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Streszczenie

Choroby nowotworowe stanowig jedng z gtéwnych przyczyn zgondéw na $wiecie,
zwlaszcza w krajach wysoko rozwinietych. Jedng z najczesciej stosowanych metod
leczenia nowotworow, obok chirurgii i chemioterapii, jest radioterapia. W jej trakcie
pacjenci poddawani sg dziataniu promieniowania jonizujacego, ktore nie jest obojetne dla
organizmu ludzkiego, a stosowane w duzych dawkach prowadzi do szeregu powaznych
skutkow ubocznych, ze zwigkszonym ryzykiem wystapienia w przysztosci nowotworu
wtornego wlacznie. Szczegdlnie wazng cechg komorek nowotworow litych jest hipoksja,
ktora zmniejsza skuteczno$¢ promieniowania jonizujacego i jest odpowiedzialna za
radiooporno$¢ guzow nowotworowych. Jednym ze sposobéw rozwigzania tego problemu
moze by¢ zastosowanie w radioterapii radiosensybilizatoréw, czyli substancji
uwrazliwiajacych komoérki nowotworowe na dziatanie promieniowania jonizujacego. Do
lepiej poznanych klas zwigzkow tego typu nalezg mimetyki tlenu z grupy nitroimidazoli
oraz analogi tyminy, wérod ktorych klasycznym przyktadem, o potwierdzonym in vitro
dziataniu radiosensybilizujacym, jest 5-bromo-2’-deoksyurydyna. Ze wzgledu na szybki
metabolizm tego zwiazku in vivo, nie znalazt on jednak zastosowania w praktyce
Klinicznej. Jak dotad najskuteczniejszym znanym radiosensybilizatorem jest nimorazol,
lek z grupy mimetykow tlenu, ktory zostat zatwierdzony w Danii i Norwegii jako $rodek
wspomagajacy radioterapi¢ nowotwordw glowy i szyi. Ograniczone zastosowanie
radiosensybilizatorow w terapii przeciwnowotworowej implikuje potrzebg opracowania
nowych, lepiej dziatajacych radiouczulaczy, a do osiggnigcia tego celu wydaje si¢

konieczne zrozumienie mechanizmu ich dziatania.

Niniejsza praca doktorska przedstawia wyniki badan nad mechanizmami
dziatania radiosensybilizujacego wybranych pochodnych urydyny oraz mimetykow tlenu
z grupy nitroimidazoli. Do wyjasnienia tych mechanizméw wykorzystano metody

kwantowochemiczne oraz analiz¢ chemometryczng.

Pochodne uracylu — amidosiarczan  5-hydroksyuracylu (SU) oraz
N,N-dimetyloamidosiarczan 5-hydroksyuracylu (DMSU) zostaly zbadane w fazie
gazowej (przez grupe S. Denifla z Uniwersytetu w Innsbrucku w Austrii) przy pomocy
techniki skrzyzowanych wigzek elektronowo-molekularnych, a obliczone teoretycznie
bodzce termodynamiczne poszczegélnych reakcji  fragmentacji  indukowanych

przylaczeniem elektronu zostaty poréwnane ze zmierzonymi. W przypadku pochodnej



SU, przeprowadzono rowniez badania teoretyczne nad mechanizmem dysocjacyjnego
przytaczenia elektronu (DEA) w roztworze wodnym oraz wykonano eksperyment
radiolizy stacjonarnej (w Pracowni Sensybilizatoréw Biologicznych na Wydziale Chemii
Uniwersytetu Gdanskiego). Wyniki badan eksperymentalnych pokazaty, ze SU nie
wykazuje wlasciwosci radiosensybilizujagcych, pomimo korzystnego profilu DEA
obliczonego metodg MO06-2x/6-31++G(d,p). Z tego powodu proces DEA zostal
zweryfikowany przy pomocy metody o doktadnosci chemicznej, G2ZMP2. Wyniki
obliczen na poziomie G2MP2 okazaly si¢ by¢ zgodne z wynikami eksperymentu
radiolitycznego, stad wniosek, ze nie w kazdym przypadku metody DFT okazuja si¢ by¢
wystarczajgce do opisu problemu. Zablokowanie mozliwo$ci protonowania podstawnika
amidosiarczanowego w SU poprzez metylowanie grupy amidowej (DMSU) okazato si¢
nie wptywac jakosciowo na proces degradacji tej pochodnej uracylu — degradacja

przebiegata podobnie dla SU i DMSU.

Kolejnym badanym aspektem byto okre$lenie stabilnosci w roztworze wodnym
trzech jodopochodnych urydyny: 6-jodourydyny (61Urd), 5-jodo-2’-deoksyurydyny
(51dU) i 6-jodo-2’-deoksyurydyny (61dU). Postugujac si¢ metodami chemii kwantowej
zbadano przebieg hydrolizy tych zwigzkéw pod wzgledem termodynamicznym,
a nastgpnie wykonano symulacje kinetyczne w celu uzyskania obrazu zmian stg¢zen
poszczegdlnych  reagentow w  funkcji  czasu. Badania  wskazaly, zZe
6-jodo-2’-deoksyurydyna jest niestabilna w srodowisku wodnym i wbrew wczes$niejszym
sugestiom, nie moze by¢ stosowana jako radiosensybilizator. Jej niska stabilno$¢
w porownaniu z pochodng 51dU wynika prawdopodobnie z oddziatywan sterycznych

pomiedzy atomem jodu w pozycji 6 a resztg cukrowa.

