksyurydynowy i BrSdU-BrSdU a6 (disulfid
5,5’-dibromo-4,4"-ditio-dideoksyurydyny). Powstawanie tych produktow moze by¢
zwigzane z rekombinacja rodnikdéw tiolowych, a takze wystgpowaniem reakcji
fotohydratacji dla BrSdU-OHdU a4 1 dalszych przemian czasteczkowych. Produkt a4 jest
stabilny, a jego ilo$¢ wrasta wraz z dawka UV A, natomiast pozostate dwa aS oraz a6 s3
fotoproduktami niestabilnymi. Zwigzek a6 najwydajniej powstaje przy niskich dawkach
UVA, a po przekroczeniu 20 kJ/m? jego ilo§¢ spada. W fotolicie ISdU zaobserwowano dwa
symetryczne dimery: SAU-SAU b3 (disulfid 4,4’-ditio-dideoksyurydyny) i ISAU-ISdU b5
(disulfid 5,5 -dijodo-4,4"-ditio-dideoksyurydyny) oraz jeden niesymetryczny ISAU-SdU b4
(disulfid 5-jodo-4,4"-ditio-dideoksyurydyny). Produkty b4 oraz b5 okazatly si¢ niestabilne
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po naswietlaniu wyzszymi dawkami promieniowania UVA, w odréznieniu od b3, ktérego

1lo$¢ wzrastala wraz ze wzrostem dawki.

Otrzymane wyniki fotolizy BrSdU oraz ISdAU warto poréwna¢ z wynikami badan
fotochemicznych grupy Skalskiego.!®!'® W badaniach tych grupy hydroksylowe reszty
cukrowej zastgpiono grupa acylowa, a naswietlanie przeprowadzano w mieszaninie
woda:acetonitryl (1:1, v:v). W przypadku bromopochodnej zaobserwowano gléwnie
tworzenie dwoch typow fotoadduktoéw. Pierwszy z nich powstaje w wyniku reakcji [2+2]
fotoaddycji, ktorej towarzyszy eliminacja atomow bromu oraz utworzenie wigzan C4—S—C5'
1 C5—C4'. Drugi produkt powstaje poprzez potaczenie dwdch czasteczek za posrednictwem
wigzania C4-S—-C5’ z utworzeniem dimeru BrSdU-SdU. Poréwnujac rezultaty grupy
poznanskiej z wynikami uzyskanymi w niniejszej pracy mozna zauwazy¢, ze fotoprodukt
BrSdU-SdU a$ odpowiada strukturze opisywanej przez grupe Skalskiego. W przypadku
fotolizy ISAU, autorzy pracy wykazali powstawanie jonu jodkowego, SAU oraz dimerow
ISdU-SdU oraz ISdU-ISdU — wszystkie te fotoprodukty powstawaty rowniez w warunkach
zastosowanych w niniejszej pracy. Skalski 1 wspotpracownicy zaproponowali mechanizm
indukowanego fotochemicznie pgknigcia wigzania C5-1 z utworzeniem krétko zyjacego
rodnika urydylowego, po ktorym nast¢puje przeniesienie atomu wodoru N3-H — C5-H,
sprzezone z przeniesieniem rodnika na atom siarki. Powstawanie fotoproduktow
niezawierajacych halogenu wskazuje, ze rozerwanie wigzania C5-I jest pierwotnym etapem

fotochemicznym, a atom siarki jest reaktywnym centrum czasteczki.

Poréwnanie widm UV produktow fotolizy buforowanych roztworow BrSdU oraz ISdU
zarejestrowanych podczas analiz chromatograficznych z wynikami teoretycznymi
uzyskanymi metoda TD-DFT to kolejna metoda pozwalajaca na identyfikacje
fotoproduktow. Do obliczen wykorzystano funkcjonat B3LYP najlepiej oddajacy wyniki
eksperymentalne zardwno pod wzglgdem pozycji pasm absorpcyjnych, jak i ich wzglgednych
intensywnoéci. Swiadczy to o whasciwym doborze metodologii obliczeniowej do analizy
badanych uktadow. Wysokie podobienstwo migdzy obliczonymi a eksperymentalnymi
widmami absorbcji dla wigkszo$ci produktow fotolizy zarowno BrSdU jak i ISAU pozwala
na wiarygodna identyfikacje struktur fotoproduktow powstatych w warunkach fotolizy
stacjonarnej. Widma struktur potwierdzonych na podstawie poréwnania ze wzorcem, takie
jak dU al, BrdU a2, IdU b1, stanowia przyklad bardzo dobrej korelacji, potwierdzajace;j

poprawnos$¢ przypisania struktury do danego widma. Rowniez widma obliczeniowe
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fotoproduktow bardziej ztozonych: BrSdU-OHAU a4, BrSdU-(S)dU aS czy ISdU-ISdU b5
wykazuja wysoka zgodno$¢ z widmami eksperymentalnymi zarowno pod wzgledem liczby

pasm, intensywnosci, jak i ich potozenia.

W przypadku wigkszosci fotoproduktow obserwowano dobrg zgodnos$¢ ogolnego
ksztattu widm oraz liczby pasm absorpcyjnych. Gtowne przejscia n—n*, zlokalizowane
w zakresie wyzszych energii, byly relatywnie dobrze odwzorowywane w obliczeniach.
Wigksze rozbieznosci dotyczyly pasm o nizszej energii, zwykle przypisywanych przejsciom
n—n*. W kilku przypadkach porownywania widm teoretycznych z doswiadczalnymi, np.
dla SdU a3, SdU-SdU b3 czy ISdU-SdU b4 zaobserwowano niewielkie przesunigcia
hipsochromowe czy batochromowe maksimow absorpcji lub niedoktadne odwzorowanie
intensywnos$ci pasm. Dla widm fotoproduktéw zawierajacych atomy jodu rozbieznos$ci byty
bardziej wyrazne niz dla zwigzkow zawierajacych wylacznie siarkg lub brom. Obecnos¢
cigzkich atomoéw zwigksza polaryzowalno$¢ uktadu i wptywa na lokalizacje poziomow
energetycznych, co nie zawsze moze by¢ w pelni odwzorowywane przez standardowe
funkcjonaty. Dodatkowo, zastosowany model rozpuszczalnika upraszcza oddzialywania
czasteczek z otoczeniem, co moze prowadzi¢ do niedoszacowania efektow specyficznych
ich interakcji. Pomimo tych rdéznic, uzyskane widma obliczeniowe mieszczg si¢
w akceptowalnych granicach 1 potwierdzaja przypisania struktur poszczegdlnym

fotoproduktom.
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8.8 Uszkodzenia modelowego DNA punktowo znakowanego BrSdU

indukowane promieniowaniem z zakresu UVA

Halogenowane pochodne 4-tio-2"-deoksyurydyny — BrSdU i ISdU po wbudowaniu do
DNA mogg inicjowac rozne Sciezki reakcji fotochemicznych indukowane promieniowaniem
UVA. W przypadku 6-tioguaniny czy 4-tiotymidyny dobrze poznanym mechanizmem
fotouczulania jest generowanie tlenu singletowego, jednak w warunkach hipoksji, typowych
dla nowotworow litych, proces ten moze nie by¢ wydajny. Obecno$¢ atomu siarki
w pierécieniu zasady sprzyja tez powstawaniu wigzan sieciujgcych DNA. 74848990 7 drugie;
strony, fotochemia oligonukleotydow znakowanych BrdU czy IdU jest dobrze opisana
w literaturze 1 dotyczy przede wszystkim mechanizmu dalekozasiggowego transferu
elektronu prowadzacego do pgknie¢ nici DNA. Szczegodlnie podatne na ET s3 sekwencje
zawierajace fragment 5'-(G/C)AAXUT-3".!?> Mozna wigc przypuszczaé, ze w przypadku
BrSdU 1 ISdU, w zaleznosci od sekwencji nukleotydowej, beda dominowaty produkty typu
sieciowania i/lub jednoniciowe pekniecia DNA (SSB). Wlaczenie badanych nukleozydow
do biopolimeru daje mozliwo$¢ bezposredniej interakcji MN z matryca DNA, co zwigksza
prawdopodobiefistwo powstawania stabilnych, trudnych do naprawy uszkodzef. Analiza
fotoreaktywnosci BrSdU i1 ISdU w modelowych oligonukleotydach pozwala nie tylko
zidentyfikowa¢ dominujace mechanizmy uszkodzen, ale rowniez oceni¢ potencjal tych

fotosensybilizatorow w terapii fotodynamicznej nowotworow.

8.8.1 Charakterystyka i oczyszczenie oligonukleotydéw znakowanych 5-bromo-4-tio-

2’-deoksyurydyng oraz hybrydyzacja nici komplementarnych

Do badan nad fotochemia DNA znakowanego 5-bromo-4-tio-2’-deoksyurydynag
wykorzystano szes¢ syntetycznych oligonukleotydéw (ODN) sktadajacych si¢ z 30 zasad,
z ktorych trzy zawieraty punktowe podstawienie BrSdU w jednej, $cisle okreslonej pozycji.
Oligonukleotydy dobrano parami tak, aby utworzyly dwuniciowe struktury DNA (dsDNA),
w ktorych tylko jedna z nici jest modyfikowana. Otoczenie miejsca podstawienia BrSdU
zostalo celowo zroznicowane, by umozliwi¢ ocen¢ wptywu lokalnego kontekstu
sekwencyjnego na efektywno$¢ 1 rodzaj fotoreakcji, w szczegdlnosci mechanizmu
dalekozasiggowego transferu elektronu (ET). Do badan wybrano nastepujace sekwencje

(Tabela 4):

101



e ODNI1 (5-TAT CTA GAC AGG AAUBSY TAC TCA TAT CAG TCA-3") oraz
komplementarng do niej ODN2 (5'-TGA CTG ATA TGA GTA ATT CCT GTC
TAG ATA-3"). Dupleks ODN1:ODN2 reprezentuje sekwencj¢ najbardziej podatng
na dalekozasiggowy transferu elektronu. Otoczenie modyfikowanej urydyny

przyjmuje uktad tzw. ,,hot-spot” dla mechanizmu ET.

e ODN3 (5-TAT CTA GAC AGC AAUPBSIU AAC TCA TAT CAG TCA-3") oraz
komplementarng do niej ODN4 (5'-TGA CTG ATA TGA GTT ATT GCT GTC
TAG ATA-3"). Po hybrydyzacji nici modyfikowana urydyna znajduje si¢
w otoczeniu uktadu sprzyjajacego dla ET. Tutaj donorem elektronu moze by¢
guanina obecna w nici komplementarnej. Ten uktad zasad sprzyja zajSciu

dalekozasiegowego transferu elektronu w sekwencji znakowanej BrdU.!*!

e ODNS (5-TAT CTA GAC ACA GGUPBSY TAC TCA TAT CAG TCA-3") oraz
komplementarng do niej ODN6 (5'-TGA CTG ATA TGA GTA ACC TGT GTC
TAG ATA-3"). Obecno$¢ guanin od strony 5° znakowanej urydyny powinna
hamowac¢ zajscie dalekozasiegowego transferu elektronu — oderwany elektron moze
ulec rekombinacji, zanim nastapi oderwanie atomu halogenu (wsteczny transfer

elektronu).!??

Tak zaprojektowane 30-merowe sekwencje powinny umozliwi¢ systematyczne
poréwnanie wptywu otoczenia znakowanej zasady na efektywno$¢ fotoreakcji catego

biopolimeru.

Tabela 4. Sekwencje oligonukleotydow wykorzystanych w badaniach ze wskazaniem

podatnosci na fotochemicznie indukowany dalekozasiegowy transfer elektronu.

Nazwa Sekwencja Wrazliwo$¢
(5=23) dupleksu na ET

ODNI1 | TAT CTA GAC AGG AAUP™S TAC TCA TAT CAG TCA

ODN2 ATA GAT CTG TCC TTA ATG AGT ATA GTC AGT Wysoka

ODN3 | TAT CTA GAC AGC AAUBSY AAC TCA TAT CAG TCA o

ODN4 ATA GAT CTG TCG TTA TTG AGT ATA GTC AGT Srednia

ODN5 | TAT CTA GAC ACA GGUP™U TAC TCA TAT CAG TCA .

ODNG6 ATA GAT CTG TGT CCA ATG AGT ATA GTC AGT Niska
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Wszystkie wykorzystane w badaniach oligonukleotydy zostaly zsyntezowane metoda
amidofosforynowg na podlozu statym przez prof. Ryszarda Kierzka z Instytutu Chemii
Bioorganicznej Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu. Po uwolnieniu biopolimeréw ze ztoza
1 deprotekcji grup ochronnych przeprowadzono oczyszczanie chromatograficzne. W tym
celu wykorzystano denaturujaca wysokosprawng chromatografi¢ par jonowych w uktadzie
faz odwroconych. Odpowiednie frakcje zidentyfikowano w oparciu o analiz¢ widm
masowych. Ze wzgledu na wysoka fotowrazliwos¢ modyfikowanych biopolimerow po
rozpuszczeniu w wodzie, wszystkie operacje wykonywano w warunkach ograniczonego
dostepu $wiatla, z wuzyciem materiatow laboratoryjnych zabezpieczajacych przed

promieniowaniem UV i widzialnym.
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Rysunek 29. Chromatogramy wodnych roztworow ODNI: A — przed oczyszczaniem metodg
DHPLC oraz B — po oczyszczaniu i liofilizacji. Przy czasie retencji 27,8 min wskazano

sygnat odpowiadajqcy fragmentowi DONI. Chromatogramy zarejestrowano przy 260 nm.

Rysunek 29 przedstawia reprezentatywne chromatogramy przed (A) 1 po oczyszczeniu
(B) dla oligonukleotydu ODN1. Wszystkie modytfikowane oligonukleotydy cechowaly si¢
podobnym poziomem zanieczyszczen w materiale wyjSciowym. Czasy retencji
poszczegdlnych  oczyszczonych  oligonukleotydow w  warunkach  denaturujacej
chromatografii cieczowej byty nastepujace: ODN1 — 27,8 min, ODN2 — 24,7 min, ODN3 —
26,7 min, ODN4 — 25,0 min, ODNS5 — 27,5 min oraz ODN6 — 24,3 min (w programie analizy
DHPLC dla oczyszczania). Roznice te odzwierciedlaja zar6wno wplyw sekwencji zasad, jak

1 obecno$¢ modyfikacji w postaci BrSdU zwigkszajacej hydrofobowos$¢ czasteczki.
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Identyfikacje¢ oczyszczonych oligonukleotydow wykonano na podstawie analizy

masowej sprzgzonej z chromatografig par jonowych (TEA/HFIP). Zarejestrowane widma

poddano dekonwolucji, a uzyskane warto§ci mas poréwnano z teoretycznymi masami

molowymi obliczonymi na podstawie sekwencji nukleotydowej z uwzglednieniem

modyfikacji (Rysunek 30 oraz Tabela 5). Otrzymane masy (w Da) byty nastepujace: ODN1
—9253,8; ODN2 — 9234,7; ODN3 — 9222.8; ODN4 — 9265,8; ODNS — 9229,9 oraz ODN6

—9259,9 i pozwolity na identyfikacj¢ analizowanych nici. Zebrane frakcje poszczegdlnych

ODN zamrozono, a nast¢pnie za pomocg suszenia sublimacyjnego usuni¢to rozpuszczalnik.

Do wyznaczenia stezen roztworOw wykorzystano prawo Lamberta-Beera. W Tabeli 5

zestawiono dane obejmujgce: masy molowe (teoretyczne i potwierdzone eksperymentalnie),

wspotczynniki ekstynkeji oraz stezenia roztworéw uzyskanych po liofilizacji.

Tabela 5. Zestawienie teoretycznych (ATDBIO) i eksperymentalnych mas molowych,

molowych wspotczynnikow ekstynkcji (¢) oraz stezen roboczych dla poszczegolnych

oligonukleotydow znakowanych BrSdU i nici komplementarnych. Wartosci & obliczono

metodq najblizszego sgsiada (ATDBIO), z uwzglednieniem korekty dla podstawienia

BrSdU. Stezenia obliczono na podstawie pomiaru absorbancji przy 260 nm i zaleznosci

wynikajqcej z prawa Lamberta-Beera.

