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Radio- i fotoliza znakowanego DNA
Od syntezy modyfikowanych oligonukleotydow do zaleznos$ci sekwencyjnej

fotouszkodzen

Jedna z powszechnie stosowanych metod leczenia choréb nowotworowych jest radioterapia,
ktéra moze wywotywaé szereg powiklan, jak réwniez indukowaé powstawanie wtornych
nowotworow. Aby zniwelowa¢ negatywne nastepstwa ekspozycji na promieniowanie
jonizujace, poszukuje si¢ efektywnych sensybilizatorow DNA, umozliwiajacych zastgpienie
szkodliwych dla pacjentow fotonow wysokoenergetycznych, fotonami o znacznie mniejszej
energii 1 toksyczno$ci Jednym ze sposobow sensybilizacji biopolimeru jest jego modyfikacja,
polegajagca na zastgpieniu natywnych zasad nukleinowych ich halogenowanymi
odpowiednikami.

Pomimo, iz sam pomyst wykorzystania halogenopochodnych zasad nukleinowych jako
czynnikéw uwrazliwiajacych DNA nie jest nowy, to zwigzki te nie znalazty praktycznego
zastosowania (w zastosowaniach klinicznych), co prawdopodobnie wynika z niekompletnej
wiedzy dotyczacej mechanizmow decydujacych o wydajnosci powstawania foto- czy tez
radiouszkodzen DNA.

W ramach niniejszej pracy doktorskiej podjeto sie¢ wyjasnienia specyficznych zagadnien

zwigzanych z mechanizmami radio- i fotosensybilizacji modyfikowanego DNA a takze



zaprojektowano narzedzie molekularne umozliwiajace tatwe 1 szybkie przygotowanie
materiatu do testowania skutecznosci modyfikowanych nukleozydow, potencjalnych

sensybilizatorow DNA.

Jak dotad, niewyjasniong kwestia pozostawal wplyw na wydajno$¢ powstawania
fotouszkodzen nukleotydow sasiadujacych bezposrednio z donorem elektronu (D; guanina)
badz jego akceptorem (A; modyfikowana zasada nukleinowa). W celu zbadania wptywu
sasiedztwa na proces fotoindukowanego transferu elektronu z D do A, poddano ekspozycji na
promieniowanie UV 7 dupleksow zawierajacych motyw 5°-XCAABrUY-3’, gdzie XiY to A,
T, G lub C. W wyniku analizy jako$ciowej i ilosciowej poszczegdlne motywy uszeregowano
pod wzgledem ich wrazliwosci na uszkodzenie. W efekcie zidentyfikowano motyw
5’-CCAABrUT-3’, ktory charakteryzuje si¢ najwicksza podatnoscia na fotodegradacje

DNA.

W ramach Kkolejnego projektu przetestowano i usystematyzowano radiosensybilizujacy
potencjat jodopochodnych zasad azotowych. W tym celu poddano ekspozycji na
promieniowanie gamma kroétkie, jednoniciowe fragmenty DNA (5°-TYT-3’), znakowane 5-
jodo-2’-deoksyurydyng (TIUT) i 5-jodo-2’-deoksycytydyng (TICT). Na podstawie wynikow
analizy chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometrig mas (LC-MS), zidentyfikowano
i o0znaczono ilosciowo powstale produkty radiolizy. Zaobserwowano szereg fragmentow
swiadczacych o przerwaniu cigglosci nici modyfikowanego trinukleotydu (produkty typu
dimer: poTXow/HoXTon, pPXTon, O=XTon czy monomer: dT=0, pTon, HoTon, HoTp, dTI).
Ponadto wykazano, ze trinukleotydy znakowane jodopochodnymi zasad azotowych
gwarantuja wicksza wydajnos¢ radiolizy niz te znakowane bromopochodnymi. Zebrane
wyniki prowadza do wniosku, ze lepszym radiosensybilizatorem DNA jest 5-jodo-2’-
deoksyurydyna, a nie powszechnie stosowana w badaniach eksperymentalnych

5-bromo-2’-deoksyurydyna.



W koncu w oparciu o opisany w literaturze protokét zaproponowano tatwa i szybka metode
syntezy fotowrazliwego, dwuniciowego DNA, znakowanego wybranym sensybilizatorem.
Ekspozycja tak uzyskanego materialu na promieniowanie UV prowadzi do przerwania
ciggtosci nici biopolimeru, co tym samym potwierdza jego fotowrazliwo$é. Nalezy
zaznaczyC, ze zaproponowany protokdt stanowi bardzo uzyteczne narzedzie do testowania

potencjalnych sensybilizatorow, zwtaszcza tych, ktore nie sg dostepne komercyjnie.

Realizacja trzech opisanych wyzej projektow uzupetita wiedze dotyczaca nie tylko radio-
ale i fotosensybilizacji DNA. Ponadto, zaprojektowanie uniwersalnego narzedzia do
testowania wlasciwosci nowych, modyfikowanych nukleozydéw poszerza mozliwosci
okreslania nie tylko ich potencjatu sensybilizujacego, ale takze procesow jakim moga one
ulec w roztworze - podczas znakowania, czy juz po wprowadzeniu do tancucha — w wyniku

ekspozycji na promieniowanie.