Ostatni projekt opisany w niniejszej dysertacji byt zwigzany z mimetykami tlenu.
Przeprowadzono interdyscyplinarne badania, majace na celu zidentyfikowanie
mozliwego mechanizmu radiouczulajacego dziatania nitroimidazoli. Radioliza
stacjonarna, a takze badania obliczeniowe wykorzystano do weryfikacji jednego
z mechanizmow dziatania mimetykow tlenu prezentowanego w literaturze — mechanizmu
rodnikowego — dla modelu rodnika 5-hydroksypirymidynowego z metronidazolem.
Badania zostaty uzupetnione opisem zaleznosci struktura-aktywnos$¢ (QSAR) w oparciu
0 znane zwiazki z grupy nitroimidazoli i ich skuteczno$¢ radiosensybilizacji, wyrazong
przy pomocy doswiadczalnie zmierzonego parametru C1.6. Uzyskane wyniki wskazuja

na potrzeb¢ zrewidowania sugerowanego w literaturze rodnikowego mechanizmu
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radiosensybilizacji. Otrzymane modele QSAR, oparte na deskryptorach
kwantowochemicznych, charakterystycznych dla jednego z dwodch rozpatrywanych
mechanizméw — mechanizmu rodnikowego lub elektronowego — pokazuja bardzo dobre
zdolnosci prognostyczne tego drugiego, sugerujac, ze to wlasnie mechanizm zwigzany
z przylaczeniem elektronu moze by¢ odpowiedzialny za  wilasciwosci

radiosensybilizujace nitroimidazoli.



Abstract

Cancer is one of the leading cause of death, especially in highly developed
countries. One of the most commonly used treatment modality, apart from surgery and
chemotherapy, is radiotherapy. During radiotherapy, patients are exposed to ionizing
radiation, which is not indifferent to human body, and when used in high doses, it leads
to a number of serious side effects, including the appearance of a secondary tumor.
A particularly important feature characterizing the cancer cells of solid tumors is hypoxia,
which is responsible for the low effectiveness of radiotherapy, due to radioresistance of
cells at the low concentration of oxygen. This situation calls for introducing of the
so-called radiosensitizers, i.e. compounds which can sensitize cancer cells to ionizing
radiation. The well-known classes of these compounds include the nitroimidazole oxygen
mimetics and thymine analogues. A derivative with an in vitro and in vivo confirmed
radiosensitizing effect, is 5-bromo-2’-deoxyuridine. It has not been used in clinical
practice so far due to its swift metabolism. Nimorazol, an oxygen mimetic, is the only
radiosensitizer approved in Denmark and Norway as a radiotherapeutic agent in the
treatment of head and neck cancer. Due to the limited use of radiosensitizers in anti-cancer
therapy, the understanding of their mechanism of action seems to be necessary for the

development of new, better-performing compounds.

This doctoral dissertation presents the results of research on the mechanisms
responsible for the radiosensitizing properties of selected uridine derivatives and oxygen
mimetics from the nitroimidazole group. For this purpose, quantum-chemical calculations

and chemometric analysis were used.

Uracil derivatives - uracil-5-yl O-sulfamate (SU) and uracil-5-yl O-(N,N-
dimethylsulfamate) (DMSU) was tested using crossed electron-molecular beam
experiments in the gas phase. For the obtained experimental results, the process of
degradation induced by low-energy electrons of registered fragmentation anions was
described. In the case of the SU derivative, theoretical studies of the dissociative electron
attachment (DEA) in aqueous solution were additionally carried out with the stationary
radiolysis experiment. SU does not show radiosensitizing properties despite encouraging
results of theoretical calculations of its DEA profile. The recalculation of the DEA
process with the chemical accuracy method, G2MP2, allowed to demonstrate that the

previously adopted DFT model possesses too low accuracy. On the other hand, in case of



DMSU, the degradation paths in the gas phase were similar to those obtained for SU and
support the conclusion that methylation of the derivative does not qualitatively affect the

DEA process.

Another aspect studied within this dissertation was the determination of the
stability in an aqueous solution of the 6-iodouridine (61Urd) and selected iodo- derivatives
of 2’-deoxyuridine: 5-iodo- (51dU) and 6-iodo-2’-deoxyuridine (61dU). For this purpose,
the mechanism of the hydrolysis of these compounds was analyzed computationally, as
well as kinetic simulations were performed in order to obtain the concentration-time plots
and respective half-lifetimes. Research has shown that 6-iodo-2’-deoxyuridine is unstable
in the aqueous environment and, different form the literature suggestions, cannot be used
as a radiosensitizer. Its low stability, compared to the 5I1dU derivative, may result from

the steric hindrance of the iodine atom at the 6 position with the sugar residue.

Finally, an interdisciplinary research, in order to identify a possible mechanism of
the radiosensitizing effect of nitroimidazoles was carried out. The stationary radiolysis,
as well as computational studies were employed to verify one of the mechanisms of action
of oxygen mimetics presented in the literature - the radical mechanism — using the
5-hydroxypyrimidine radical-metronidazole model. The quantum chemical studies was
supplemented by the quantitative structure-activity relationship (QSAR) based on the
known compounds from the nitroimidazole group and their radiosensitization efficiency,
expressed as the experimentally measured parameter C1.6. The carried out studies
indicate that the commonly assumed radical mechanism is not operative. The obtained
QSAR models based on quantum chemical descriptors related to the two mechanisms —
radical mechanism or electron attachment based mechanism — show that the model based
on the electron attachment descriptors possesses much better prognostic abilities.
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Wykaz stosowanych skrétow

2NI — 2-nitroimidazol

51dU — 5-jodo-2’-deoksyurydyna

61dU — 6-jodo-2’-deoksyurydyna

61Urd — 6-jodourydyna

AA — asocjacyjne przytaczenie elektronu (z ang. Associative Electron Attachment)
AEA — adiabatyczne powinowactwo elektronowe (z ang. Adiabatic Electron Affinity)
AIMD - dynamika molekularna ab initio (z ang. Ab Initio Molecular Dynamics)
AmdC — 5-azydometylo-2’-deoksycytydyna

AmdU — 5-azydometylo-2’-deoksyurydyna

AvdC - 5-(1-azydowinylo)-2’-deoksycytydyna

AvdU — 5-(1-azydowinylo)-2’-deoksyurydyna

BrA — 8-bromoadenina

BrC — 5-bromocytozyna

BrdU — 5-bromo-2’-deoksyurydyna

BrG — 8-bromoguanina

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

BrU — 5-bromouracyl

CCC — wspotczynnik korelacji zgodnosci (z ang. Concordance Correlation Coefficient)
CEMB - technika skrzyzowanych wiazek elektronowo-molekularnych (z ang. Crossed
Electron-Molecular Beam)