Nazwa

ODNI1
ODN2
ODN3
ODN4
ODNS5
ODN6

Masa

eksperymentalna [Da]

9253,8
9234,7
9222,8
9265,8
9229,9
9259,9

Masa

teoretyczna [Da]

9253,9
9235
9222,9
9266,0
9229.,9
9260,0

S

[dm*/mol-cm]

312400
300800
312400
298600
307400
302400

Stezenie

[uM]
26,39

138,98
43,50
109,51
86,71
169,13
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Rysunek 30. Widma masowe po dekonwolucji zarejestrowane podczas analizy LC-MS dla:

A—-ODNI, B—ODN2, C—ODN3, D— ODN4, E — ODN5, F — ODN6. Widoczne sygnaty

odpowiadajq wartosciom mas molowych zgodnym z teoretycznymi masami wyznaczonymi

na podstawie sekwencji nukleotydowych z uwzglednieniem modyfikacji BrSdU.
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Dwuniciowe czasteczki DNA (dsDNA) o dlugosci 30 zasad otrzymano poprzez
hybrydyzacje komplementarnych oligonukleotydow w warunkach kontrolowanej inkubacji
termicznej, ktéra inicjowala rozplatanie nici w 90°C, a nastgpnie utworzenie wigzan
wodorowych migdzy komplementarnymi zasadami podczas kontrolowanego schtadzania
dupleksu. Pozytywny przebieg hybrydyzacji potwierdzono w analizie HPLC dla
ODN1:0DN2 w temperaturze pokojowej, podczas ktorej zarejestrowano jeden sygnatl dla

dupleksu (Rysunek 31).

180

25,1

150
125—3
100
75—:

50-]

f | A

T T
0.0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 29,0

Rysunek 31. Chromatogram roztworu ODNI1:ODN?2 po hybrydyzacji (Dionex Ultimate
3000 z detektorem DAD ustawionym na 260 nm, kolumna C18 (XBridge OST; 4,6 x50 mm,
2,5 um, 100 A), program gradientowy: 25-80% fazy B (faza A: 100 mM TEAA, faza B:
100 mM TEAA, 20% ACN) w 40 min w 25°C przy przypbywie 1 ml/min).

Dla kazdego roztworu dsDNA wyznaczono molowe wspdlczynniki ekstynkcji
korzystajac z metody opisanej dla pojedynczych oligonukleotydow (ATDBIO), ktore
wynosily odpowiednio: ODN1:ODN2 — 485 500, ODN3:0ODN4 — 483 800 oraz
ODNS:ODN6 — 487 400 dm’/mol-cm. Stezenia koncowe roztworow w buforze
fosforanowym dsDNA po oczyszczeniu dostosowano do 10 uM, na podstawie pomiaréw

absorbancji przy 260 nm i prawa Lamberta-Beera.
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8.8.2 Wiasciwosci  fotochemiczne  punktowo  znakowanych  5-bromo-2'-

deoksyurydyng modelowych fragmentow DNA

W celu zbadania reaktywno$ci fotochemicznej dwuniciowych DNA punktowo
znakowanych BrSdU w kontek$cie dalekozasiegowego transferu elektronu wykonano
fotolizy stacjonarne buforowanych roztworéw modelowych oligonukleotydéw. Szczegdlng
uwage poswiecono roli lokalnego uktadu zasad w sgsiedztwie BrSdU, w tym obecnosci
adeniny lub guaniny, ktére zgodnie =z literaturg moga warunkowaé zajscie
dalekozasiggowego transferu elektronu prowadzacego do powstawania peknie¢ nici. Wyniki

oraz efektywnos¢ fotolizy zostaty zbadane poprzez:

e ocen¢ zaniku sygnatlu znakowanej oraz komplementarnej nici za pomoca

chromatografii cieczowej oraz tworzenia fotoproduktow,

e wskazanie produktow fotoreakcji oraz ich identyfikacj¢ w analizach DHPLC

1 LC-MS,

e obliczenie wydajnosci kwantowej reakcji fotochemicznych dla poszczegélnych

dsDNA.

Dwuniciowe  oligonukleotydy poddano fotolizie stacjonarnej w komorze
z wykorzystaniem lamp emitujacych promieniowanie z zakresu UVA. Roztwory (15 uM)
znakowanego DNA w 10 mM buforze fosforanowym naswietlano dawka UV A wynoszaca
90 kJ/m?. Wskazana dawka zostalta wybrana jako optymalna dla powstawania
fotoproduktow podczas fotolizy badanych sekwencji. W celu iloSciowej oceny
fotochemicznej reaktywnosci modyfikowanego DNA przeprowadzono analiz¢ probek przed
(probki nienaswietlone, NN) 1 po naswietleniu z uzyciem denaturujacej chromatografii
cieczowej. Analizie poddano trzy pary dwuniciowych oligonukleotydéw: ODN1:0ODN2,
ODN3:0ODN4 oraz ODN5:0ODN6, dla ktérych poréwnano pola powierzchni sygnatow
odpowiadajacych nici znakowanej, nici komplementarnej oraz potencjalnemu produktowi
sieciowania (Rysunek 32 i1 Tabela 6). Fotoliza dupleksu ODN1:ODN2 prowadzi do
znaczacego zaniku sygnatu znakowanej nici DNA — $rednio o 58,14+1,68% w poréwnaniu
do kontroli NN. Zanik sygnalu nici komplementarnej wynosit 15,93+0,51%, w poréwnaniu
do probki nienaswietlonej. Na chromatogramie dla probki po traktowaniu UVA mozna
zaobserwowac¢ nowy sygnat o czasie retencji 30,5 min, ktérego pole powierzchni wynosi

srednio 2,381+0,06 mAU-min. Sygnat ten nie wystepuje w probece kontrolnej, co wskazuje
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na powstawanie produktu lub produktéw o bardziej rozbudowane;j strukturze niz dsDNA —
najprawdopodobniej produktow sieciowania (Rysunek 32A). W przypadku ODN3:0DN4
zaobserwowano zanik sygnatu nici znakowanej o 45,19+6,27%, a nici komplementarne;j
0 19,30+1,71% — w poréwnaniu do analizy probki nienaswietlonej. Srednie pole powierzchni
dla sygnatu fotoproduktu wynosi 15,119+2,14 mAU -min i jest ponad 6-krotnie wigksze od
fotoproduktu fotolizy ODN1:ODN2. Chociaz zanik nici znakowanej jest nizszy, znacznie
intensywniejszy sygnat dla produktu sieciowania sugeruje, ze w tym ukladzie zachodzi
wydajniejsza reakcja sieciowania, by¢ moze o odmiennym przebiegu mechanistycznym
(Rysunek 32B). Dodatkowo zanik nici komplementarnej jest znaczacy, co moze $wiadczy¢
o powstawaniu réwniez produktéw sieciowania migdzyniciowego. Para ODNS:ODNG,
w ktérej modyfikowana dU sgsiaduje z dwiema guaninami, wykazata najnizszy poziom
reaktywnos$ci. Zanik sygnatu znakowanej nici wyniost 9,62+1,83%, a dla nici
komplementarnej tylko 1,51+3,28%. Na chromatogramie produkt sieciowania jest widoczny,
ale wykazuje bardzo niska intensywnos$¢ — $rednie pole powierzchni piku o czasie retencji
30,1 min to 1,466+0,02 mAU-min (Rysunek 32C). Dodatkowo, zarejestrowane sygnaly
posrednie miedzy nicia komplementarng i znakowang we wszystkich analizach moga
pochodzi¢ od czesciowo zdegradowanych substratow, w ktdérych promieniowanie moze

prowadzi¢ do zmian strukturalnych np. wymiany bromu na atom wodoru.
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Rysunek 32. Chromatogramy DHPLC zarejestrowane dla dsDNA przed (czarne linie) i po
fotolizie (90 kJ/m? UVA; fioletowe linie) dla roztworow: A — ODNI1:ODN2,
B — ODN3:0ODN4, C — ODNS5:0ODNG.
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Analiza DHPLC jednoznacznie wykazata, ze reaktywno$¢ fotochemiczna znakowanych
BrSdU fragmentow DNA jest zalezna od lokalnej sekwencji. Cho¢ najwigkszy zanik
modyfikowanej nici wystepuje w probce ODN1:ODN2, to najwi¢cksze pole powierzchni
odpowiadajace produktowi sieciowania zarejestrowano dla ODN3:0DN4. Uktad
ODNS:0ODNG jest fotochemicznie najmniej aktywny. Obserwowane wyniki nie s zgodne
z mechanizmem dalekozasiggowego transferu elektronu, poniewaz dla zadnej z badanych
sekwencji nie zaobserwowano tworzenia fotoindukowanych peknig¢ nici DNA (brak

charakterystycznych sygnatow o krotszych czasach retencji).

Tabela 6. Zestawienie pol powierzchni sygnatow dla nici komplementarnej, nici
znakowanej BrSdU oraz fotoproduktow zarejestrowanych podczas analiz
chromatograficznych przed i po fotolizie dupleksow ODNI1:0ODN2, ODN3:0ODN4
i ODN5:ODN6. Dla kazdej probki przedstawiono srednie wartosci pola powierzchni
sygnatu, odchylenie standardowe oraz procentowy zanik intensywnosci sygnatow nici

DNA.

Model DNA Ni¢ komplementarna Ni¢ znakowana Fotoprodukt
2 | NN[mAUmin] 38,131 37,091 -
a
2
5 90 ky/m 32,055+ 0,19 15,526 + 0,62 2,381 + 0,06
Z [MAU - min]
S % Zaniku 15,93 +0,51% 58,14+ 1,68% -
s NN [mAU -min] 43,025 30,031 -
=)
2
= 90 kJ/m 34721+ 0.73 16,460 + 1,88 15119+ 2,14
z [MAU - min]
S % Zaniku 19,30 + 1,71% 45,19 £ 6,27% -
Z NN [mAU-min] 49,022 18,347 -
=)
2
% 90 kJ/m 48,279 + 1,61 16,582 + 0,34 1,466 + 0,02
z [mMAU min]
S % Zaniku 1,51 +3,28% 9,62 + 1,83% -

W celu identyfikacji produktow powstajacych podczas stacjonarnej fotolizy
dwuniciowego DNA punktowo znakowanego BrSdU, przeprowadzono analiz¢ LC-MS.

Analizie poddano probki trzech dupleksow: ODNI1:ODN2, ODN3:0ODN4 oraz
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ODNS5:0DNG6, zarowno przed fotoliza (NN), jak i po ekspozycji na promieniowanie UVA
(90 kJ/m?). Poszczegdlne masy sygnalow zarejestrowanych na chromatogramach pradu
jonowego (TIC, Total lon Chromatogram) poddano dekonwolucji, co pozwolilo na

precyzyjne okreslenie mas molowych analitow.

W probee kontrolnej dupleksu ODN1:ODN2 (Rysunek 33) zarejestrowano sygnaty
odpowiadajace obu pojedynczym niciom DNA. Po fotolizie pojawiaja si¢ dodatkowe
sygnaly o masach 18365,5 oraz 18472,7 Da. W porownaniu do masy nienaswietlonego
dsDNA wynoszacej 18488,9 Da, masy fotoproduktow sg nizsze o 123,4 oraz 16,2 Da
1 wskazuja na eliminacj¢ fragmentoéw nici znakowanej lub komplementarnej. Dwuniciowy
oligonukleotyd ODN2:0ODN3 (Rysunek 34) to zdecydowanie najbardziej wrazliwy
fotochemicznie dupleks spos$rod badanych ukladow. W probce NN widoczne sa dwa
dominujace sygnaty odpowiadajace pojedynczym niciom dsDNA. Po naswietleniu mozna
zaobserwowaé nowe sygnaty o masach 18408,2 oraz 18472,7 Da. Podobnie jak w przypadku
ODN1:0DN2, masy te sg nieco nizsze niz masa dupleksu (18488,9 Da), co potwierdza
powstawanie produktow reakcji sieciowania. Obliczone rdéznice mas wynoszg doktadnie
80,7 16,2 Da. Masa 80,7 Da wyraznie wskazuje zaj$cie procesu fotodehalogenacji
z odejsciem czasteczki HBr. Para ODNS:ODN6 (Rysunek 35) wykazuje niewielka
podatnos¢ na fotodegradacje. Widma przed fotoliza pokazuja dobrze rozdzielone sygnaty
dla obu nici. Po fotolizie pojawiaja si¢ sladowe sygnaly o masach 18467,7 oraz 18473,2 Da.
W poréwnaniu do naswietlanego dupleksu o masie 18489,9 Da, rdznice wynoszg 22,2 oraz
16,7 Da. Tutaj mozna podejrzewaé tworzenie sieciowania wewnatrzniciowego
z jednoczesnym odejsciem fragmentow o niewielkiej masie, jednak niska intensywnos¢

sygnatow fotoproduktéw potwierdza bardzo ograniczong fotoreaktywnos$¢ uktadu.

Analiza LC-MS dostarczyla bezposrednich dowoddéw na powstawanie trwalych
produktéw sieciowania nici DNA w wyniku fotolizy dupleksow zawierajacych BrSdU.
Obecnos¢ fotoproduktow o masach niewiele nizszych od dsDNA sugeruje powstawanie
kowalencyjnych dimeréw na drodze fotodehalogenacji BrSdU lub eliminacji innych
fragmentow. Najbardziej intensywne sygnaty dla produktow sieciowania zaobserwowano
w uktadach ODN1:ODN2 i ODN3:0ODN4, natomiast w przypadku ODNS:ODN6
fotoprodukty obserwowano w S$ladowych ilosciach. Uzyskane wyniki wskazuja, ze
dominujgcym nastepstwem fotolizy badanych uktadow dsDNA nie sg pekniecia nici, lecz

tworzenie kowalencyjnych wigzan — najprawdopodobniej migdzyniciowych.
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Rysunek 33. Wynik analizy LC-MS dla roztworow ODNI1:0ODN2: A — chromatogram TIC
przed (czarna linia) i po (fioletowa linia) naswietleniu UVA (90 kJ/m?). Wskazano sygnaty
odpowiadajgce pojedynczym niciom: ODNI (9253,8 Da) i ODN2 (9234,7 Da) oraz
powstajgcym fotoproduktom (18365,5/18472,7 Da),; B — widmo masowe po dekonwolucji
dla fotoproduktow.
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Rysunek 34. Wynik analizy LC-MS dla roztworow ODN3:ODN4: A — chromatogram TIC

przed (czarna linia) i po (fioletowa linia) naswietleniu UVA (90 kJ/m?). Wskazano sygnaly
odpowiadajgce pojedynczym niciom: ODN3 (9222,9 Da) i ODN2 (9265,8 Da) oraz

powstajgcym fotoproduktom (18408,2/18472,7 Da); B — widmo masowe po dekonwolucji

dla fotoproduktu o masie 18472,7 Da oraz C — widmo masowe po dekonwolucji dla

fotoproduktu o masie 18408,2 Da.
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Rysunek 35. Wynik analizy LC-MS dla roztworow ODN5:ODN6.: A — chromatogram TIC
przed (czarna linia) i po (fioletowa linia) naswietleniu UVA (90 kJ/m?). Wskazano sygnaty
odpowiadajqce pojedynczym niciom: ODN5 (9229,9 Da) i ODN6 (9259,9 Da) oraz
powstajgcym fotoproduktom (18407,7/18473,2 Da),; B — widmo masowe po dekonwolucji
dla fotoproduktow.

Na chromatogramach fotolitow trzech rdéznych modeli dsDNA zawierajacych
modyfikacje BrSdU nie zaobserwowano zadnych sygnaléw odpowiadajacych fragmentom
0 nizszej masie niz poszczegdlne nici — znakowana i komplementarna. Dla Zadnej
z badanych sekwencji — bardziej 1 mniej podatnych na ET nie zaobserwowano fragmentéw
oligonukleotydéw wskazujacych na peknigcia jednoniciowe. Wyniki analiz DHPLC oraz
LC-MS jednoznacznie wskazuja na tworzenie trwalych produktéw sieciowania. Jednym

z mozliwych wyjasnien braku ET w przypadku znakowanego dsDNA jest obecno$¢ atomu
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siarki, ktory zmienia rozktad elektronowy stanu wzbudzonego BrSdU w poréwnaniu do
BrdU. Tworzenie kowalencyjnych potaczen moze by¢ tez reakcja konkurencyjng i zachodzi¢

szybciej niz transfer elektronu miedzy zasadami DNA.
8.8.3 Wydajnos¢ kwantowa reakcji fotochemicznych dla modyfikowanych dupleksow

W celu oceny efektywnosci fotolizy w badanych modelach DNA punktowo znakowanych
BrSdU obliczono wydajnos¢ kwantowg (®) procesu na podstawie wynikow fotolizy
roztwordw, prowadzonej przy uzyciu promieniowania monochromatycznego o dtugosci fali
350 nm w dawce 25 kJ/m?. Obliczenia wydajnoéci kwantowej procesu fotolizy oparto na
zaniku nici znakowanej wyznaczonym jako pole powierzchni sygnatu chromatograficznego

podczas analiz DHPLC fotolitéw (Tabela 7).