CIU — 5-chlorouracyl

CNU - 5-cyjanouracyl

dCdF - 2',2"-difluoro-2’-deoksycytydyna, gemcytabina

DEA — dysocjacyjne przylaczenie elektronu (z ang. Dissociative Electron Attachment)
DFT — teoria funkcjonatu gestosci (z ang. Density Functional Theory)

DMSU — N,N-dimetyloamidosiarczan 5-hydroksyuracylu

DSB — podwojne peknigeia nici DNA (z ang. Double Strand Breaks)

ESR — elektronowy rezonans spinowy (z ang. Electron Spin Resonance)

FU — 5-fluorouracyl

HAPs — proleki aktywowane w srodowisku hipoksji (z ang. Hypoxia-Activated Prodrugs)
HRMS - wysokorozdzielcza spektrometria mas (z ang. High-Resolution Mass
Spectrometry)

IOU — 5-jodozylouracyl

ISAU — 5-jodo-4-tio-2’-deoksyurydyna

IU — 5-jodouracyl

LEE — niskoenergetyczny elektron (z ang. Low Energy Electron)

LET — liniowy transfer energii (z ang. Linear Energy Transfer)

MAE — éredni btad bezwzgledny (z ang. Mean Absolute Error)

MET — metronidazol

mMIRNA — krotki kwas rybonukleinowy (mikroRNA)

NHNO.U — 5-(nitroamino)uracyl

OCNU — 1-metylo-5-cyjanianouracyl
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OECD - Organizacja Wspotpracy Gospodarczej i Rozwoju (z ang. Organization for
Economic Cooperation and Development)

OTfdU — 5-triflano-2’-deoskyurydyna

PES - spektroskopia fotoelektronowa lub fotoemisyjna (z ang. Photoemission
Spectroscopy)

PJ — promieniowanie jonizujace

PSB — Pracownia Sensybilizatoréw Biologicznych

R? — wspotczynnik determinacji (z ang. determination coefficient)

RMSEc — $redni kwadratowy btad kalibracji (z ang. Root Mean Square Error of
Calibration)

RMSEcv — $redni kwadratowy blad walidacji krzyzowe;j (z ang. Root Mean Square Error
of Cross Validation)

RMSEp — éredni kwadratowy btad walidacji (z ang. Root Mean Square Error of
Prediction)

SCIU - 5-(chlorosulfeno)uracyl

SCNdU - 5-tiocyjanato-2’-deoksyurydyna

SCNU — 1-metylo-5-tiocyjanatouracyl

SeCNdU — 5-selenocyjaniano-2’-deoksyurydyna

SeCNU - 5-selenocyjanianouracyl

SiIRNA — maly interferujgcy kwas rybonukleinowy

SSB — pojedyncze peknigcia nici DNA (z ang. Single Strand Breaks)

SU — amidosiarczan 5-hydroksyuracylu

TNI — metastabilny stan przejSciowy (z ang. Transient Negative lon)

TS — stan przejsciowy (z ang. Transition State)

Q? — wspotezynnik walidacji (z ang. validation coefficient)

Q%cv — wspdtezynnik walidacji krzyzowej (z ang. cross validation coefficient)

WCSS — Wroctawskie Centrum Sieciowo-Superkomputerowe

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

VAE — energia wertykalnego przytaczenia elektronu (z ang. Vertical Attachment Energy)
VDE - energia wertykalnego oderwania elektronu (z ang. Vertical Detachment Energy)

AG* — entalpia swobodna aktywacji; bariera kinetyczna

AG — zmiana entalpii swobodnej reakcji; bodziec termodynamiczny
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1. Wstep teoretyczny

1.1. Wprowadzenie — epidemiologia i metody leczenia chorob nowotworowych

Choroby przewlekte sg jednym z najwigkszych probleméw dzisiejszych czasow.
Pomimo rozwoju medycyny i technologii, ogromny odsetek spoteczenstwa cierpi z ich
powodu. Wedlug najnowszego raportu  Swiatowej Organizacji Zdrowia
(z ang. World Health Organization, WHO) sa one odpowiedzialne za prawie 71%
zgondw na §wiecie [1]. Do tych najpowazniejszych i najbardziej Smiertelnych mozemy
zaliczy¢ choroby sercowo-naczyniowe, nowotwory, choroby uktadu oddechowego oraz

cukrzyce [1].

Tylko w 2020 roku na §wiecie zidentyfikowano 19 milionow przypadkow nowych
zachorowan na nowotwory, a az 10 milioné6w oso6b zmarto z ich powodu [2]. Globalnie,
choroby nowotworowe zajmuja drugie miejsce wsrod gtownych przyczyn $mierci, przy
czym w krajach wysokorozwinigtych nowotwory sg ich najczgstsza przyczyna [3].
Szacuje si¢, ze dziatanie szkodliwych czynnikow, tj. palenie tytoniu, nadwaga,
spozywanie alkoholu, niezdrowa dieta, czy brak aktywnosci fizycznej odpowiada za 30%
zgonéw z powodu nowotworu. W Polsce stanowig one druga co do czestosci przyczyne
zgonow [4]. Warto podkresli¢, ze wedtug raportu ,,Health at a Glance 2021” Polska ma
jeden z najwyzszych wskaznikow umieralno$ci z powodu nowotworow zto§liwych natle

innych krajow OECD (z ang. Organization for Economic Cooperation and Development)

[5].

Dostepne dla pacjenta onkologicznego metody leczenia zaleza przede wszystkim
od umiejscowienia, stopnia zaawansowania i rodzaju nowotworu. Leczenie moze
odbywac si¢ miejscowo, badz systemowo poprzez podanie lekow [6]. Do tej pierwszej
grupy mozna zaliczy¢ chirurgi¢ i radioterapi¢. W zaleznosci od rodzaju podawanego leku
leczenie ogolnoustrojowe mozna stosowa¢ w formie chemioterapii (leczenie
cytostatykami), hormonoterapii (dotyczy wylacznie nowotworow hormonozaleznych),
immunoterapii (leczenie lekami pobudzajacymi uktad odpornosciowy do zwalczania
nowotworu), czy terapii celowanej (np. leczenie m.in. przeciwciatami monoklonalnymi
czy inhibitorami kinaz tyrozynowych) [6]. Praktycznie kazda z dostgpnych terapii
przeciwnowotworowych wigze si¢ z ucigzliwymi skutkami ubocznymi. Nie jest tez
powiedziane, ze dana terapia przyniesie zadowalajacy poziom wyleczenia, co wiaze si¢

czesto z wystepowaniem przerzutow do innych organdéw. Grupy badawcze stale
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poszukuja nowych metod leczenia, czy tez leku idealnego w celu zwigkszenia

skutecznosci terapii oraz zmniejszenia ich niekorzystnego wptywu na organizm.

1.2. Promieniowanie jonizujace W radioterapii

Radioterapia, obok chirurgii i chemioterapii, jest jedng z najczesciej stosowanych
metod walki z chorobami nowotworowymi [7]. Ponad 50% pacjentow nowotworowych
poddawanych jest tej terapii na ktorym$ z etapéw leczenia. Radioterapia jest dobra
alternatywg dla wspomnianych dwéch metod, dajacg mozliwos¢ dtugofalowej kontroli
nowotworu 1 opanowania guza w sposob mniej inwazyjny, jak réwniez jest sposobem

tagodzenia objawow, gdy zawodza inne formy leczenia [7].

W trakcie radioterapii pacjenci poddawani sa dzialaniu promieniowania
jonizujacego (PJ). Dziatanie PJ opiera si¢ na wywolaniu jonizacji, co w efekcie inicjuje
procesy fizykochemiczne i biologiczne, prowadzace do uszkodzenia struktur
komodrkowych i $mierci komorki. Istotng dla efektywnosci radioterapii charakterystyka
jest promieniowrazliwo$¢ komorek (zdrowych i nowotworowych). Zalezy ona przede
wszystkim od stopnia uwodnienia i utlenowania komorki, zdolno$ci do naprawy
uszkodzen, czy fazy cyklu komorkowego. Stopien wrazliwosci komorek na PJ thumaczy
prawo Bergonie’a i Tribondeau’a, ktore mowi, ze jest ona tym wigksza, im wigksza jest

aktywno$¢ proliferacyjna komorek i im mniejszy jest stopien ich zréznicowania [6].

Warto podkresli¢, ze PJ nie jest obojetne dla organizmu ludzkiego, a stosowane
w zbyt duzych dawkach prowadzi do szeregu powaznych skutkéw ubocznych. W trakcie
radioterapii nastepuje nie tylko miejscowe napromienienie nowotworu, ale rowniez
nieunikniona jest ekspozycja na PJ zdrowych tkanek. Dziatanie promieniowania
jonizujacego wigze si¢ z mozliwoscig wystgpienia odczyndéw miejscowych (np. rumien
skory, zapalenie bton §luzowych) lub ogdélnoustrojowych (nudnosci, wymioty, gorgczka,
uszkodzenia szpiku kostnego) [6]. Istnieje rowniez zwigkszone ryzyko pojawienia si¢

nowotworow wtornych [8].
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1.2.1. Oddziatywanie promieniowania jonizujgcego na DNA komorki

Promieniowanie jonizujace Stanowi nieodlaczng cze$¢ radioterapii, a wigc
konieczne jest doktadne zrozumienie jego dziatania na zywa materi¢. Dziatanie PJ polega
na wywotaniu jonizacji osrodka. W efekcie oderwania elektronu od obojetnego
atomu/czasteczki powstaja pary jonéw — jony dodatnie i ujemnie natadowane elektrony
[9]. Materia moze ulegac jonizacji w sposob bezposredni, poprzez zderzenia czastki
jonizujacej z czasteczkami materii, badz posredni. Klasycznym przyktadem jonizacji

posredniej w kontekscie organizmow zywych stanowi zjawisko radiolizy wody.

Charakterystyczng cechg PJ jest stopien jego pochtaniania przez materi¢. Efekt,
jaki wywota promieniowanie zalezy od ilo$ci zdeponowanej w osrodku energii. Liniowy
transfer energii (LET) jest miarg efektywnosci przekazywania energii do osrodka
1 okresla ilo$¢ energii przekazanej na jednostke drogi przebytej przez czastke jonizujaca
[10]. Wartosc¢ ta jest zalezna od rodzaju i energii promieniowania. Mozemy wigc dokonac
podziatu PJ na promieniowanie o niskim wspotczynniku LET (< 2 keV/um), czyli
promieniowanie gamma, promieniowanie X i protony oraz promieniowanie 0 wysokim
wspotczynniku LET (> 40 keV/um), ktore stanowig czastki a, czy wysokoenergetyczne
czastki o duzej liczbie atomowej Z [10]. W zaleznosci od rodzaju zastosowanego
promieniowania jonizujgcego jego wpltyw biologiczny jest rézny, co pokazujg krzywe
przezywalnosci komorek (Rysunek 1) [11]. Przezywalno$¢ dla PJ o niskiej wartosci LET
zmniejsza si¢ liniowo, poczatkowo powoli, wraz ze wzrostem dawki, by po przekroczeniu
jej pewnej wartosci gwattownie male¢ (obszar opisywany prostg o znacznie wigkszym,
co do wartos$ci bezwzglednej, wspotczynniku Kierunkowym). Dla PJ o wysokiej wartosci
LET, przezywalno$¢ gwattownie spada juz przy malych dawkach promieniowania
i opisywana jest jedng prostg w catym zakresie dawek (Rysunek 1). PJ o niskim LET
charakteryzuje si¢ duza przenikalno$cig, a mata warto$§¢ wspotczynnika LET wynika
z dtuzszej drogi, jakg promieniowanie musi przeby¢ w o$rodku, aby pozby¢ si¢ tej samej
ilosci energii, co promieniowanie 0 wysokiej wartosci LET. Stad wniosek, ze
prawdopodobienstwo wywotania jonizacji przez promieniowanie 0 matej wartosci LET

jest znacznie mniejsze niz PJ o duzej wartosci LET.
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Rysunek 1. Krzywe przezywalno$ci komorek [11].