Wartosci wydajnosci kwantowej procesu fotolizy wyznaczone dla trzech badanych
uktadow mieszczg sie w zakresie od 1 x 107 do 6,5 x 10°. Najwyzsza warto$é¢ wydajnosci
zaobserwowano dla ukladu ODN1:ODN2 wynoszaca 6,21 x 107 natomiast najnizsza
wydajno$¢ rzedu 1,28 x 107 dla uktadu ODN5:DON6. Model ODN3:0DN4 wykazywal
sie posrednia wydajnos¢ fotochemiczng, ktérej warto§¢ wynosita 3,56 x 107
Zaobserwowane roznice w wartosciach ® moga by¢ konsekwencja lokalnego otoczenia

modyfikowanej urydyny (BrSdU) w helikalnej strukturze DNA.

Tabela 7. Zestawienie procentowego zaniku intensywnosci sygnatu nici znakowanej BrSdU
zarejestrowanego podczas analiz chromatograficznych przed i po fotolizie (25 kJ/m?;

350 nm) dupleksow ODN1:ODN2, ODN3:0DN4 i ODN5:ODNG6. Dla kazdego modelu
DNA obliczono wydajnos¢ kwantowg procesu fotolizy (D).

Model DNA Ni¢ znakowana
% Zaniku 15,15 +£4,99%
ODN1:0ODN2
() 6,21 x 107
% Zaniku 8,67 £5,28%
ODN3:0DN4
() 3,56 x 10
% Zaniku 3,11 +£1,50%
ODNS5:0ODNG6
() 1,28 x 107
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8.8.4 Trawienie enzymatyczne fotoproduktow w celu identyfikacji uszkodzen DNA

W przeprowadzonych badaniach nad fotochemicznymi wtasciwosciami dwuniciowego
DNA znakowanego BrSdU wykazano, ze niektére z testowanych sekwencji,
a w szczegdlnosci uktad ODN3:0ODN4, prowadza do efektywnego powstawania trwatych
fotoproduktow. Analizy DHPLC oraz LC-MS po naswietlaniu wykazaty, ze w przypadku
tej pary oligonukleotydéw pojawiajg si¢ nowe, intensywniejsze sygnaly o dluzszym czasie
retencji 1 wigkszej masie niz masa dupleksu. Brak obserwacji krotszych fragmentow
biopolimeru, ktére mogtyby odpowiadaé peknietej nici pokazuje, ze proces fotolizy nie
prowadzi do degradacji tahcucha DNA w procesie ET, lecz do tworzenia fotoproduktow
z wigzaniami sieciujacymi mi¢dzy zasadami nukleotydow. Dupleks ODN3:ODN4 wybrano
jako modelowy do dalszych badan nad identyfikacja fotouszkodzenia. Frakcj¢ zawierajaca
dominujace fotoprodukty wyizolowano metoda DHPLC i poddano suszeniu
sublimacyjnemu. Przeprowadzono enzymatyczne trawienie otrzymanej probki. Nastepnie
uzyskane produkty analizowano metodami DHPLC oraz LC-MS w celu identyfikacji
zardbwno natywnych nukleozydéw, jak i1 nowych czasteczek o wyzszych masach

odpowiadajacych potencjalnym produktom fotolizy.

Reakcje trawienia przeprowadzono z uzyciem enzymow podczas kilkuetapowej
inkubacji ze zwiazkiem. Enzymy nukleaza P1 oraz fosfodiesteraza II odpowiadaty za
hydrolize wigzan fosfodiestrowych. Fosfataza alkaliczna, to enzym, dzigki ktoremu usunigte
zostaly reszty fosforanowe z wolnych koncow 5°. Kolejna nukleaza — deoksyrybonukleaza
I hydrolizowata wigzania fosfodiestrowe dsDNA do krétkich oligonukleotydéw lub
nukleotydéow z grupa fosforanowa przy koncu 5°. Bakteryjna alkaliczna fosfataza
katalizowata usuwanie reszt fosforanowych, a fosfodiesteraza 1 odpowiadata za hydrolize
wigzan fosfodiestrowych od konca 3". Poszczegolne inkubacje prowadzono w odpowiednich
buforach (zawierajacych m.in. octan sodu, octan cynku, a takze jony magnezu i wapnia),

kazdorazowo w temperaturze 37 °C, przez 1-2 godziny.'?®

W przypadku natywnego DNA trawienie enzymatyczne prowadzi do uwolnienia
nukleozydow: 2’-deoksyadenozyny (dA), 2’-deoksycytydyny (dC), 2'-deoksyguanozyny
(dG), 2’-deoksytymidyny (dT) oraz 2’-deoksyinozyny (dI). Ten ostatni jest wynikiem
aktywnosci stosowanej w trawieniu fosfodiesterazy II, ktéra nieodwracalnie deaminuje dA
przeksztatcajac ja w dI.!>? 2’-Deoksyinozyna w chromatografii cieczowej wspoteluuje

z 2’-deoksyguanozyna.
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Analiza LC-MS roztworu fotoproduktu dupleksu ODN3:0ODN4 po enzymatycznym
trawieniu pozwolita na ocen¢ sktadu hydrolizatu. W celu kontroli jako$ci trawienia
enzymatycznego oraz wykluczenia produktéw z medium reakcyjnego, przeprowadzono
rownolegte trawienie probki kontrolnej zawierajacej wodg¢ zamiast wyizolowanego
fotoproduktu. Zarejestrowany chromatogram TIC dla kontroli (Rysunek 36A) pokazuje
sygnaty o krotkim czasie retencji, ktére odpowiadaja sktadnikom buforu reakcyjnego.
Chromatogram pradu jonowego dla wtasciwej probki (Rysunek 36C) wskazuje na obecnosé
w materiale potrawiennym zaro6wno natywnych nukleozydéw, jak i1 szeregu molekut
eluujacych przy dhuzszych czasach retencji. Zarejestrowane widma masowe dla sygnatow
do 12 minuty na chromatogramie wskazaly na powstawanie: 2’-deoksyadenozyny
(IM-H] eksper=250,1051; [M-H] teoret=250,0946), 2"-deoksycytydyny ([M-H] eksper=226,0950;
[M-H] teorec=226,0833), 2’-deoksyguanozyny ([M-H] eksper=266,1006;
[M-H] teoret=266,0895) lub inozyny ([M-HJ]eksper=250,1051; [M-H]teoret=250,0786)
i tymidyny ([M-H]eksper=241,0946; [M-H]tcoret=241,0830). Potwierdzenie obecnosci
nukleozydow §wiadczy o skutecznos$ci dziatania enzymow trawigcych DNA 1 potwierdza,

ze cze$¢ materiatu ulegla catkowitemu strawieniu.

Podczas analizy LC-MS zarejestrowano tez sygnaty, ktorych masy nie odpowiadajg
znanym czasteczkom budulcowym DNA 1 nie wystgpuja w probkach kontrolnych.
Obserwowane masy pseudomolekularne w granicach od 480 do 860 Da przekraczaja
warto$ci mas charakterystycznych dla pojedynczych nukleozydow, co wskazuje na
obecnos$¢ diemrow lub trimeréw nukleotydowych — prawdopodobnie powigzanych trwale
wigzaniami kowalencyjnymi (Rysunek 38C). Powstajace sieciowania sg niespecyficzne dla
wykorzystanych w procedurze trawienia enzymow. Na chromatogramie pradu jonowego
szczegblnie wyrazny jest sygnal o m/z réwnym 796,1995. Rozklad izotopowy
zarejestrowany na widmie masowym wyklucza obecnos¢ atomu bromu (brak
charakterystycznych réznic mas o 2 Da) wskazujac na zaj$cie procesu dehalogenacji.

Rozktad izotopowy wskazuje na obecno$¢ atomu siarki w strukturze (Rysunek 38B).
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Rysunek 36. Wyniki trawienia enzymatrczynego wyizolowanego produktu fotolizy

ODN3:0ODN4: A — chromatorgram prqdu jonowego dla probki kontrolnej po trawieniu;

B — powigkszony fragment widma masowego fotoproduktu o m/z rownym 796,1995;

C — chromatorgram prqdu jonowego dla fotoproduktu dupleksu ODN3:0ODN4 po

nukleozydom.

trawieniu enzymatycznym. Na rysunku C wskazano sygnaly odpowiadajgce natywnym
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Majac na uwadze utozenie przestrzenne zasad nukleinowych w helisie, ktorg tworzy
dupleks ODN3:0ODN4 oraz otoczenie modyfikowanej zasady, najbardziej
prawdopodobnym fotoproduktem, ktorego masa pseudomolekularna wynosi 796,1995 Da
jest addukt sktadajacy si¢ z SAU, tymidyny i adenozyny (SdU-dA-dT; Rysunek 37). Taka
struktura moze powstawa¢ w wyniku fotochemicznego sieciowania prowadzacego do
utworzenia kowalencyjnych wigzan miedzy tymi trzema zasadami. Wcze$niejsze wyniki
analiz LC-MS dla dupleksu ODN3:0ODN4 przed i po fotolizie wskazaty, ze rdéznica mas
miedzy dominujagcym fotoproduktem a czasteczkg ODN3:0DN4 wynosi 80,7 Da
1 odpowiada masie czasteczki HBr. Przedstawiona na rysunku 37 struktura adduktu SdU-
dA-dT stanowi propozycj¢ opartg na zbiezno$ci wynikow spektrometrii mas dla strawionego
fragmentu jak 1 calego dupleksu po fotolizie, braku charakterystycznego dla bromu
izotopowego rozktadu widma masowego adduktu oraz wynikéw fotolizy stacjonarnej dla
nukleozydu BrSdU (rozdziat 4.1.1). Po absorbcji promieniowania przez nukleotyd BrSdU
w dupleksie DNA nastgpuje jego wzbudzenie prowadzace do rozerwania wigzania C5-Br
z utworzeniem rodnika urydylowego. Prawdopodobnym miejscem ataku utworzonego
rodnika jest pozycja C8 lub N7 pierScienia purynowego sasiadujacej adenozyny w tej samej
nici. W przypadku utworzenia wigzania migdzy atomem wegla 2”-deoksyurydyny w pozycji
C5 1 adeniny C8 moze doj$¢ do oderwania atomu wodoru, a wigc sumarycznie do eliminacji
czasteczki HBr. Z kolei wzbudzenie zlokalizowane na wigzaniu C4=S. moze prowadzi¢ do
reakcji tymidyng nici komplementarnej. Potencjalnymi reaktywnymi miejscami w adeninie
sg pozycje C5 oraz C6 w pierscieniu pirymidynowym. Doktadne okreslenie struktury oraz
konfiguracji przestrzennej tego fotoproduktu wymaga dalszych analiz. Nie mozna tez
wykluczy¢ innych struktur o tej samej masie, np. adduktow powstatych z udziatem innych
zasad lub udzialu reszt cukrowych w tworzeniu wigzan. Zaproponowang struktur¢ nalezy
traktowac¢ jako modelowa, reprezentujaca dominujacy fotoprodukt dupleksu ODN3:0DN4,

ktora najlepiej thumaczg zarejestrowane wyniki.
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Rysunek 37. Proponowana struktura fotoproduktu powstajgcego w wyniku fotolizy DNA
znakowanego BrSdU. Produkt stanowi addukt (trimer), w ktorym SdU tworzy
kowalencyjne polqczenia z adening z tej samej nici (wigzanie C5—C8) oraz z tymidyng
z nici komplementarnej (wigzanie C6—C5). Strukture przedstawiono z numeracjg atomow
dla zasad azotowych i nalezy jq traktowac jako schematyczng (brak optymalizacji

geometrycznej struktury, w celu przejrzystej prezentacji).
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8.8.5 Dyskusja wynikow

W niniejszym rozdziale opisano badania nad fotochemicznymi wlasciwosciami
oligonukleotydéow punktowo znakowanych 5-bromo-4-tio-2'-deoksyurydyng. Analizie
poddano trzy rozne sekwencje dsDNA rdznigce si¢ podatnoscia na dalekozasiggowy transfer
elektronu. Modyfikowane biomolekuty naswietlono promieniowaniem UVA, a nastepnie
zbadano powstajace fotoprodukty z wykorzystaniem denaturujacej wysokosprawnej
chromatografii cieczowej oraz chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometrig mas.
W celu identyfikacji powstatych uszkodzen struktury DNA, wyizolowane fotoprodukty

poddano trawieniu enzymatycznemu.

Wyniki przeprowadzonej fotolizy DNA zawierajacych modyfikacj¢ BrSdU wskazuja na
nietypowy przebieg reakcji fotochemicznej, w poréwnaniu z klasycznymi halogenowanymi
pochodnymi urydyny, takimi jak BrdU, ktéra pod wptywem promieniowania UVA indukuje
transfer elektronu z odleglej guaniny, co prowadzi do peknie¢ nici DNA. Po naswietleniu
nie zaobserwowano fragmentow DNA krotszych niz wyjsciowe oligonukleotydy. Oznacza
to, ze proces pekania nici charakterystyczny dla mechanizmu ET nie zachodzi efektywnie
w badanych uktadach. Westphal wraz z wspdlautorami opisuja badania nad fotochemia
znakowanych BrdU kwasow nukleinowych, w ktorych otoczenie modyfikowanej zasady
byto identyczne, jak dla modelu ODN3:0ODN4. Wyniki autorow pracy wykazaty, ze BrdU
w sekwencji 5'-AGC AAUBSIVAAC-3" moze inicjowaé ET prowadzacy do przerwania
modyfikowanej nici DNA z utworzeniem fragmentoéw o dlugoéci 14 oraz 15 zasad.'! Dla
dsDNA ODN1:ODN2 o sekwencji uznawanej za ,hot-spot” dla dalekozasiggowego
transferu elektronu (5-GAAUBSUT-3") réwniez nie zaobserwowano fotoindukowanego
przerwania nici znakowanej. Watanabe 1 wspotautorzy w swoich badaniach niejednokrotnie
wskazywali SSB jako produkt fotolizy oligonukleotydéw modytikowanych BrdU czy IdU,

przy zachowaniu tego schematu sekwencji.!2%!%

Brak reakcji degradacyjnych tworzenia SSB moze $wiadczy¢ o istotnym wplywie atomu
siarki, obecnego w pozycji C4 pierScienia pirymidynowego BrSdU, na jego fotofizyczne
1 fotochemiczne wlasciwosci. Atom siarki jako cigzki heteroatom moze promowac przejscia
miedzy stanami singletowymi i trypletowymi, co dodatkowo wptywa na kierunek dalszych
przemian fotochemicznych. W celu wyjasnienia braku ET dla badanych modeli DNA
uzasadnione bytoby przeprowadzenie porownawczych obliczen kwantowo-chemicznych

w stanie wzbudzonym dla modeli BrSdU i BrdU w kontekscie ich oddziatywan z sgsiednimi
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zasadami w DNA. Poréwnanie rozmieszczenia orbitali HOMO i LUMO, ich energii oraz
lokalizacji  przestrzennej mogloby wyjasni¢, dlaczego BrSdU nie inicjuje
dalekozasiegowego transferu elektronu prowadzacego do peknig¢ nici, mimo ze
z chemicznego punktu widzenia zawiera ten sam halogen, ktory w BrdU odpowiada za
dehalogenacje i1 dalsze reakcje rodnikowe. W szczegdlnosci nalezatoby zwrdci¢ uwage na
wplyw obecnosci atomu siarki na fotoreaktywnos$¢ 2’-deoksyurydyny, zwlaszcza
w odniesieniu do mozliwych szlakow reakcji rodnikowych 1 zachowania stanow

wzbudzonych.