Dziatanie promieniowania jonizujacego na organizm ludzki wywotuje zmiany na
kazdym poziomie — od pojedynczej molekuly, az po caly organizm. Skutki
napromienienia zaleza od wielu czynnikow, m.in. wielkosci i mocy dawki, czasu
ekspozycji, wrazliwosci komorek, czy rodzaju promieniowania. Wydajnos$¢ indukowania
zmian biologicznych jest w duzej mierze zalezna od rodzaju struktury biologicznej
poddawanej dziataniu PJ. W Tabela 1 zebrano warto$ci dawek pochtonigtych przez
membrang, cytoplazm¢ i jadro komorkowe dla dawki $miertelnej (LDso) dla linii
komoérkowej CHO (komorek nablonkowych jajnika chomika chinskiego) w zaleznosci
od lokalizacji zrodta promieniowania [12]. W opisywanym eksperymencie zastosowano
promieniowanie X z zewnetrznego zrodia, inkorporowang do DNA genomowego
tymidyne znakowana trytem, °H-dThd, oraz zasocjowana z btong komoérkowa
konkanawaline znakowang radioaktywnym jodem !%1. Wyniki zestawione w Tabela 1
pokazuja, ze w kazdym z analizowanych przypadkoéw jadro komorkowe (DNA)
otrzymuje ta samg dawke, okoto 3-4 Gy. Przy czym przy zastosowaniu znakowanej
trytem tymidyny, jadro otrzymuje dawke 3,8 Gy, cytoplazma dawke kilkanascie razy
Mmniejszg, za$§ btona komorkowa dawke Kkilkaset razy mniejszg. Natomiast
125]-konkanawalina zaabsorbowana w btonie komoérkowej dostarcza ponad 100-krotnie
wigkszg dawke do btony komorkowej i 6-krotnie wigksza do cytoplazmy niz do jadra.
Zastosowanie promieniowania X z zewngtrznego zrodta powoduje réwnomierne

napromienienie kazdej z rozwazanych struktur. Te znaczne wahania dawek zwigzanych
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z btong i cytoplazma i stata warto§¢ dawki docierajacej do jadra komorkowego $wiadcza
0 tym, ze strukturg kluczowa, ktorej uszkodzenie prowadzi do $mierci komorki, jest jadro
komorkowe. Z punktu widzenia radioterapii, DNA komoérkowe wydaje si¢ wige stanowic

najwazniejszy cel dziatania PJ.

Tabela 1. Dawka (Gy) zaabsorbowana przez jadro komoérkowe, cytoplazme i btong komérkows przy dawce
$miertelnej LDso dla komorek linii CHO [12].

Zrédlo promieniowania Jadro komérkowe | Cytoplazma Blona komérkowa
Promieniowanie X 33 33 33
®H-dThd (sonda w DNA) 3,8 0,27 0,01
125]-konkanawalina
4,1 24,7 516,7
(sonda w btonie komodrkowej)

Promieniowanie jonizujace, oddziatujac z DNA w zywych komoérkach prowadzi
do uszkodzen materiatu genetycznego. Mozemy do nich zaliczy¢: jednoniciowe
(z ang. single strand break, SSB) lub dwuniciowe p¢kniecia (z ang. double strand break,
DSB), sieciowanie DNA-biatko, sieciowanie DNA-DNA, czy modyfikacje zasad
nukleinowych (Rysunek 2) [13]. Dawka 1 Gy promieniowania o niskiej wartosci LET
(np. promieniowania X) wywotuje w pojedynczej komorce okoto 1000 uszkodzen typu
SSB, 40 typu DSB, 1000 uszkodzen zasad nukleinowych (oksydacja zasady), a takze
700 sieciowan DNA-biatko [12]. Warto zaznaczy¢, ze codziennie w kazdej komorce
dochodzi do tworzenia od 10 do 150 tysi¢cy uszkodzen oksydacyjnych DNA, z ktorych
cze$¢ przeksztatca sie w SSB w trakcie procesow naprawy [14]. Nalezy pamigtaé, ze od
rodzaju uszkodzen zalezy, czy dojdzie do naprawy DNA, czy do nieodwracalnych zmian,
prowadzacych do $§mierci komorki. Poczatkowo, w odpowiedzi na dziatanie PJ, komorka
ma mozliwo$¢ uruchomienia procesow naprawy oraz zahamowania cyklu komorkowego,
w celu uniemozliwienia przekazania wadliwej kopii DNA nowym komoérkom. Duza
liczba uszkodzen moze jednak spowodowaé, ze naprawa DNA bedzie niemozliwa, CO
w efekcie prowadzi do $mierci komorki. Uszkodzenia typu SSB sg tatwo naprawiane
(poprzez wykorzystanie komplementarnej nici DNA jako matrycy). DSB z kolei naleza
do najgrozniejszych uszkodzen, prowadzac w wiekszosci do apoptozy (lub nekrozy)

komorki.
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Rysunek 2. Wplyw promieniowania jonizujacego na DNA [13].
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Dziatanie promieniowania jonizujagcego nha czasteczke DNA moze by¢
bezposrednie, prowadzac do jonizacji i tworzenia kationorodnika biomolekuty (DNA®*)
lub jej stanu wzbudzonego elektronowo (DNA¥*) (Rysunek 2). Z drugiej strony moze ono
dziala¢ posrednio poprzez oddzialywanie z woda, ktdéra jest naturalnym sktadnikiem
kazdej zywej komorki [13] (Rysunek 2). W wyniku radiolizy wody dochodzi do
tworzenia wielu produktéw, w tym rodnikow, ktore sg zdolne do wywolywania

uszkodzen w DNA. Proces ten mozna przedstawi¢ w trzech etapach [9]:

1. W trakcie procesu fizycznego (0,1 do 1 fs) nast¢puje jonizacja (1) lub wzbudzenie
(2) czasteczki wody pod wplywem fotondéw lub natadowanych czastek (np.

promieniowania gamma, promieniowania X, wysokoenergetycznych czastek).
hv
H,0 - H,0** + e~ 1)
hv
H,0 - H,0" + e~ 2

2. Kolejne stadium, fizykochemiczne, to proces, gdzie w czasie od 1 fs do 1 ps
nastepuje dysocjacja wzbudzonych czasteczek wody, w wyniku ktorej powstaja
rodniki H® i *OH (3,4). Na tym etapie dochodzi roéwniez do hydratacji elektronu
(5) oraz jego reakcji z czasteczkag wody (6):

H,0* > H*+ °‘OH ?)

H,0°* + H,0 - H;0" + °OH 4)
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e” *nH,0 — eyq (5)
H,0+ e~ - H,0°” - H*+ OH™ (6)

Jony H20" rowniez ulegajg dalszemu szybkiemu rozpadowi (7):
H,0* - H* + ‘OH ©)

3. W koncowym procesie, jakim jest stadium chemiczne (ps - us), dochodzi do
rekombinacji rodnikéw *OH i atoméw wodoru. W jej wyniku powstajg czasteczki

wodoru, nadtlenku wodoru oraz wody (8-10):

H*+ "OH - H,0 8)
H*+ H® - H, 9)
*OH + ‘OH - H,0, (10)

Dhugotrwate napromienianie wody powoduje dodatkowo wydzielanie si¢ tlenu
(11,12):

‘OH + HO," - H,0+ 0, (11)
H,0, + HO," -» H,0+ 0, + °OH (12)

W procesie radiolizy wody powstaja wigc rodniki hydroksylowe (*OH), rodniki
wodorowe (H*®), wtorne elektrony (e”, ktore bardzo szybko przechodza w uwodniong
forme — e ag, @ W obecnosci tlenu — przeksztatcaja si¢ w anionorodnik ponadtlenkowy
02°*7), nadtlenek wodoru (H20>), jony hydroniowe (H30") oraz czasteczki wodoru (H2)
i tlenu (O2).

Wykazano, ze w przypadku promieniowania stosowanego w radioterapii,
prawdopodobienstwo tworzenia uszkodzen biologicznych, spowodowane dziataniem
wolnych rodnikoéw, jest wyzsze niz w przypadku jego bezposredniego dziatania.
Mianowicie stwierdzono, ze $mier¢ komorki w 65% spowodowana jest reakcjami DNA
z rodnikami hydroksylowymi [15]. Rodniki *OH uwazane s wigc za najwazniejszy
czynnik uszkadzajacy biopolimer. W obecnosci tlenu, powoduja oderwanie atomu

wodoru od czasteczki deoksyrybozy, co prowadzi do zerwania ciagtosci nici DNA.
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Tabela 2. Wydajno$ci radiacyjno-chemiczne produktow radiolizy wody w warunkach stabo jonizujgcego
promieniowania (promieniowanie y (¥°Co), wysokoenergetyczne elektrony) w roztworach nasyconych

roéznymi gazami [12].

Produkt / o
_ _ 02" /
Gaz *OH H* €aq H* OH H20: H>
. HO,*
nasycajacy
N2 2,8 0,6 2.8 3,4 0,6 0,7 0,5
N2O 5,6 0,6 - 3,0 3,0 0,9 0,5
N20/O2 (4:1) | 5,6 - - n.d. n.d. n.d. 0,5 0,6
02 2,8 - - n.d. n.d. n.d. 0,5 3,3

Nalezy zauwazy¢, ze solwatowane elektrony, generowane w trakcie procesu
radiolizy wody, sag wytwarzane w iloéciach podobnych do ilosci powstajacych rodnikow
hydroksylowych (Tabela 2; woda nasycona azotem). Wiadomo jednak, ze uwodnione
elektrony nie wptywajg na aktywnosc¢ biologiczng DNA, natomiast rodniki hydroksylowe
inaktywuja go, wywolujac peknigcia nici [12]. Zatozenie 0 wiodacej roli rodnikow
hydroksylowych w procesie uszkadzania DNA komorkowego (patrz wyzej), wydaje si¢
wige by¢ uzasadnione. Niemniej nalezy podkresli¢, ze solwatowane elektrony reaguja

z zasadami, nukleozydami czy DNA z szybkoscia kontrolowang przez dyfuzje [16].

1.2.2. Oddzialtywanie elektronu z natywnym DNA — pekniecia nici

W 2000 roku Grupa Prof. Sanche’a [17] wykazata, ze niskoenergetyczne
elektrony (z ang. Low Energy Electrons, LEE) o energiach z przedziatu 3-20 eV
w warunkach wysokiej préozni moga skutecznie generowac jedno- i dwuniciowe
peknigcia w plazmidowym DNA zaadsorbowanym na metalicznym podiozu.
Zauwazono, ze elektrony 0 energiach ponizej progu jonizacji DNA (7-8 eV) powoduja
uszkodzenia biopolimeru w podobnym stopniu, co elektrony o wyzszych energiach [18].
Ksztalt krzywej wydajnosci uszkodzen w funkcji energii elektronow sugeruje, ze badany
proces ma charakter rezonansowy. W zwigzku z tym sugerowano, ze przylaczenie
elektronu prowadzi do powstania rezonansu, a doktadniej przejSciowego anionu
molekularnego (RH)* (13):

RH+ e” - (RH)* - R*+H~ (13)

Uszkodzenia wydaja si¢ by¢ spowodowane poprzez szybki rozpad przejsciowych

rezonans6w molekularnych do reaktywnych produktéw rodnikowych (R*®).
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Na przestrzeni lat probowano zrozumie¢ mechanizm powstawania peknigc
w DNA, indukowany dziataniem niskoenergetycznych elektronow. Szereg badan
eksperymentalnych i teoretycznych doprowadzit do dwoch glownych hipotez:
(i) hipotezy zaktadajacej tworzenie rezonansow (,,mechanizm rezonansowy”) oraz
(if) hipotezy elektronowo stabilnych anionéw. Wedlug Simonsa i wspotpracownikoéw
nadmiarowy elektron lokalizuje si¢ poczatkowo na orbitalu n* zasady, tworzac anion
rezonansowy, by nastepnie przenies$¢ si¢ na orbital C3’-O/C5’-O o*, co powoduje

dysocjacje wigzania fosfodiestrowego i odpowiada zerwaniu nici DNA (Rysunek 3) [19].