Zarowno analiza HPLC, jak i wysokorozdzielcza spektrometria mas dostarczyty
jednoznacznych dowodéw na powstawanie stabilnych produktow fotoreakcji o wyzszej
masie czasteczkowej niz wyjsciowe dwuniciowe oligonukleotydy. Obserwowane
przesunigcia czasOw retencji na chromatogramach oraz zarejestrowane masy potwierdzaja,
ze fotoliza BrSdU w strukturze DNA nie prowadzi do degradacji nici, lecz do ich
kowalencyjnego polaczenia. Masy zarejestrowane po naswietleniu wszystkich modeli
dsDNA byly nizsze od odpowiadajacych im wyj$ciowych dupleksow, co wskazuje na
powstanie produktow sieciowania. Fotoprodukty tego typu powstawaly najwydajniej dla
pary ODN3:ODN4 a najmniej wydajnie dla ODNS:ODN6. Trawienie enzymatyczne
przeprowadzone dla produktu sieciowania po fotolizie ODN3:0DN4 pozwolilo na
zaproponowanie jednego z mozliwych potaczen kowalencyjnych migdzy trzema zasadami.
Taki addukt moze powstawa¢ w wyniku fotochemicznej dehalogenacji BrSdU i addycji do
atomu C8 adeniny (sieciowanie wewnatrzniciowe), a nastepnie utworzenia wigzania
z tymidyng z nici komplementarnej (sieciowanie mi¢dzyniciowe). Reakcje sieciowania
w DNA zawierajacym tiomodyfikajce zasad s znane.”*%%%2 Brem i wspotautorzy wykazali,
ze DNA zawierajace pojedyncza modyfikacje SAU, po ekspozycji na promieniowanie UVA

ulega efektywnym reakcjom sieciowania.'®’

Zebrane dane eksperymentalne jednoznacznie wskazuja, ze obecnos¢ BrSdU w badanych
modelach DNA promuje tworzenie sieciowan miedzy zasadami azotowymi, co moze
prowadzi¢ do zaktocen replikacji, transkrypcji oraz uruchamiania $ciezek naprawy DNA.
Takie produkty sieciowania znaczaco rdéznig si¢ od typowych uszkodzen dla
halogenowanych pochodnych urydyny, ktore najczesciej prowadzg do fragmentacji nici.
W przypadku DNA znakowanego BrSdU dominujacym efektem dziatania promieniowania

UVA jest tworzenie strukturalnych, stabilnych fotoadduktow, a nie degradacja. Mechanizm
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ten nalezy rozpatrywa¢ w kontek$cie wplywu obecnosci atomu siarki na wlasciwosci
fotochemiczne czasteczki oraz na kierunek przemian zachodzacych w stanie

wzbudzonym.'*3

Z Dbiologicznego punktu widzenia powstawanie uszkodzen typu
sieciowanie ma szczegolne znaczenie, gdyz stanowig one powazne wyzwanie dla systemow
naprawczych komorki. W odréznieniu od peknie¢ jednoniciowych czy modyfikacji zasad,
sieciowania prowadzg do fizycznej blokady helikazy podczas replikacji i transkrypcji, a ich
usunigcie wymaga zlozonych mechanizmow naprawy z udziatem wielu biatek. Trudnos¢
w efektywnej eliminacji uszkodzen tego typu sprzyjaja uruchamianiu $ciezek prowadzacych

do apoptozy.'>*
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8.9 Wiasciwosci  fotosensybilizujagce ~ 5-bromo-4-tio-2’-deoksyurydyny
1 5-jodo-4-tio-2"-deoksyurydyny na poziomie komorkowym

Zaréwno BrSdU, jak i ISAU dzialaja jako fotosensybilizatory, zwigkszajac wrazliwosé
DNA na promieniowanie UVA.!!%® Obserwowane w komorce fotouszkodzenia to
sieciowania DNA czy pojedyncze pgknigcia nici. W przeciwienstwie do znanych
tlenozaleznych mechanizméw dziatania 4-tio-2"-deoksytymidyny czy 6-tioguaniny, sposob
dzialania BrSdU i ISdU jako fotosensybilizatorow nie zostal dotad jednoznacznie
wyjasniony. Literatura z jednej strony wskazuje na mechanizm tworzenia ICL zalezny od
tlenu, a z drugiej nie obserwuje si¢ powstawania 8-oksoguaniny — markera oksydacyjnych

uszkodzen DNA. %7

W tym rozdziale przedstawiono badania obrazujace wtasciwosci fotouczulajace BrSdU
1 ISdU wobec ludzkiego gruczolakoraka prostaty IV stopnia (linia komoérkowa PC3).
Fotosensybilizacja zostata zbadana z wykorzystaniem testu klonogeniczno$ci. Dodatkowo
przenalizowano wplyw fotouczulaczy i promieniowania UVA na cykl komodrkowy, szlaki
smierci komorkowej, powstawanie dwuniciowych peknie¢ DNA oraz stres oksydacyjny —
stosujac technike cytometrii przeptywowej. Przeprowadzone badania umozliwiaja lepsze

zrozumienie mechanizméw dziatania BrSdU 1 ISdU na poziomie komorkowym.

8.9.1 Cytotoksyczno$¢ BrSdU oraz ISdU wobec komorek nowotworu prostaty — test
MTT

Modyfikowane nukleozydy jako fotosensybilizatory powinny wykazywaé si¢ jak
najmniejsza toksycznoscig wobec komorek, a efekt cytotoksyczny pojawiac si¢ dopiero po
aktywowaniu PS promieniowaniem. W pierwszym etapie badan okreslono cytotoksycznos¢
BrSdU oraz ISdU wobec komoérek gruczolakoraka prostaty. Do oceny aktywnosci
metabolicznej] komorek wykorzystano test MTT oparty na zdolno$ci enzymu
(dehydorogenazy mitochondrialnej) do przeksztalcenia soli tetrazolowej w postaé
formazanu. [1o§¢ barwnej zredukowanej soli jest proporcjonalna do ilo$ci zywych komorek.
Test wykonano dla dwoch wariantow czasowych: 48 oraz 72 godziny oraz szczg$ciu stezen
zwigzkow: od 0,001 uM do 100 uM. Zywotno$¢ komoérek przedstawiono jako procent
w stosunku do kontroli. Zarowno zwiazek BrSdU oraz ISdU nie powoduje statystycznie
istotnego (poziom istotnosci p<0,05) obnizenia aktywnosci metabolicznej komorek PC3

w porownaniu z nietraktowang kontrolg (Rysunek 38). Otrzymane wyniki wskazuja, ze

123



badane MN charakteryzuja si¢ brakiem toksyczno$ci w danych warunkach i badanym
zakresie st¢zen. Czyni je to obiecujacymi kandydatami do dalszych badan jako potencjalne

zwiagzki zwigkszajace wrazliwos$¢ komorek na promieniowanie.
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Rysunek 38. Zywotnos¢ komérek PC3 po 48 oraz 72 godzinach od traktowania BrSdU lub
ISdU w stezeniach od 10~* do 10~° M. Wyniki zostaly zaprezentowane jako Srednia
wartos¢ * standardowe odchylenie, uzyskane na podstawie trzech niezaleznych

eksperymentow, z ktorych kazdy wykonano w trzech powtorzeniach.
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8.9.2 Wriasciwosci fotosensybilizujace BrSdU oraz ISdU — test klonogenicznos$ci

Aby oceni¢ przezywalno$¢ komorek traktowanych BrSdU lub ISAU oraz poddanych
dzialaniu  promieniowania ultrafioletowego =z =zakresu UVA, wykonano test
klonogenicznosci. Jest to metoda powszechnie stosowana w tego rodzaju badaniach,
poniewaz pozwala na ocen¢ zdolnosci pojedynczej komorki do proliferacji 1 tworzenia
kolonii.'> Eksperyment przeprowadzono na komérkach PC3, ktére poddano dziataniu
BrSdU lub ISdU w stezeniach 0, 50 i 100 uM oraz promieniowaniu UVA w dawkach
0, 5, 10 oraz 15 kJ/m>.

Nietraktowane

BrSduU
100 um

VALY

um

ISdU 100

Rysunek 39. Zdjecie plytek hodowlanych z utrwalonymi i wybarwionymi koloniami
komorek PC3 podczas testu klonogenicznosci. Na zdjeciu wskazano ptytki z komorkami
nietraktowanymi, traktowanymi 100 uM BrSdU i 100 uM ISdU oraz wphyw

promieniowania na liczbe utworzonych kolonii.

Obie badane pochodne statystycznie istotnie (p<0,0001) zwigkszaja wrazliwos¢ komorek
PC3 na dzialanie promieniowania UVA (Rysunek 39). Efekt fotosensybilizujacy zalezy
zaro6wno od stosowanej dawki uczulacza (50 lub 100 uM) jak i dawki promieniowania
(0, 5, 10, 15 kJ/m?). Wykonany test klonogeniczno$ci pokazal, ze traktowanie komorek
zwigzkami BrSdU lub ISdU w stezeniu 50 uM 1 naswietlenie promieniowaniem o najnizszej
zastosowanej dawce 5 kJ/m? zmniejsza przezywalno$é komorek odpowiednio do 81,8+0,7%
oraz do 72,9+5,9%. Dla tego samego stezenia zwigzkow zwigkszenie dawki promieniowania

do 15 kJ/m? zmniejsza przezywalnoéé komoérek — dla BrSdU do 38,0+1,7%, a dla ISdU
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14,1£1,5%. Przezywalnos¢ przy zastosowaniu tych samych dawek promieniowania (5 oraz
15 kJ/m?) oraz wyzszego stezenia zwigzkow (100 pM) dla BrSdU wynosi odpowiednio
59,5+7,2% oraz 19,0+1,1%, a dla ISdU 53,8+2,9% oraz 8,4+1,8% (Rysunek 40).
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Rysunek 40. Zmiany przezywalnosci komorek PC3 po traktowaniu: A — BrSdU oraz
B —ISdU (stezenia 50 i 100 uM) w zaleznosci od dawki promieniowania UVA (0, 5, 10
oraz 15 kJ/m)’. Istotna statystycznie réznica miedzy wskazanymi grupami wystepuje na
poziomie ****:p<(,0001,; ns-statystycznie nieistotne. Wyniki zostaly zaprezentowane jako
Srednia wartos¢ £ standardowe odchylenie, uzyskana na podstawie dwoch niezaleznych

eksperymentow, z ktorych kazdy wykonano w dwoch powtorzeniach.

Srednie wydajnosci wysiewu (PE) dla kontroli (0 kJ/m?) wynosza 47,17+0,2%, dla
komorek traktowanych BrSdU 50,50+1,8% (50 uM) i 46,50+0,5% (100 uM) oraz ISdU
44,83+0,5% (50 uM) 1 45,83+1,5% (100 uM; Tabela 8). Zblizone warto$ci wydajnosci
wysiewu potwierdzaja, ze badane zwigzki powodujg obnizenie przezywalnosci dopiero w
kombinacji z promieniowaniem. Traktowanie komorek zaréwno BrSdU jak 1 ISdU
powoduje znaczne zmniejszenie przezywalnosci (p<0,0001) komoérek po naswietleniu, przy
czym dla pochodnej ISdU efekt ten jest silniejszy. Badane MN sa wiec zwigzkami

o wysokim potencjale fotosensybilizujgcym.
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Tabela 8. Srednie wydajnosci wysiewu komérek PC3 uzyskane podczas testu

klonogenicznosci.

Wydajnos$¢ wysiewu [%]

Dawka 0 uM 50 uM 100 uM 50 uM 100 uM
[kJ/m?] | BrSdU/ISdU BrSdU BrSdU ISdU ISdU
0 47,17+0,17 50,50+1,83 46,50+ 0,50 44,83+0,50 45,83 +1,50
5 50,67 £2,67 41,33+0,33 27,67+3,33 32,67+2,67 24,67+1,33

10 50,50+0,50 24,33+0,33 15,67+1,33 13,17+0,50 12,67+0,33
15 4933+0,33 19,17+0,83 8,83+0,50 6,33+0,67 3,83+0,83

8.9.3 Wptyw BrSdU lub ISdU w polaczeniu z promieniowaniem UVA na cykl

komorek PC3 oraz $mier¢ komorkowa

Cykl komorkowy to seria biochemicznych i molekularnych zmian o charakterze
cyklicznym zachodzacych w komorkach, a jego analiza moze dostarczy¢ informacji na temat
dzialania fotouczulaczy. W celu zbadania tych procesow przeprowadzono analize¢ cyklu
komoérkowego z wykorzystaniem cytometrii przeplywowej oraz jodku propidyny. Jodek
propidyny wiaze si¢ z DNA w stosunku stechiometrycznym, dzigki czemu mierzona
intensywno$¢ fluorescencji jest bezposrednio proporcjonalna do iloSci materiatu
genetycznego w komorce. W trakcie cyklu komérkowego zawartos¢ DNA ulega zmianom:
w fazie G1 komorki zawierajg dwie kopie chromosomow, natomiast w fazie G2/M ilo$¢
kwasow nukleinowych jest podwojona. Z kolei w fazie S poziom fluorescencji przyjmuje
warto$ci posrednie migdzy fazami G1 a G2/M, co umozliwia rozréznienie poszczegdlnych

etapoéw cyklu komorkowego. !>

Synergiczne dzialanie BrSdU 1 ISAU w potaczeniu z promieniowaniem UVA indukuje
zatrzymanie cyklu komorkowego w fazie G2/M z przyspieszeniem fazy GO/Gl,
w poréwnaniu do nietraktowanej i nienaswietlonej kontroli (Rysunek 41). Populacja w fazie
G2/M dla komorek traktowanych wyzszym steZzeniem oraz naswietlonych stanowi
48,62+0,72% dla BrSdU 1 47,7+0,75% dla ISAU (p<0,01) ogdtu populacji. Frakcja komorek
w fazie G2/M dla komorek nienaswietlonych, ale traktowanych 100 uM BrSdU wynosi
40,89+1,38%, a dla komoérek poddanych dziataniu ISdU 40,09+1,38%. Ponadto,
w przypadku komoérek PC3 frakcja w fazie G2/M utrzymuje si¢ na zblizonym poziomie
zar6wno po zastosowaniu samego zwigzku chemicznego lub tylko promieniowania UVA —

nie zaobserwowano istotnych réznic (p<0,05).
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Rysunek 41. Analiza cytometryczna cyklu komorek PC3 traktowanych BrSdU lub 1SdU
oraz promieniowaniem UVA w dawce 10 kJ/m*: A — histogramy wybarwionych komorek
PC3 pokazujgce rozktad zawartosci DNA; B — analiza ilosciowa rozktadu cyklu
komorkowego. Wyniki zostaly zaprezentowane jako Srednia wartos¢ = standardowe
odchylenie, uzyskana na podstawie trzech niezaleznych eksperymentow. Roznice populacji
w fazie G2/M dla wskazanych grup sq statystycznie istotne na poziomie **:p<0,01;

ns-statystycznie nieistotne.
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W celu zbadania $mierci komodrkowej po traktowaniu komorek PC3 fotouczulaczami oraz
promieniowaniem, przeprowadzono analiz¢ wykorzystujaca barwienie komoérek za pomoca
MitoSense Red i 7-AAD z wykorzystaniem cytometrii przeplywowej. Barwnik MitoSense
Red pozwala na ocen¢ zmian w potencjale blony mitochondrialnej, co stanowi wczesny
wskaznik apoptozy oraz dysfunkcji mitochondriow. Natomiast 7-AAD umozliwia wykrycie
zmian w przepuszczalnosci btony komorkowej, ktére pojawiajg si¢ na pdzniejszych etapach
apoptozy oraz w komorkach nekrotycznych.!>” Polaczenie obu barwnikow umozliwia
rozroznienie komorek zywych, znajdujacych si¢ we wczesnej i poznej fazie apoptozy,

a takze komorek martwych (Rysunek 42).

Synergiczne dziatanie fotouczulaczy oraz promieniowania UVA wptywa na zmniejszenie
liczby komoérek zywych, co znajduje potwierdzenie w statystycznie istotnym spadku ich
zywotno$ci — z 90,00+0,01% (komorki traktowane promieniowaniem UVA) do
80,76+0,90% dla BrSdU w stezeniu 100 uM oraz 78,35+0,99% dla ISdU w tym samym
stezeniu (Rysunek 43). Zmiany te sg skorelowane z istotnym wzrostem liczby komoérek we
wczesnej fazie apoptozy. W przypadku wyzszych st¢zen BrSdU 1 ISdU odnotowano istotne
statystycznie zwigkszenie liczby komoérek wezesnoapoptycznych (p<0,0001) — odpowiednio
do 15,14+1,37% 1 20,54+0,75% — w poréwnaniu do kontroli naswietlonej (6,26+0,02%)
(Tabela 9). Dla BrSdU w stezeniu 100 uM zaobserwowano rowniez statystycznie istotny
wzrost liczby komoérek we wczesnej fazie apoptozy nawet bez ekspozycji na

promieniowanie (p<0,05).