Rysunek 3. Pojedynczo obsadzony orbital molekularny (SOMO) solwatowanego anionu obliczony dla
odlegtosci rownowagowej Rco (na dole) odpowiadajacy orbitalowi n* i dla odlegto$ci Rco przy
rozerwanym wigzaniu C-O, odpowiadajacy orbitalowi ¢™ (na gorze) [19].

Ta sama grupa okreslita rowniez mozliwo$¢ dysocjacji wigzania C-O poprzez
uprzednie utworzenie rezonansu, o energii z zakresu 2-3 eV, zlokalizowanego na grupie
fosforanowej (Rysunek 4) [20]. W tym przypadku szybko$¢ pgkania wigzania C-O jest

jednak na tyle mata, ze nie moze ona konkurowaé z bardzo szybkim auto-oderwaniem
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elektronu od anionu rezonansowego, przez co ta S$ciezka wydaje si¢ mato

prawdopodobna.
?_
HO—IT:O
HO NH, ©
o NH,
i) OH
l.
Ho—Fluo
o
NH,
° HO o NH,
\ CH, NH,,
o
OH +
I
HO-—IT:O OH
&

Rysunek 4. Proponowany mechanizm tworzenia SSB indukowanego przytaczeniem LEE poprzez

utworzenie rezonansu zlokalizowanego na grupie fosforanowej [20].

Podobnie grupa Illenbergera stwierdzita, ze elektrony o energiach ponizej progu
wzbudzenia elektronowego (<3 eV) skutecznie rozkladaja uracyl w fazie gazowej,
generujac ruchliwy rodnik wodorowy i odpowiadajacy mu anion U-H  [21], ktore moga

prowadzi¢ do potencjalnych uszkodzen radiacyjnych w DNA.

Inny punkt widzenia prezentuje Leszczynski i wspotpracownicy. Ich badania
sugeruja, ze zasady pirymidynowe tworzg stabilne elektronowo anionorodniki w fazie
gazowej, jak i wodnej [22,23]. Mechanizm tworzenia peknigcia mozna opisaé
nastepujgco: nadmiarowy elektron wigze si¢ z zasadg nukleinows, tworzac stabilny
elektronowo anionorodnik, po czym elektron ten zostaje przeniesiony na orbital
o~ wigzania C5°-O lub C3°-O, co w nastepnym etapie prowadzi do zerwania wigzania
C-O i utworzenia produktow: rodnika zlokalizowanego na reszcie cukrowej oraz anionu

fosforanowego (Rysunek 5).
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Rysunek 5. Proponowany mechanizm tworzenia SSB indukowany przytaczeniem LEE dla nukleotydu

(5°- lub 3’-monofosforanu). B oznacza zasade azotowa [22,23].

W s$rodowisku wodnym wartosci powinowactwa elektronowego sa duzo wyzsze niz
w przypadku fazy gazowej, jednak solwatacja zwigksza rowniez wysoko$¢ barier
Kinetycznych. Pekanie wigzania C5’-O5° wydaje si¢ mniej prawdopodobne (bariera

okoto 14 kcal/mol), niz wigzania C3’-O3’ (bariera okoto 7 kcal/mol).

Podobnie, na przyktadzie nukleotydu deoksycytydyny, mechanizm powstawania
peknie¢ z udziatem anionu stabilnego elektronowo rozwazala Dabkowska
i wspotpracownicy [24]. Po przytaczeniu LEE do nukleotydu i utworzeniu stabilnego
adiabatycznie anionu zlokalizowanego na cytozynie, dochodzi do protonowania zasady
w pozycji C5, co daje obojetny rodnik (Rysunek 6 I). W kolejnym etapie drugi elektron
przytacza si¢ do rodnika, indukujac przeniesienie atomu wodoru z pozycji C3’ cukru na
atom wegla C6 cytozyny (Rysunek 6 1), co sprzgzone jest z bezbarierowa dysocjacja
wigzania C3’-O (Rysunek 6 1V).

23



Rysunek 6. Proponowany mechanizm tworzenia SSB indukowanego przytaczeniem LEE w 3°-

monofosforanie 2’-deoksycytydyny [24].

Z kolei grupa Raka zbadata przy pomocy metody DFT (teorii funkcjonatu
gestosci, z ang. Density Functional Theory) mozliwo$¢ powstawania uszkodzen typu SSB

wywotanych poprzez pekanie wigzania O-P w reszcie fosforanowej (Rysunek 7) [25].
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Rysunek 7. Proponowany mechanizm tworzenia SSB indukowany przytaczeniem LEE zachodzacy

poprzez dysocjacje wigzania P-O dla 3’- lub 5’-monofosforanu 2’-deoksytymidyny [25].
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Przytaczenie LEE do nukleotydu tymidyny prowadzi do utworzenia stabilnego
walencyjnie anionu zlokalizowanego na zasadzie. W Kkolejnym kroku nastepuje
przytaczenie protonu do wegla C5 tyminy, powodujgc utworzenie obojetnego rodnika
nukleotydu. Nast¢pny etap polega na wewnatrzczasteczkowym przeniesieniu atomu
wodoru z wegla C3’ lub C5’ reszty cukrowej na wegiel C6 tyminy. Ostatnim krokiem
reakcji jest dysocjacja wigzania O-P z utworzeniem ketonu badz aldehydu na reszcie
cukrowej. Wyliczone bariery kinetyczne oraz termodynamiczne sag mniej korzystne niz
w przypadku powstawania pekni¢¢ poprzez zerwanie wigzania CX’-O. Chociaz dane
eksperymentalne, w szczegolnosci badania technikg ESR [26,27] wskazujg na mozliwo$é
dysocjacji wigzania O-P, to proces ten wydaje si¢ mniej istotny w mechanizmie tworzenia
uszkodzen typu SSB. Nalezy jednak podkresli¢, ze badania ESR dotyczyty ,,suchego”
DNA. Jesli uwzgledni¢ naturalne $rodowisko komorki, w ktérym DNA oddziatluje
z biatkami i innymi czasteczkami wykazujacymi wlasciwosci protonodonorowe, pekanie

wigzania O-P w procesach tworzenia SSB moze odgrywac znacznie wigksza role.