Jednoczesnie, w warunkach przeprowadzonego eksperymentu, potgczenie dziatania
fotouczulaczy z promieniowaniem UVA nie wplywalo istotnie na liczbe komorek
znajdujacych si¢ w poznej fazie apoptozy ani na liczbe¢ komoérek martwych. Wyrazne zmiany
w tej grupie komodrek zaobserwowano dopiero po zastosowaniu kontrolnego indykatora

apoptozy — staurosporyny.
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Rysunek 42. Analiza cytometryczna smierci komorkowej komorek PC3 traktowanych
BrSdU lub ISAU oraz promieniowaniem UVA w dawce 10 kJ/m’. Przykladowe wykresy
punktowe przedstawiajg porownanie barwienia MitoSense Red i 7-AAD. Rozklad komorek:
Q1 — komorki zywe, Q2 — komorki we wezesnej fazie apoptozy, Q3 — komorki w poznej

fazie apoptozy, Q4 — komorki martwe.

Tabela 9. llosciowa cytometryczna analiza smierci komorkowej komorek PC3

traktowanych BrSdU Ilub ISAU oraz promieniowaniem UVA w dawce 10 kJ/m?.

Zywe Weczesno- Po6Zno- Komoérki
Dawka ey
[kJ/m~] komorki apop’)tygzne apor?tyc?zne martwe
[%] komorki [%]  komorki [%] [%]

0 90,43 £ 0,27 7,33+ 0,4 0,73 £0,35 1,52+0,33
0+ 50 uM BrSdU 90,36 +3,84 8,94 +0,08 1,84 +£0,50 2,03+0,10
0+ 100 uM BrSdU | 86,93+0,24 9,05+ 0,57 1,66 + 0,23 227+0,11
0+ 50 uM ISdU 9291+1,29 3,68+0,42 1,09 £ 0,41 2,34 +0,47
0+ 100 uM ISdU 91,74+ 0,69  5,79+0,09 0,94 + 0,40 1,54 £0,20
10 90,00+ 0,01 6,26 +0,02 1,54 +£ 0,00 2,19+0,01
10 +50 uM BrSdU | 82,53+0,02 13,36+0,22 1,95+0,08 2,16 0,09
10+ 100 uM BrSdU | 80,76 £0,95 15,14+1,37 1,97+0,42 2,14+0,03
10 + 50 uM ISdU 90,00+ 1,84 17,06+1,61 249+0,10 2,11+0,14
10 + 100 uM ISdU 78,35+0,99 20,54+0,75 2,68+0,17 2,16 £0,08
Staurosporyna 78,30+ 1,83 16,26+ 1,51 1,94 +£0,32 3,51 £0,00
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Rysunek 43. Analiza cytometryczna smierci komorek PC3 traktowanych A — BrSdU i
B — ISdU oraz naswietlonych promieniowaniem UVA w dawce 10 kJ/m? (staurosporyna
(STAU) zostata wykorzystana jako pozytywna kontrola apoptozy). Wyniki zostaty
zaprezentowane jako srednia wartos¢ + standardowe odchylenie, uzyskana na podstawie
trzech niezaleznych eksperymentow. Roznice populacji w we wczesnej fazie apoptozy dla
wskazanych grup sq statystycznie istotne na poziomie: *:p<0,05; ****:p<0,0001;

ns-statystycznie nieistotne.

8.9.4 Analiza podwdjnych peknig¢ nici DNA indukowanych promieniowaniem UVA

w potaczeniu z fotosensybilizatorami

Powstawanie podwojnych peknig¢ DNA powoduje fosforylacje histonu H2A.X w jadrze
komorkowym, ktory okresla si¢ mianem yYH2A.X — molekularnego markera DSB. W celu
oceny wptywu modyfikowanych nukleozydéw w potaczeniu z promieniowaniem UVA
wykonano analiz¢ cytometryczng poziomu YH2A.X. Poziom markera zostal wyznaczony dla
komorek traktowanych BrSdU lub ISdU po 2 1 24 godzinach od naswietlania

promieniowaniem UVA w dawce 10 kJ/m? (sposéb bramkowania pokazano na Rysunku 45).
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Rysunek 44. Analiza fosforylacji histonu H2A.X metodq cytometrii przeplywowej
w koméorkach PC3 po ekspozycji na promieniowanie o dawce 10 kJ/m? oraz A — BrSdU
i B—18dU. Poziom yH2A.X zmierzono po 2 i 24 godzinach od napromienienia (poziom
yH2A.X oznacza procent populacji komorek, w ktorej odpowiedz fluorescencyjna
przekracza ustalony prog dla markera H2A.X). Wyniki zostaly zaprezentowane jako
Srednia wartos¢ + standardowe odchylenie, uzyskana na podstawie trzech niezaleznych
eksperymentow. Roznice w fosforylacji H2A.X pomigdzy wskazanymi grupami sq

statystycznie istotne na poziomie **** p<0,0001; ns — statystycznie nieistotne.

Statystycznie istotny (p<0,0001) wzrost poziomu YH2A.X zaobserwowano dla komorek
napromienionych i traktowanych MN, w poréwnaniu do nietraktowanej kontroli (Rysunek
44). Zgodnie z oczekiwaniami dzialanie samego promieniowania nie generuje podwdjnych
peknie¢ nici. Po 2 godzinach od naswietlenia w komorkach traktowanych 100 pM BrSdU
i ISdU poziom yH2A.X zwigkszyt si¢ odpowiednio z 11,70+0,60% (tylko UVA) do
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37,05£1,91% i 34,33+0,45% (Tabela 10). Rowniez komorki traktowane potowa dawki PS
wykazuja wzrost poziomu badanego markera do 26,84+0,62% dla BrSdU i 26,54+0,88% dla
ISdU. Warto podkresli¢, ze nawet po 24 godzinach od naswietlenia, czyli czasie, w ktorym
moze doj$¢ do naprawy potencjalnie letalnych uszkodzen materiatu genetycznego,'®
populacja YH2A.X-pozytywnych komoérek wynosi 37,36+0,86% po traktowaniu 100 uM
BrSdU oraz 36,244+0,42% dla 100 uM ISdU, w poréwnaniu do naswietlonej kontroli
(11,31+0,31%). Dla dawki fotosensybilizatora wynoszacej 50 pM wzrost poziomu
fosforylacji wzgledem wariantu tylko napromienianego roéwniez pozostaje statystycznie
istotny, mimo to procesy naprawy DSB sg zauwazalne dla tego st¢zenia modyfikowanych
nukleozydow (poréwnujac poziom YH2A.X po 2 i 24 godzinach od napromieniania). Przy
polowie dawki BrSdU poziom yH2A.X wynosi 25,79+1,01% (13,48+1,06% bez UVA),
a dla ISdU 20,61+0,19% (10,23+0,19% bez UVA). Wyniki te sugeruja, ze dzialanie
fotosensybilizujagce BrSdU i ISAU wigze si¢ z powstawaniem podwodjnych pgknie¢ nici DNA
w komorkach PC3.

Tabela 10. llosciowa cytometryczna analiza poziomu yH2AX w komorkach PC3
traktowanych BrSdU lub ISAU oraz promieniowaniem UVA w dawce 10 kJ/m?.

Populacja pozytywna (fosforylacja histonu H2A.X)

Dawka 2 godz. po naswietleniu 24 godz. po naswietleniu
[kJ/m?’] [“o] [“o]

0kJ 11,55+0,13 10,00 £0,10
0+ 50 uM BrSdU 8,57 £0,31 13,48 = 1,06
0+ 100 uM BrSdU 11,38 +0,8 12,15+£0,49
0+ 50 uM ISdU 10,51 +0,23 10,23 £0,19
0+ 100 uM ISdU 10,41 +£ 0,41 13,43 £0,03
10 11,7+ 0,6 11,31 £0,31
10 + 50 uM BrSdU 26,84 + 0,62 25,79 + 1,01
10 + 100 uM BrSdU 37,05+1,91 37,36 = 0,86
10 + 50 uM ISdU 26,54 + 0,88 20,61+0,19
10 + 100 uM ISdU 34,33+ 0,45 36,24 £ 0,42
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Rysunek 45. Analiza fosforylacji histonu H2A.X metodq cytometrii przeplywowej po:

A —2i B - 24 godzinach od naswietlenia — przykladowe wykresy. Strategie bramkowania

oparto na wykresie rozproszenia bocznego SSC wzgledem powierzchni sygnatu lasera

bocznego (466 nm). Na dwuwymiarowym wykresie punktowym SSC wzgledem Alexa Fluor

488, komorki y-H2AX-dodatnie przedstawione sq w prawych dolnych kwadrantach,

a komorki y-H2AX-ujemne przedstawione w lewych. Takie samo bramkowanie zostato

zastosowane dla komorek kontrolnych oraz kolejnych probek.
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8.9.5 Wplyw UVA w potaczeniu z fotosensybilizatorami BrSdU oraz ISdU na

powstawanie reaktywnych form tlenu w komérkach PC3

Do detekcji stresu oksydacyjnego zastosowano diacetat
2'7'-dichlorodihydrofluoresceiny. Zwigzek ten, po deacetylacji przez esterazy
wewnatrzkomorkowe, przeksztalca si¢ w niefluorescencyjng
2'7'-dichlorodihydrofluoresceing (DCFH), ktéora nastepnie, w wyniku reakcji
z reaktywnymi formami tlenu, tworzy fluorescencyjng 2',7'-dichlorofluoresceing (DCF).!>’

Badania przeprowadzono z uzyciem cytometru przeptywowego.

Przedstawione na Rysunku 46 wyniki pokazuja wplyw BrSdU oraz ISdU wraz
z promieniowaniem UVA na poziom reaktywnych form tlenu w komdrkach PC3. W obu
przypadkach jako pozytywna kontrolg stresu oksydacyjnego zastosowano doksorubicyng

(15 uM), ktéra wywotata znaczne zwigkszenie intensywno$ci monitorowanej fluorescencji.

Dla zwigzku BrSdU (Rysunek 46A), zaobserwowano, ze sama inkubacja komorek
z fotosensybilizatorem (50 uM 1 100 uM) nie prowadzi do istotnego wzrostu poziomu RFT.
Poziomy DCEF istotnie wzrosty (p<0,05) po aktywacji fotosensybilizatora promieniowaniem
UVA (10 kJ/m?) — dla obu dawek BrSdU. Wzrost intensywnosci fluorescencji DCF
wskazuje na zwigkszenie ilosci generowanych RFT, osiggajac dla stezen 50 uM 1 100 uM
BrSdU odpowiednio 121% 1 122% wartosci kontrolnych (jako kontrole przyjeto komorki
naswietlone). Dla ISdU (Rysunek 46B) zaobserwowano podobny trend w produkcji
reaktywnych form tlenu, cho¢ efekt ten jest mniej wyrazny. Sama obecnos$¢ ISAU nie
wptywata znaczaco na stres oksydacyjny, zarowno przy dawce 50 uM, jak 1 100 uM. Po
ekspozycji na promieniowanie UVA, istotne zwigkszenie RFT (p<0,05) zaobserwowano
tylko dla 100 uM ISdU, gdzie poziom reaktywnych form tlenu osiagnat 118% wzgledem
naswietlonej kontroli. Dla 50 uM stgzenia ISAU zmiana fluorescencji DCF nie jest

statystycznie istotna.

Wyniki te wskazuja, ze BrSdU w wigkszym stopniu niz ISdU wplywa na stres
oksydacyjny w odpowiedzi na promieniowanie UVA. Ponadto, obserwowany wzrost
poziomu RFT potwierdza mozliwo$§¢ udzialu mechanizméw zaleznych od tlenu

w uszkodzeniach komoérkowych wywolywanych przez badane zwigzki.
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Rysunek 46. Efekt synergicznego dziatania promieniowania UVA w dawce 10 kJ/m?
zA—BrSdU i B —ISdU na stres oksydacyjny w komorkach PC3. Doksorubicyna (DOX)
reprezentuje pozytywng kontrole produkcji RFT. Wyniki zostaly zaprezentowane jako
Srednia wartos¢ *+ standardowe odchylenie, uzyskana na podstawie trzech niezaleznych
eksperymentow. Roznice w intensywnosci fluorescencji DCF pomiedzy wskazanymi

grupami sq statystycznie istotne na poziomie * p<(0,05; ns — statystycznie nieistotne.
8.9.6 Dyskusja wynikow

Obecne metody leczenia raka prostaty, takie jak prostatektomia, radio- i chemioterapia
oraz terapia hormonalna, czesto wigza si¢ z powaznymi skutkami ubocznymi. Na przyktad
terapia hormonalna moze prowadzi¢ do rozwoju opornosci komoérek na androgeny.®>
W zwiazku z tym terapia fotodynamiczna moze stanowi¢ alternatywna metod¢ ogniskowego
leczenia raka prostaty. Wykonany test MTT dla BrSdU/ISAU potwierdzit brak
cytotoksycznosci wobec komorek PC3, nawet przy wyzszych stezeniach fotouczulaczy
(100 uM). Kluczowa obserwacjg jest zdolnos¢ badanych modyfikowanych nukleozydéw do
wywotywania silnych efektow fotosensybilizujacych w obecno$ci promieniowania UVA
w réznych dawkach, co przejawia si¢ w znacznej redukcji przezywalnos$ci komorek
obserwowanej w tescie klonogenicznos$ci. Co ciekawe, efekt fotosensybilizujacy dla ISAU
przy dawce 15 kJ/m*> UVA byl okolo dwukrotnie wiekszy niz dla BrSdU (mimo
wydajniejszej inkorporacji do nici DNA bromopochdnej niz jodopochodnej).!”” Brem
1 wspOlpracownicy sugeruja, ze ta zmiennos¢ moze by¢ zwigzana z roznicami w procesach
dehalogenacji. Generowanie rodnikow uracylu zachodzi poprzez mechanizmy homolityczne
lub heterolityczne, przy czym BrSdU preferuje szlak heterolityczny, natomiast ISdU

wykorzystuje zaréwno heterolize, jak i homolize wigzania.'%
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Badania cyklu komérkowego dostarczyty dodatkowych informacji na temat mechanizmu
dzialania fotosensybilizatoréw. Aby zapobiec powaznym uszkodzeniom DNA, komorki
moga zatrzymaé si¢ na okreSlonych etapach cyklu komoérkowego. Promieniowanie
ultrafioletowe (UVB) powoduje zatrzymanie cyklu na etapie G2/M, by uniemozliwi¢
mitotyczny podziat uszkodzonego genomu. *%161:1¢2 Ekspozycja komorek PC3 na BrSdU lub
ISdU w potaczeniu z promieniowaniem UVA prowadzi do podobnego zatrzymania cyklu
w fazie G2/M, przy jednoczesnym zmniejszeniu liczby komorek w fazie GO/GI.
Zaobserwowano réwniez niewielkie zmiany w fazie S, szczego6lnie po traktowaniu hodowli
100 uM ISdU i naswietleniu. Komorki posiadaja zdolno$¢ wykrywania uszkodzen takich
jak peknigcia podwojnej nici za pomocg mechanizméw punktow kontrolnych cyklu
komoérkowego, zatrzymujac replikacje w celu umozliwienia naprawy. Zatrzymanie w fazie
S jest kluczowym mechanizmem odpowiedzi na problemy replikacyjne DNA.!
Kombinacja fotosensybilizatoréw z promieniowaniem UVA znaczaco zmienia rozklad

cyklu komorkowego badanej linii PC3 zaktdcajac mechanizmy replikacyjne.

Analiza $mierci komérkowej zwigzanej ze szlakiem mitochondrialnym to kolejny wkitad
do informacji o mechanizmie dziatania badanych fotosensybilizatorow. Zaréwno BrSdU jak
1 ISdU w potaczeniu z promieniowaniem UVA inicjujg procesy wczesnej apoptozy, przy
czym jodopochodna wykazuje wyzszg efektywnos¢. Chociaz nie zaobserwowano oznak
péznej apoptozy po 24 godzinach od naswietlenia komorek, mozliwe jest, ze zmiany te
rozwijaja si¢ w dluzszym czasie lub aktywowane sg alternatywne $ciezki $mierci

komorkowej, niewykrywane w przyjetym przedziale czasowym.

Po inkorporacji modyfikowanych nukleozydow do DNA oczekuje sig, ze
promieniowanie UVA wywola uszkodzenia biopolimeru. Tionukleozydy, po wzbudzeniu
Swiattem, mogg indukowa¢ tworzenie sieciowan w nici DNA. Z kolei obecno$¢ atomu
halogenu w czasteczce uracylu czyni DNA podatnym na dalekozasiggowy transfer
elektronu, prowadzacy do powstawania pojedynczych pegknie¢ nici, ktore moga
przeksztatca¢ si¢ w letalne podwojne pekniecia. Tutaj oceniano wpltyw BrSdU i ISdU
w polaczeniu z promieniowaniem UVA na tworzenie DSB. Oba fotouczulacze uszkadzaja
DNA poprzez indukowanie powstawania podwdjnych peknie¢ nici, co potwierdzono
wzrostem poziomu YH2A.X. Takie dziatlanie moze sugerowa¢ udzial procesu transferu
elektronow w uszkodzeniach DNA. Z drugiej strony badania grupy Brema ujawniajg

powstawanie peknie¢ nici DNA, ale tylko pojedynczych lub miejsc alkalicznie labilnych
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w komoérkach HeLa traktowanych BrSdU/ISdU (100 uM) i UVA (15 lub 30 kJ/m?). Brem
1 wspolpracownicy nie zaobserwowali powstawania DSB. Dyskutujac wyniki tych
doswiadczen trzeba pamigta¢ o roznicach eksperymentalnych — grupa Brema wymienita
medium hodowlane na $wieze, bez dodatku MN przed naswietleniem.!?’

Oceniajac stres oksydacyjny mozna zauwazy¢, ze BrSdU w polaczeniu z UVA znaczaco
zwigksza powstawanie RFT, natomiast ISAU wykazuje taki efekt tylko przy wyzszej dawce
uczulacza (100 puM). Niemniej jednak, poziom RFT indukowany przez modyfikowane
nukleozydy jest znacznie nizszy niz wywotywany przez doksorubicyn¢ — klasyczny lek
oksydacyjny. Weczesniejsze badania grupy Brema sugerujg czgsciowo tlenozalezny
mechanizm dziatania BrSdU/ISdU w potaczeniu z promieniowaniem UVA. Wyniki testu
kometowego w D.O wskazuja, ze glownym rodzajem powstajacych uszkodzen sa
mig¢dzyniciowe wigzania krzyzowe DNA. Nie zaobserwowano powstawania 8-oksoguaniny,
czyli oksydacyjnego markera uszkodzen kwaséw nukleinowych. Grupa Brema wskazuje
mechanizm dziatania BrSdU i1 ISdU w potaczeniu z promieniowaniem UVA jako tylko
czesciowo zalezny od obecnosci tlenu w Srodowisku komérkowym, co koreluje z wynikami
otrzymanymi w niniejszej pracy. Uzyskane wyniki podkreslaja selektywny charakter
dzialania fotosensybilizatorow oraz promieniowania UVA w modulacji odpowiedzi

komorkowej zaleznej od RFT.
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Podsumowanie

Nowotwory stanowia jedng z najczgstszych przyczyn zgondéw na $wiecie, a jednoczesnie
notuje si¢ systematyczny wzrost liczby nowych przypadkow. W poszukiwaniu
skuteczniejszych i1 bardziej selektywnych metod leczenia coraz wigkszg uwage poswigca si¢
terapii fotodynamicznej. PDT wykorzystuje $wiatto o odpowiedniej dlugosci fali,
fotosensybilizator oraz tlen obecny w tkankach w celu wywotania cytotoksycznych reakcji
prowadzacych do $mierci komoérek nowotworowych. Jednym z gléwnych ograniczen tej
metody jest hipoksja — niedotlenienie charakterystyczne dla nowotwordéw litych, ktora
znaczaco redukuje skuteczno$¢ terapii zaleznych od tlenu. Stad ciaggte zainteresowanie

fotosensybilizatorami, ktore moga dziata¢ w warunkach hipoks;ji.

W niniejszej pracy przeprowadzono kompleksowe badania nad wlasciwos$ciami
fotochemicznymi  5-bromo-4-tio-2'-deoksyurydyny (BrSdU) oraz 5-jodo-4-tio-2'-
deoksyurydyny (ISdU), z uwzglednieniem ich fotoreaktywno$ci w roztworze, dzialania na
poziomie komoérkowym oraz — dla BrSdU, w znakowanych oligonukleotydach. Praca
wpisuje si¢ w badania nad modyfikowanymi nukleozydami, ktore dzigki zdolnosciom do
selektywnego wzbudzenia $wiattem UVA, stanowig potencjalne narz¢dzia w terapii
fotodynamicznej. Badania eksperymentalne sktadajace si¢ na niniejsza rozprawe
obejmowaty trzy gltéwne czgsci. Pierwsza z nich byta fotoliza stacjonarna modyfikowanych
nukleozydow, pozwalajaca na scharakteryzowanie reakcji fotochemicznych jakim ulegaja
badane nukleozydy w roztworze wodnym w warunkach beztlenowych. Kolejny etap
obejmowal fotoliz¢ dwuniciowych oligonukleotydéw punktowo znakowanych BrSdU, co
umozliwito analize wpltywu lokalnej sekwencji biopolimeru na typ 1 wydajnos¢ reakcji
indukowanej fotchemicznie, gdy modfikowany nukleozyd znajduje si¢ w dwuniciowym
DNA. Ostatnia cz¢$¢ badan obejmowata ocene wlasciwosci fotosensybilizujagcych BrSdU

1 ISAU w modelu komérkowym ludzkiego gruczolakoraka prostaty.

Fotoliza stacjonarna buforowanych roztworéw BrSdU oraz ISdU doprowadzita do
powstania szeregu produktow reakcji fotochemicznych. Gtownymi produktami fotolizy
BrSdU sg 2'-deoksyurydyna, 4-tio-2"-deoksyurydyna, 5-bromo-2’-deoksyurydyna, a takze
szereg dimeréw, w tym dimer 4,5 -tio-(5-bromo-4’-hydroksy)-dideoksyurydynowy, dimer
4,5 -tio-(5-bromo-4’-tio)-dideoksyurydynowy i disulfid  5,5'-dibromo-4,4"-ditio-
dideoksyurydyny. Ich identyfikacja zostata przeprowadzona metodami HPLC, LC-MS,
spektroskopii NMR oraz dzigki pordwnaniu eksperymentalnych widm absorpcyjnych
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z obliczonymi metoda TD-DFT. Analogiczne badania przeprowadzone dla ISAU wykazatly
powstawanie produktéw dehalogenacji oraz symetrycznych i niesymetrycznych dimerow
disiarczkowych w  tym  2’-deoksyurydyny, 4-tio-2’-deoksyurydyny, 5-jodo-2’-
deoksyurydyny, disulfidu 4,4'-ditio-dideoksyurydyny, disulfidu 5,5’-dijodo-4,4"-ditio-
dideoksyurydyny oraz disulfidu 5-jodo-4,4’-ditio-dideoksyurydyny. Produkty fotolizy

r6znily sig¢ stabilnos$cia, a niektore ulegaty wtornym reakcjom fotochemicznym.

W drugiej cz¢sci badan opisano wyniki fotolizy modelowych uktadéw dsDNA punktowo
znakowanych BrSdU. Sekwencje oligonukleotydow roznily si¢ podatnoscia na
dalekozasiegowy transfer elektronu (ET), ktory w oligonukleotydach znakowanych BrdU
lub IdU prowadzi do jednoniciowych pecknigé. Po ekspozycji oligonukleotydow na
promieniowane UVA nie zaobserwowano produktow degradacji nici (brak krotszych
fragmentow ssDNA), co wyklucza udzial mechanizmu ET, mimo obecnos$ci bromu
w strukturze biomolekuly. Obserwacje te wskazuja, ze obecno$¢ atomu siarki zmienia
wlasciwosci fotochemiczne czasteczki w stanie wzbudzonym ograniczajac jej zdolnos¢ do
przyjecia elektronu od sasiednich zasad purynowych. Zaréwno analiza DHPLC, jak
1 spektrometria mas wskazaty na powstawanie stabilnych produktow o nieco nizszej masie
czasteczkowej niz natywne dupleksy, co wskazuje na tworzenie kowalencyjnych wigzan
mig¢dzy zasadami. Masy fotoproduktow oraz ich trwatos¢ wskazujg na obecnos¢ sieciowania
mig¢dzyniciowego. Trawienie enzymatyczne wyizolowanego fotoproduktu dla jednego
z badanych dupleksow (ODN2:0ODN3) pozwolito zaproponowaé¢ mozliwa strukture
produktu powstajacego w reakcji fotochemicznej. Produkt ten prawdopodobnie powstaje w
wyniku utworzenia wigzania pomiedzy fragmentem SdU (po fotodehalogenacji)

1 adenozyna obecng w tej samej nici oraz tymidyna nici komplementarne;.

W ostatnim etapie projektu oceniono potencjat BrSdU i ISAU jako fotosensybilizatorow
wobec ludzkiej linii nowotworu prostaty PC3. W testach oceniajacych cytotoksycznos¢ PS
nie zaobserwowano statystycznie istotnego zmniejszenia przezywalnosci komorek. Dopiero
synergiczne dziatanie BrSdU lub ISdU z promieniowaniem UV A skutkuje zmniejszeniem
populacji komorek, a efekt cytotoksyczny jest zalezny od dawki promieniowania. Testy
klonogeniczno$ci wykazaty znaczng redukcje przezywalnosci komorek, szczegdlnie
w przypadku pochodnej ISdU. Roznica skutecznosci dzialania PS moze wynikaé
z odmiennych mechanizmow dehalogenacji. Dalsze badania cytometryczne komorek

traktowanych fotosensybilizatorami oraz promieniowaniem UVA dostarczyly informacji
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o zatrzymaniu cyklu komorkowego w fazie G2/M, indukowaniu wczesnej apoptozy,
zwigkszeniu poziomu yYH2A.X, czyli markera podwdjnych pegkni¢¢ nici DNA oraz
zwigkszeniu poziomu reaktywnych form tlenu, gltownie dla wyzszych dawek PS.
Zgromadzone wyniki sg istotne dla zrozumienia mechanizmow dziatania modyfikowanych
nukleozydow jako fotosensybilizatorow. Mozna rowniez stwierdzi¢, ze BrSdU oraz ISdU

wykazuja potencjat fotosensybilizujacy wobec komoérek nowotworu prostaty.

Podsumowujac, wyniki zawarte w rozprawie wskazujg, ze BrSdU oraz ISdU jako analogi
urydyny cechujg wyjatkowe wilasciwosci fotochemiczne. Obserwowane efekty sa istotne
w kontek$cie projektowania nowych fotosensybilizatoréw dzialajacych selektywnie pod
wptywem promieniowania UVA. Wnioski z badan komérkowych sugeruja, ze BrSdU i ISAU
sa obiecujagcymi kandydatami do dalszych badan nad nowymi strategiami terapii
fotodynamicznej] nowotworow. W przyszlo$ci zasadne byloby rozszerzenie badan
o kwantowochemiczne modelowanie loséw wzbudzonych elektronowo BrSdU i ISdU
w modelowych dwuniciowych oligonukleotydach. Tego typu obliczenia moga wyjasnic¢
molekularny mechanizm fotosensybilizacji indukowanej przez badane halogenotiopochodne
oraz umozliwi¢ optymalizacj¢ struktury tych czasteczek, co moze prowadzi¢ do

opracowania bardziej wydajnych fotosensybilizatoréw.
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GRAPHICAL ABSTRACT

e BrSdU and ISdU are effective UVA-
activated photosensitizers.

o MTT tests confirm that BrSduU/ISdU
exhibit negligible dark cytotoxicity in
PC3 cells.

o Clonogenic assays reveal that UVA irra-
diation of labeled cells reduces survival.

o Exposure of PC3 cells to BrSdU or ISdU,
in combination with UVA induced G2/M
arrest.

o Exposure of PC3 cells to BrSdU or 1SdU,
in combination with UVA causes DSBs.

|
~ L DO
5 UVA irradiation

HO 2)
0.
HO- o.
OH or
H
and cancer cells

death

Modified nucleosides
incorporation into cells
v Vv, Vv v Vv

Cytotoxicity Clonogenic assay Cells cycle and death  H2A.X phosphorylation ROS detection

ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Photodynamic therapy (PDT) is a minimally invasive modality that employs a photosensitizer (PS) and light
Photosensitizer
Photodynamic therapy
Modified nucleosides
Clonogenic assay
Reactive oxygen species
Double strand breaks

exposure source within the PS’s optimal absorption range to induce selective cytotoxic effects. This study in-
vestigates 5-bromo-4-thio-2-deoxyuridine (BrSdU) and 5-iodo-4-thio-2-deoxyuridine (ISdU), both modified
nucleoside (MN)-based photosensitizers. The presence of the sulfur atom in their thionucleoside structures shifts
their maximum absorption to approximately 350 nm, enabling efficient activation under UVA irradiation and
minimizing the inner filter effect observed with conventional halogenated nucleosides. MTT assays confirm that
BrSdU and ISdU exhibit negligible dark cytotoxicity in PC3 prostate cancer cells. In contrast, clonogenic assays
reveal that UVA irradiation of BrSdU/ISdU-labeled cells significantly enhances cell lethality. Mechanistic anal-
ysis demonstrates that the combined treatment induces (1) a decrease in viable cell population with a
concomitant increase in early apoptotic cells, (2) G2/M phase cell cycle arrest, (3) elevated levels of DNA double-
strand breaks compared to UVA-only controls, and (4) no significant alteration in intracellular reactive oxygen
species (ROS) levels. These results suggest that BrSdU and ISdU function as effective UVA-activated
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photosensitizers, mediating DNA-targeted photodynamic damage through mechanisms largely independent of
ROS generation, and hold promise for further development in targeted cancer therapies.

1. Introduction

Photodynamic therapy is an alternative therapeutic modality to
radiotherapy that employs non-ionizing low toxicity light instead of
highly cytotoxic ionizing radiation to target and destroy cancer cells.
Just as a radiosensitizer is central to the efficacy of radiotherapy, a
photosensitizer (PS) plays a comparable role in photodynamic therapy
[1,2]. It is important to emphasize that the majority of currently
developed photosensitizers exert their therapeutic effect through the
generation of singlet oxygen via the type II photochemical mechanism
[3]. In this process, photoexcitation of the PS is followed by efficient
intersystem crossing to a relatively long-lived triplet excited state. This
triplet state can then transfer its energy to ground-state molecular ox-
ygen, which naturally exists in a triplet configuration, thereby gener-
ating highly reactive singlet oxygen species. However, a significant
limitation of this mechanism is its dependence on molecular oxygen.
Hypoxia — characterized by reduced oxygen availability — is a well-
established hallmark of solid tumors, which account for over 80 % of
all cancer cases [4]. Consequently, the efficiency of type II-mediated
photodynamic therapy is severely compromised under hypoxic condi-
tions. This underscores the urgent need to develop alternative photo-
sensitizers capable of functioning effectively in oxygen-deprived
environments — a critical consideration given that cancer remains the
leading cause of mortality in developed nations [5,6].

Certain photosensitizing nucleosides can be incorporated into DNA
strands without disrupting the native function of the biomolecule
function, thereby inducing cytotoxic effects only upon UV irradiation
[5,7]. For instance, 5-bromo-2-deoxyuridine (BrdU) and 5-iodo-2'-
deoxyuridine (IdU) efficiently label cellular DNA increasing cells’
photosensitivity [8]. Extensive studies on BrdU/IdU-labeled oligonu-
cleotides have demonstrated a sequence-dependent photoinduced long-
range electron transfer (ET) from a distant 2-deoxyguanine (dG) to the
excited halogenated nucleoside, resulting in the formation of a single-
strand break (SSB) [9-12]. Moreover, in vitro studies confirmed the
synergistic effect of halogen and sulfur atoms in photosensitizing
nucleoside derivatives [13,14]. The combination of 5-bromo-4-thio-2'-
deoxyuridine (BrSdU) or 5-iodo-4-thio-2"-deoxyuridine (ISdU) with UVA
irradiation induces lethal DNA lesions in HeLa cells including strand
breaks, DNA cross-links (CLs), and DNA-protein crosslinks (DPCs)
[13,14]. Introducing a sulfur atom shifts’ absorption of the PS to 350 nm
(this wavelength exhibits low toxicity to native DNA [15]), creating
sufficient spectral distance between the absorption maxima of DNA
(260 nm) and PS, thereby preventing the inner filter effect [15]. For
instance, 4-thiouridine (SU; absorption maximum around 350 nm) is a
well-known photosensitizer of singlet oxygen (0, type I mechanism)
[15-18] whose photosensitizing properties have been reported already
in the 90s. of the last century. Other thionucleosides, such as 6-thiogua-
nine, in addition to their chemotherapeutic actions against acute
myeloid leukemia, exhibit photosensitive properties primarily through a
type Il mechanism [19-21]. However, even for the most widely studied
4-thio-2-deoxythymidine ("SdT), whose therapeutic action was
confirmed on several cancer cell lines in vitro [18,22,23], and in an
animal model of bladder cancer [24], its photosensitizing mechanism is
still discussed [22]. Photolysis of 4sdT aqueous solution in the presence
of molecular oxygen generates reactive oxygen species (ROS) not
formed in the cell cultures incubated with *SdT [25]. Similarly, in vitro
studies on the *SAT modified oligonucleotides show DNA lesions that do
not originate from ROS-dependent mechanisms [23,26].

It is worth notice that modified nucleosides can serve as substrates
for mammalian thymidine kinase, an enzyme whose elevated activity is
a common characteristic of cancer cells, reflecting their high

proliferative potential [27-29]. Consequently, modified nucleosides are
expected to preferentially target tumor cells while minimizing cytotox-
icity in normal tissues. Given current knowledge of photodynamic
therapy applications, intravenous administration is likely the preferred
route for delivering modified nucleosides, particularly for systemic
malignancies such as prostate cancer [30,31]. For example, in a rat
bladder carcinoma model, intravenous “SAT achieved approximately
threefold higher incorporation into tumor DNA compared to normal
bladder epithelium. When combined with UVA irradiation via a fiber
optic device, tumor growth was inhibited in 60 % of animals treated,
compared to 100 % tumor incidence in the control group. Additionally,
4SdT was rapidly cleared from UVA-exposed tissues such as skin and
eyes, with DNA substitution level dropping below detection within 20 h,
suggesting reduced risk of prolonged photosensitivity relative to con-
ventional PDT [24]. In anatomically sensitive areas like the prostate,
site-specific light delivery is crucial to avoid damage to adjacent organs.
Advances in fiber optic and microendoscopic technologies have greatly
improved the precision of photodynamic therapy. These technologies
enable precise delivery of laser light via interstitial, endoscopic, intra-
operative, or laparoscopic systems, allowing for targeted light applica-
tion within tissues. These approaches permit localized activation of the
photosensitizer while maintaining systemic administration of the
modified nucleosides [31].

In the present study, we investigate the photosensitizing properties
of BrSdU and ISdU in human prostatic adenocarcinoma (PC3 cell line)
using a clonogenic assay. Furthermore, we evaluate the effects of pho-
tosensitizers and UVA irradiation on the cell cycle, cell death pathways,
DNA double-strand break (DSB) formation, and oxidative stress through
flow cytometry. These analyses provide a comprehensive understanding
of the cellular mechanisms underlying the photosensitizing actions of
BrSdU and ISdU.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals

Acetonitrile, methanol, and ethanol were obtained from POCH
(Gliwice, Poland). Formic acid, DMSO, glutaraldehyde, crystal violet,
Accutase, streptomycin, penicillin, MTT salt, 2,7 dichlorodihydro-
fluorescein diacetate (DCFH-DA) were purchased from Sigma Aldrich
(St. Louis, USA). Fetal bovine serum (FBS), F12k medium, ultrapure
water were obtained from Gibco (Life Technologies Limited, Paisley,
Scots, UK). Kits for flow cytometry: Guava Cell Cycle Reagent, Guava
MitoDamage Kit, FlowCellect Histone H2A.X Phosphorylation Assay Kit
(Luminex, Austin, TX, USA).

2.2. Modified nucleosides synthesis

Modified nucleosides, BrSdU and ISdU, were synthesized following
the protocol described by Makurat et al. [32], and Spisz et al. [33]. The
purity of the obtained compounds was confirmed with the reversed-
phase HPLC method (Fig. S1; a Dionex UltiMate 3000 system) with a
diode array detector set on 260 nm (Sunnyvale, CA, USA). A C18 column
(Wakopak Handy ODS, 4.6 x 150 mm, 5 pm in particle size and 100 Ain
pore size) was used for the separation of compounds with a gradient
elution of phase B (80 % acetonitrile) and phase A (0.1 % formic acid
with 1 % acetonitrile) from 0 to 50 % phase B in 30 min and flow rate 1
mL x min 1. The oven temperature was set to 25 °C. To confirm the
identity of the synthesized compounds, the solutions of ISAU and BrSdU
were analyzed by LC-MS (Fig. S2) using TripleTOF 5600+ (SCIEX,
Framingham, MA, USA) mass spectrometer operated in negative mode
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and coupled with UHPLC system (Nexera X2, Shimadzu, Canby, OR,
USA). Separation conditions were C18 column (Phenomenex, Kinetex,
2.1 x 150 mm, 1.7 pm in particle size and 100 Ain pore size), gradient
elution of phase B and phase A from 0 to 50 % phase B in 30 min, and
flow rate of 0.3 mL x min . The oven temperature was set to 25 °C. The
effluent was diverted to waste for 1 min after injection. Mass spec-
trometry analysis conditions: the spray voltage was —4.5 kV, the
nebulizer gas (N2) pressure was 25 psi, the flow rate was 11 L x min 1
and the source temperature was 400 °C. Each spectrum was obtained by
averaging three scans and the time of each scan was 0.25 s.

2.3. Cell culture

Prostate cancer cells (PC3, obtained from ATCC) were grown in F12k
medium supplemented with 10 % FBS and antibiotics (streptomycin and
penicillin, 100 U x mL 1). The cells were incubated at 37 °C with 5 %
CO; in a humidified atmosphere. BrSdU and ISdU were dissolved in
ultrapure water for biological experiments.

2.4. Cytotoxicity assay

To determine the cytotoxicity level for BrSdU and ISdU, the MTT test
was employed. The PC3 cells were seeded in 96-well plates at a density
of 4 x 10° per well and incubated for 24 h. After this time, the medium
was replaced with a fresh one including an increasing concentration
(10_4—10_9 M) of BrSdU or ISdU. The cells were incubated with nu-
cleosides for 24 and 48 h. Then the aqueous MTT salt solution (4 mg x
mL 1) was added to each well and the cells were incubated for 4 h. Next,
the medium was replaced by 100 pL DMSO to dissolve the formed for-
mazan crystals. The absorbance was measured at 570 nm (reference
wavelength was 660 nm) using a TECAN microplate reader (Infinite
M200PRO). The viability of control cells (untreated cells) was assumed
as 100 %. The data were obtained from three independent experiments.

2.5. Irradiations

The irradiation chamber (Opsytec Dr. Grobel, BS-04) equipped with
UVA bulbs (emission wavelengths ranged from 300 to 400 nm with a
maximum at 350 nm) was employed for cell irradiation. The average
UVA intensity in the chamber was 20 W x m ™2 measured by Maestro11
laser power/energy meter, equipped with an 11PD photodetector
(Standa, Lithuania). For 5, 10 and 15 kJ x m ™2 the irradiation time was
set at 250, 500 and 750 s, respectively. The irradiation dose (UVA dose)
was calculated as follows:

UV dose [#] = UVA intensity L%] x time [s] 1)

2.6. Clonogenic assay

PC3 cells were seeded in the plates at 1 x 10° with the addition of
BrSdU or ISdU in 50 and 100 uM concentrations. After 48 h of incuba-
tion, the cells were irradiated with UVA doses of 0, 5, 10, and 15 kJ x
m~ 2 After irradiation, cells were plated at a density of 300 cells per 10
cm diameter dish and incubated for 13 days. Then, the formed colonies
were stained and fixed with 6.0 % (v/v) glutaraldehyde and 0.5 %
crystal violet. Cell colonies were counted manually, and their size was
assessed by an inverted microscope (Olympus, IX73, Tokyo, Japan). The
experiment was performed in duplicate, using untreated and non-
irradiated cells as the control. Plating efficiencies (PE) and survival
fraction (SF) were counted as follows:

~ formed colonies number

=——— X 100% 2
seeded colonies number 2 @

number of colonies formed after irradiation

SF seeded colonies number

x 100% 3)
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2.7. Flow cytometry tests to assess cell cycle phases and death

PC3 cells were prepared in the same manner for all assays: the cells at
2 x 10° density were seeded and grown in the presence of BrSdU/ISdU
(50 pM/100 pM) or vehicle (H,0) as a control for 48 h. Next, the cells
were UVA irradiated with 10 kJ x m™2 dose. After 24 h of incubation,
cells were washed with PBS, dissociated with Accutase solution, and
prepared for each assay. To assess the cell cycle, the cells were fixed with
70 % cold ethanol and stained with propidium iodide for 30 min (ac-
cording to the commercial protocol; Guava Cell Cycle Reagent, Luminex,
Austin, TX, USA). The fixed cells were analyzed by flow cytometry
(Guava easyCyte 12, Merck Millipore, Darmstadt, Germany). The gating
strategy was based on a forward scatter plot FSC versus DNA content in
cell samples. The Incyte 3.3 software was used to estimate the per-
centages of a cell population in the different phases of the cell cycle. For
the cell death assay, cells were stained and analyzed with flow cytom-
etry according to the commercial protocol (Guava MitoDamage Kit,
Luminex, Austin, TX, USA). Here, two dyes were used — a 7-Aminoacti-
nomycin-D (7-AAD) which monitors permeability changes of the cell
membrane typically for late apoptosis and necrotic cells and 1,1/,3,3,3',3'
- hexamethylindodicarbocyanine iodide (MitoSense Red) that recog-
nizes the mitochondrial potential changes. Simulative dye action pro-
vides a complete picture of cell and mitochondrial health.
Staurosporine, a well-known apoptosis inducer [34] (50 pM, 24 h of
incubation) was used as a positive control. All experiments were carried
out in triplicate.

2.8. Histone H2A.X phosphorylation assay

PC3 cells were grown as described above, and UVA irradiated with
10 kJ x m~2 dose and incubated for 2 or 24 h. Cells dissociated with
Accutase solution were fixed, then permeabilized with labeled anti-
bodies according to the commercial protocol (FlowCellect Histone H2A.
X Phosphorylation Assay Kit, Luminex, Austin, TX, USA). The stained
cells were analyzed by flow cytometry, and the gating strategy is shown
in Fig. 85. Untreated cell cultures were used as controls. All experiments
were carried out in triplicate.

2.9. Reactive oxygen species detection

1 x 10° PC3 cells were seeded in the plates and divided into three
groups: (1) treated cells with BrSdU or ISdU in 50 and 100 pM con-
centrations, (2) a control cell group, where H,O was added, and (3)
positive control for ROS where cells were treated with 15 pM doxoru-
bicin (DOX). After 48 h of incubation, the cells were UVA irradiated with
a 10 kJ x m 2 dose. After 24 h of incubation, the culture medium was
replaced with a freshly prepared (without PBS) containing 5 pM 2,7
dichlorodihydrofluorescein diacetate (10 mM methanol solution) and
incubated for 25 min. Then, the cells were two-timed washed with PBS
and dissociated with the Accutase solution. The cells were transferred
into the centrifuge tubes, all medium was discarded, and cells were
suspended in PBS solution for cytometric analysis. An excitation wave-
length of 488 nm and an emission wavelength of 583/26 nm (yellow-B
spectral band) were set and forward and side scatter were gated on the
main cell population. All experiments were carried out in triplicate.

2.10. Statistical analysis

GraphPad Prism software (GraphPad Software, La Jolla, CA) was
used to analyze biological data. The results for treated and untreated
samples were statistically evaluated using a one-way or two-way
ANOVA test followed by the Browna-Forsythe/Siddk’s/Tukey's or
Dunnett’s test. The level of statistical significance is represented as: *: p
< 0.05; **:p < 0.01; ***p < 0.001; ****:;p < 0.0001.
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3. Results

The photosensitizing properties of ISdU/BrSdU in the UVA region
have already been studied in vitro in mouse embryonic fibroblasts,
human fibroblasts, and HeLa cell models [14]. Survival fraction (HeLa)
after irradiation with the pre-defined doses of radiation from the
320-400 nm spectral region, strand break formation employing the
comet assay, and crosslinks generation were quantified in those studies.
The choice of fibroblasts for the in vitro PDT model seems quite natural.
Indeed, light has quite a limited penetration depth, to about 1-2 mm
[35], which suggests the applicability of PDT only for superficial lesions.
However, due to the advent of flexible fiber optics light can be intro-
duced practically into any organ in the body [36,37]. Considering this,
we conducted similar in vitro studies on prostate cancer cells. Prostate
cancer is, after breast cancer, the second most frequent reason for death
worldwide [6]. On the other hand, the employment of surgery or
radiotherapy exposes normal structures like nerves, bladder, or rectum
to damage [38,39]. The intrinsic limitation in the PDT-mediated damage
by visible light has, thus, the potential of restricting the treatment to the
prostate while sparing the surrounding normal tissues.

3.1. Cytotoxicity assay results for PC3 cells treated with BrSdU and 1SAU

MTT assay allows us to determine the impact of the studied com-
pounds’ on cell viability [40]. Modified nucleosides should be margin-
ally cytotoxic without radiation exposure. The impact of studied
derivatives was examined via incubation with PC3 cells in six concen-
trations (from 10~"-10~° M) for 48 and 72 h. The results show that both
derivatives do not produce a statistically significant (p < 0.05) decrease
in the PC3 cell’s metabolic activity in the tested concentration range (see
Fig. 1). Brem et al. also showed nontoxicity of BrSdU and ISdU to HeLa
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cells, using 50 and 100 pM drugs concentrations [14].

3.2. Clonogenic assay

In the next step, we assessed the effect of BrSdU and 1SdU on PC3
cells’ ability to resume proliferation after irradiation. For this purpose,
the clonogenic assay was performed [41]. The tested derivatives, BrSdU
and ISdU, significantly enhance PC3 cells’ sensitivity to UVA radiation
(see Fig. $3). The photosensitizing effect depends on the photosensitizer
concentration (50 or 100 pM) and the radiation dose (0, 5, 10, 15 kJ x
m2). our clonogenicity studies have shown that treatment of cells with
BrSdU and ISdU in 50 pM concentration and 5 kJ x m 2 of UVA reduced
cell survival to 81.8 + 0.7 % and 72.9 + 5.9 %, respectively. For the
same drug concentration and increased radiation dose to 15 kJ x m 2a
further reduction in cell survival, to 38.0 = 1.7 %, and 14.1 £+ 1.5 % for
BrSdU and ISdU, respectively, was observed. Using 5 and 15 kJ x m 2
UVA doses and 100 pM of the modified nucleosides the survival fraction
decreased t0 59.5 + 7.2 % and 19.0 £ 1.1 % for BrSdU and 53.8 £ 2.9 %
and 8.4 = 1.8 % for ISAU (Fig. 2). Both studied compounds induce a
significant (p < 0.0001) reduction in PC3 cells’ survival after irradiation,
but the photosensitizing effect is stronger for ISdU (see Fig. 2). The same
was observed in Brem et al. work where the photosensitizing properties
of BrSdU and ISAU (100 pM) were studied via HeLa cells. After 14 kJ x
m2UVA irradiation, the cell survival fraction for BrSdU was about 40 %
and for 1SdU 30 % [14].

3.3. The effects of BrSdU and 1SdU treatment on the PC3 cell cycle and
cell death

The cell cycle is a series of biochemical and molecular cyclic changes
that occur in the cells and investigation of these changes gives
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Fig. 1. PC3 cells viability after treatment: A — BrSdU and B - ISdU in a concentration range from 0.001 to 100 pM, after 48 and 72 h of incubation. The results come

from three independent experiments and are presented as a mean + SD.
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Table §1). ****: p < 0.0001; ns — not significant.

information about photosensitizers action. To establish these changes a
cell cycle assay using flow cytometry was performed. BrSdU and ISdU
treatment combined with UVA radiation results in a cell fraction
decrease in the GO/G1 phase and an increase in the G2/M phase,
compared to the untreated and unirradiated control (Fig. 3). For cells
treated with higher concentration (100 pM) of BrSdU and ISdU and UVA
irradiated, the fraction in G2/M phase amounts to 48.62 + 0.72 % and
47.7 + 0.75 %, respectively (p < 0.01). The cell fraction in the G2/M
phase for unirradiated cells but treated with 100 pM BrSdU assumes
40.89 + 1.38 % and 40.09 + 1.38 % for those treated with ISdU. In
addition, the cell fraction in the G2/M phase remains at a similar level
for PC3 cells either treated with drug only or with UVA radiation - there
are no significant changes (p < 0.05).

To assess cell death after combined treatment with PSs and radiation,
cells were examined using MitoSense/7AAD staining and flow cytom-
etry. Staining with MitoSense Red reflects changes in mitochondrial
membrane potential which is an early indicator of apoptosis and mito-
chondrial dysfunction. On the other hand, 7-AAD dye tracks changes in
cell membrane permeability, observed later in apoptosis and necrotic
cells. The combined staining allows for the identification of viable, early
apoptotic, late apoptotic, and dead cells. The synergistic action of PSs
and UVA radiation affects the population of viable cells, showing a
statistically significant reduction from 90 + 0.01 % (UVA treated) to
80.76 + 0.90 % for 100 pM BrSdU and 78.35 + 0.99 % for 100 pM ISdU
(Fig. 4 and Fig. $4). These changes are associated with alterations in the
cells’ quantity in the early stage of apoptosis. The number of those cells
increases significantly (p < 0.0001) for higher concentrations of BrSdU —
15.14 £ 1.37 % and ISdU - 20.54 + 0.75 % compared to irradiated
control — 6.26 & 0.02 % (Table S2). For BrSdU (100 pM), there is also a
statistically significant (p < 0.05) increase in early apoptotic cells
without radiation exposure. Nevertheless, the action of photosensitizers
and UVA radiation does not statistically impact on the quantity of late
apoptotic or dead cells, within the experiment range (the change for the
latter is evident in the case of the applied positive control for apoptosis —
staurosporine).

3.4. Analysis of histone H2A.X phosphorylation

The formation of the double-strand breaks triggers phosphorylation
of the H2A.X histone, producing yH2A.X — a molecular marker. To
investigate the influence of the PC3 cells treatment with modified nu-
cleosides combined with UVA radiation on the DSBs formation, a flow
cytometric analysis was performed. The level of YH2A X was determined
2 and 24 h after irradiation of cells treated with the studied compounds
and control cultures. Fig. 5 shows the H2A.X phosphorylation level. One

can observe a statistically significant (p < 0.0001) increase of YH2A.X
for the irradiated cells treated with BrSdU and ISdU compared to the
non-irradiated controls (for the gating strategy see Fig. S5). The UVA
radiation itself — as expected, does not generate DSBs. After 2 h of UVA
irradiation of the cells treated with 100 pM BrSdU and ISdU, the yH2A X
level changes from 11.38 + 0.8 % (only irradiation) to 37.05 + 1.91 %
and from 10.41 + 0.41 % to 34.33 + 0.45 %, respectively (Table S3).
Cells exposed to 50 pM BrSdU and ISdU in combination with radiation
cause a significant increase of histone yH2A.X phosphorylation level to
26.84 + 0.62 % and 26.54 + 0.88 %, respectively. It is worth empha-
sizing that even after 24 h from irradiation (at this time potentially lethal
damage repair is complete [42]), the population of positive cells in the
irradiated culture assumes 11.31 + 0.31 %, while it increases to 37.36
+ 0.86 % for the cells irradiated and pretreated with 100 uM BrSdU and
to 36.24 + 0.42 % in case of 100 uM ISdU pretreatment. For a photo-
sensitizer dose of 50 pM the enhancement of phosphorylation level
compared to the irradiated-only variant stays also extremely statistically
significant (Table S3). Additionally, the DSBs repair processes are
noticeable for 50 pm concentration of modified nucleosides comparing
the yH2A.X level after 2 and 24 h from irradiation. Notably, the phos-
phorylation range after strand break repair stays extremely statistically
significant. For a half dose of BrSdU the yH2A.X level remains at 25.79
+1.01 % (13.48 + 1.06 % with no UVA) and for ISdU at 20.61 + 0.19 %
(10.23 + 0.19 % with no UVA). These results suggest that the BrSdU and
ISdU photosensitizing action is related to the DSB formation in PC3 cells.

3.5. Reactive oxygen species detection

Intracellular ROS levels were determined by flow cytometry using
the DCF-DA-based method (2',7'- dichlorodihydrofluorescein diacetate is
a well-known indicator for reactive oxygen species in cells, which
reduced form 2',7-dichlorofluorescein (DCF) is highly fluorescent [43]).
The results demonstrated that the combined action of BrSdU and radi-
ation significantly (p < 0.05) increased ROS levels in the case of both
tested doses of the photosensitizer (Fig. 6, for the gating strategy see
Fig. S6). When compared to the irradiated control (set at 100 %), BrSdU
elevated ROS levels to 121 % and 122 % for the 50 pM and 100 pM
doses, respectively. Simultaneous action of radiation and ISdU also
significantly (p < 0.05) increased the ROS level but only in the case of
100 pM photosensitizer dos. In this case, ROS levels reached 118 %
relative to the irradiated control.

A partially ROS-dependent mechanism of action of BrSdU/ISdU and
UVA treatment of HeLa cells was proposed by Brem et al. The comet
assay in D50 indicates DNA interstrand cross-links formation, but the 8-
oxoguanine — a common marker of DNA oxidative lesions, was not
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Fig. 3. Flow cytometry analysis of PC3 cell cycle for variants treated with BrSdU and ISdU and 10 kJ UVA radiation: A - histogram of stained PC3 cells showing DNA
content distribution. G0/G1 and G2/M phase histogram peaks are separated by the S-phase distribution; B — quantitative analysis of cell cycle distribution. The results
come from three independent experiments and are presented as a mean =+ SD. The differences in cell populations in the G2/M phase for indicated groups are

statistically significant. ** p < 0.01; ns-not significant.
observed at a significant level [14].

4. Discussion

Current treatments for prostate cancer, such as prostatectomy, radio/
chemotherapy, and hormone therapy, often come with significant side
effects. Hormone therapy, for example, may lead to cells becoming
insensitive to androgens [44,45]. Thus, photodynamic therapy could
serve as an alternative focal treatment for combating prostate cancer.
The performed MTT assay for BrSdU/ISdU confirmed no cytotoxic ef-
fects against PC3 cells, even at higher compound concentrations (100
HM). Clonogenic assays further demonstrated the photosensitizing
properties of BrSdU and ISdU when combined with different UVA ra-
diation doses. Interestingly, the photosensitizing effect was approxi-
mately twice as efficient for ISdU at 15 kJ x m~2 UVA compared to the
BrSdU photosensitizing effect. As Brem and coworkers discussed, this

may be related to different dehalogenation processes [14]. Uracil radical
generation occurs via homolytic or heterolytic pathways, with BrSdU
favoring the heterolytic pathway, whereas both heterolysis and ho-
molysis are involved for ISdU [46].

Cell cycle investigations provided further insights into the photo-
sensitive mechanisms of the studied photosensitizers. To prevent detri-
mental DNA damage, cells can be arrested at specific stages of the cell
cycle. Generally, ultraviolet radiation induces G2/M cell cycle arrest to
halt the mitotic division of the damaged genome [47-49]. Exposing PC3
cells to BrSdU or ISAU in combination with UVA radiation led to a
similar G2/M arrest, accompanied by a reduction of the GO/G1 phase.
Slight differences in the S phase were also observed for the 100 pM
concentration of ISdU and UVA treatment. The cell detects damage like
DSBs through checkpoint mechanisms and halts replication to allow
repair. S phase arrest is a critical cellular mechanism to manage DNA
replication issues [50]. Photosensitizer combination with UVA radiation
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significantly changes the cell cycle distribution.

Another insight into the mechanism of action was gained through
cell death analysis based on mitochondrial pathways. Cells treated with
both PSs and UVA entered the early apoptosis stage, with ISAU showing
greater efficiency in this process. While late apoptosis and cell death are
desired outcomes, examination of the intrinsic apoptosis pathway 24 h

after treatment did not reveal these responses.

The current study did not directly quantify the incorporation effi-
ciency of these modified nucleosides into the DNA of PC3 cells. How-
ever, previous reports, including those by Brem et al. [14] have
demonstrated that halogenated thionucleosides are incorporated into
the cellular DNA of HeLa cells. HeLa cells grown for 48 h in medium
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(doxorubicin was used as a ROS-positive control). A statistically significant difference between the indicated groups at the level * p < 0.05, ns-not significant.

containing 100 uM BrSdU showed substitution of DNA thymidine with
the modified nucleoside at levels ranging from 0.045 % to 0.06 %. Under
the same conditions, ISAU incorporation was slightly lower, ranging
from 0.025 % to 0.033 %. The incorporation of BrSdU and ISdU into the
DNA of MCF-7 breast cancer cells was also evaluated by Spisz et al. [33].
The conditions used to test the possibility of DNA incorporation, as well
as the resulting data, were similar to those described by Brem [14].
When incorporated into DNA, modified nucleosides are expected to
induce UVA-triggered biopolymer damage. Thionucleosides, when
photoexcited, trigger cross-linking within DNA [22,23]. In contrast, a
halogen atom in uracil makes the DNA molecule susceptible to long-
range electron transfer, leading to single-strand breaks that may
convert into lethal double-strand breaks [9-12]. In this study, we
examined the impact of BrSdU/ISdU and UVA treatment on the forma-
tion of double-strand breaks. Exposure of PC3 cells to the drugs com-
bined with UVA treatment increased H2A.X histone levels, which
correlates with DSBs formation. This might suggest that the electron
transfer process plays a role in DNA damage formation. However, con-
trasting findings from Brem et al. revealed the formation of DNA single-
strand breaks or alkali-labile sites in HeLa cells treated with BrSdU/ISdU
(100 uM) and UVA radiation (15 or 30 kJ x m 2) but did not detect DSBs
under these conditions. Importantly, their experimental protocol
involved replacing the cell medium before irradiation with fresh me-
dium lacking photosensitizers [14]. Thus, we speculate that the forma-
tion of DSBs is likely due to the direct action of BrSAU and ISdU within
the cellular environment, emphasizing the critical role of these modified
nucleosides in mediating DNA damage.

The combination of BrSdU treatment with UVA further enhances
ROS production. In the case of ISdU, a significant ROS-related interac-
tion was observed only for the higher dose of photosensitizer. However,
the extent of ROS production with modified nucleosides is notably
smaller compared to the significant levels induced by the ROS-
generating drug doxorubicin. Previous research by Brem et al. pro-
posed a partially ROS-dependent mechanism for BrSdU/ISdU in the
presence of UVA [14]. These findings underscore the selective effects of
photosensitizers and UVA in modulating ROS-mediated cellular
responses.

5. Conclusions

In this study, we investigate the photosensitizing effects of BrSdU
and ISdU combined with UVA radiation on PC3 cells. MTT assays
confirmed that even at high concentrations (100 pM), neither compound
exhibited cytotoxicity in PC3 cells. However, clonogenic assays
demonstrated the photosensitization properties of BrSdU and ISdU
across various UVA doses, with ISAU showing approximately twice the
efficacy of BrSdU. This difference may be attributed to variations in
dehalogenation processes, where uracil radical generation occurs

through either homolytic or heterolytic pathways. Furthermore, cell
cycle analysis by flow cytometry provided additional insights into the
photosensitization mechanism. (1) Exposure of PC3 cells to BrSdU or
1SdU, in combination with UVA-induced G2/M phase arrest. (2) Analysis
of cell death pathways, based on mitochondrial processes, revealed that
both PSs combined with UVA triggered early apoptosis, with ISAU
demonstrating greater effectiveness. (3) The formation of double-strand
breaks was assessed, showing that exposure to BrSdU/ISdU and UVA
resulted in increased yH2A X histone levels, indicative of DSB formation.
(4) Cytometric analysis of reactive oxygen species formation showed a
statistically significant increase in ROS production for both BrSdU and
1SdU, observed only at higher concentrations of the photosensitizers.

These findings are critical for understanding the photosensitizing
mechanisms of modified nucleosides and suggest that their effective-
ness, while differential, can still be achieved under the hypoxic condi-
tions typical of solid tumors. In summary, this study confirms the
photosensitizing potential of BrSdU and ISdU against prostate cancer
and highlights their ability to mitigate the hypoxic limitations often
encountered in conventional cancer therapies.
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Fig. S3. The picture of cell dishes with stained colonies was obtained from the clonogenic

Tab. S1. Average plating efficiencies [%] of PC3 cells obtained from the clonogenic assay.

assay.

Plating efficiencies [%]

dose 0uM
[kJ x m™] | BrSdU/ISdU

0 47.17

5 50.67

10 50.50

15 49.33

50pM  100pM 50 M 100 uM
BrSdU  BrSdU  ISdU 1SdU

50.50 46.5 44.83 45.83
41.33 27.67 32.67 24.67
2433 15.67 13.17 12.67
19.17 8.83 6.33 3.83
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Fig. S4. Flow cytometry analysis of cell death. Dot plots compare MitoSens Red vs. 7-AAD
staining. Cells distribution: Q1 — viable cells, Q2 — early apoptotic cells, Q3 — late apoptotic

cells, Q4 — dead cells.

Tab. S2. Quantitative cytometric analysis of histone cell death pathways.

viable cells [%]  ecarly apoptotic late apoptotic death cells [%]

cells [%] cells [%]
0kJ 90.43 +0.27 7.33 104 0.73 1 0.35 1.5210.33
0 kJ + 50 uM BrSdU 90.36 + 3.84 8.94+0.08 1.84£0.50 2.03+0.10
0 kJ + 100 uM BrSdU 86.93 1+ 0.24 9.05+0.57 1.66 +0.23 227 +0.11
0kJ +50 uM ISdU 92.91+1.29 3.68+0.42 1.09+0.41 2.34+0.47
0 kJ + 100 puM ISdU 91.74 + 0.69 5.79 +0.09 0.94+ 0.40 1.54+0.20
10 kJ 90.00 +0.01 6.26 +0.02 1.54 1 0.00 2.19+0.01
10 kJ + 50 uM BrSdU 82.53+0.02 13.36 +0.22 1.95+0.08 2.16 +0.09
10 kJ + 100 uM BrSdU 80.76 + 0.95 15.14 1+ 1.37 1.97 1+ 042 2.14 1 0.03
10 kJ + 50 uM ISdU 90.00 + 1.84 17.06 + 1.61 2491 0.10 2,11 10.14
10 kJ + 100 pM ISdU 78.35 +0.99 20.54+0.75 2.68+0.17 2,16 +0.08
staurosporine 78.30 £ 1.83 16.26 + 1.51 1.94+0.32 3.51+0.00
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Tab. S3. Quantitative cytometric analysis of histone H2A.X phosphorylation.

Positive cells population (yYH2A.X phosphorylation)
2 h from irradiation [%] 24 h from irradiation [%]

0kJ 11.55+0.13 10+ 0.1
0kJ + 50 uM BrSdU 8574031 13.48 + 1.06
0 kJ + 100 uM BrSdU 11.38+0.8 12.15+ 049

0kJ +50 puM ISdU 10.51 +0.23 10.23 +0.19
0 kJ + 100 pM ISdU 1041 +0.41 13.43£0.03

10 kJ 11.7+0.6 11.31+0.31
10 kJ + 50 uM BrSdU 26.84 +0.62 25.79 + 1.01
10 kJ + 100 pM BrSdU 37.05+ 191 37.36+0.86
10 kJ + 50 uM ISdU 26.54+0.88 20.61 +0.19
10 kJ + 100 uM ISdU 3433045 36.24 042

2h after irradiation
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Fig. S5. Flow cytometry analysis of H2A.X phosphorylation for 2 and 24 h after irradiation.
The gating strategy was based on a side scatter plot SSC versus a 488 nm laser area. YH2AX
negative population is indicated in the lower-left square and YH2AX positive population is

indicated in the lower-right square for the control cell and the same gating is applied for the

Count

w030,30, 50,70, 909010, 30,30, 70, 90pP10,30, 30, /0, ,90010,30,5,70,990130,30,30,70,0

Fig. S6. The histogram representing ROS level in cells in flow cytometry analysis.
Respectively: unstained control, untreated and unirradiated control, DOX treated positive

control, 100 uM BrSdU and 10 kJ treated cells and 100 uM ISdU and 10 kJ treated cells.
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