1.3. Radiosensybilizatory i ich miejsce w terapii przeciwnowotworowej
1.3.1. Hipoksja komorek nowotworowych

Istotny aspekt w kontekscie wptywu promieniowania jonizujacego na komorki
nowotworowe stanowi hipoksja. Srodowisko komoérek nowotworéw litych
charakteryzuje si¢ niskg zawartoscig tlenu (hipoksja), €0 jest zwigzane z ich zwigkszonym

metabolizmem i zaburzeniami angiogenezy [28].

Pojecie hipoks;ji stanowi przedmiot zainteresowan naukowcow od dziesigcioleci.
Pierwsze wzmianki dotyczace hipoksji w guzach litych opublikowano w polowie XX
wieku, kiedy to Gray i Thomlinson wykazali zwigzek migdzy niedotlenieniem
a opornoscia na radioterapi¢ [29]. Potwierdzit to réwniez Brown przedstawiajac wyniki
badan, w ktorych pokazat, ze staba odpowiedz na radioterapig jest $cisle skorelowana
z hipoksja panujaca w otoczeniu guza [30]. W latach siedemdziesigtych XX wieku
prowadzono w kontekscie hipoksji badania radiobiologiczne na liniach komoérkowych
I modelach zwierzecych. Wykazano, ze komorki znajdujace si¢ w hipoksji sg okoto
trzykrotnie mniej wrazliwe na dziatanie promieniowania od komorek zdrowych

(bedacych w normoksji) [31,32].
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Hipoksja, bedac odpowiedzialna za niska skutecznos¢ radioterapii, a co za tym
idzie, za wzrost radiooporno$ci guzow, stata si¢ istotnym celem nowych lekow. Problem
hipoksji probowano rozwigza¢ poprzez wprowadzenie do terapii radiosensybilizatorow
oraz prolekéw aktywowanych w s$rodowisku hipoksji (z ang. Hypoxia-Activated
Prodrugs, HAPs) [33], a takze poprzez zastosowanie hiperbarii tlenowej [34] jako
metody zwigkszajacej poziom tlenu we krwi. Szczegdlnym zainteresowaniem cieszyty
si¢ 1 cieszg tzw. mimetyki tlenu z grupy nitroimidazoli. Jeden z tych zwigzkow,
nimorazol, stosowany jest w praktyce klinicznej w Danii i Norwegii, a rownoczesnie jest
nadal badany kliniczne, np. w polaczeniu z cisplatyna, znanym cytostatykiem
wykorzystywanym w  chemioterapii (patrz Rozdzial 1.5). Kolejng grupa
radiosensybilizatoréw bezposrednio zwiazanych z hipoksja sg tzw. cytotoksyny, ktérych
zadaniem jest niszczenie komoérek znajdujacych si¢ w hipoksji. Do substancji tego typu

nalezy np. tirapazamina, bgdaca w III fazie badan klinicznych.

1.3.2. Radiosensybilizatory i ich klasyfikacja

Srodowisko panujace w komorkach nowotworowych, czyli wysokie
niedotlenienie, pozwala na wykorzystanie w terapii mieszanej (chemoradioterapii)
radiosensybilizatoréw. Sg to zwigzki chemiczne, ktore uczulajg komorki nowotworowe
na promieniowanie jonizujace wykorzystywane w radioterapii, prowadzac do wydajnego
uszkadzania ich DNA i co za tym idzie — do ich $mierci. Pierwszy okres wzmozonego
zainteresowania tematyka radiosensybilizatorow, w tym — sposobem ich dziatania,
przypada na lata siedemdziesiate i osiemdziesigte XX wieku. Wowczas szczegdlnym

zainteresowaniem cieszyly si¢ zwlaszcza zwiagzki z grupy nitroimidazoli [35].

Wedtug Adams’a [36,37], pioniera w dziedzinie badan nad radiosensybilizacja,
radiosensybilizatory mozna podzieli¢ na 5 podstawowych klas: (1) supresory naturalnych
radioprotektorow, (2) mimetyki tlenu, (3) analogi tyminy, (4) zwiazki toksyczne po
napromienieniu oraz (5) inhibitory procesow naprawczych DNA. Jego podziat
radiosensybilizatorow podkresla role mechanizmoéw uszkodzen i naprawy DNA. Trzy
dekady p6zniej Hall [37,38] wyodrgbnit dwie grupy tej klasy zwigzkow: (1) halogenowe
pochodne pirymidyn oraz (2) sensybilizatory niedotlenionych komorek. Jego podziat
wskazywal na odmienny efekt dziatania promieniowania jonizujgcego na dany typ
komorek — nowotworowych bedacych w hipoksji i zdrowych. Wedlug Hall’a

wykorzystanie radiosensybilizatora w terapii powoduje wzmocnione dziatanie na
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komorki nowotworowe (zwigkszong cytotoksyczno§¢) nie powodujac uszkodzen

radiacyjnych w zdrowych tkankach [38].

Coraz intensywniejszy rozwoj innych dziedzin nauki, takich jak nanotechnologia,
czy Dbiotechnologia, spowodowal kolejng fale zainteresowania tematyka
radiosensybilizacji. W tym kontekscie Zhang [13,39] =zaproponowal podziat
radiosensybilizatorow, uwzgl¢dniajacy gtownie ich strukture. Podzielit je na:
(1) maloczasteczkowe molekuty, (2) nanomaterialy oraz (3) makromolekuty

(Rysunek 8).

» mimetyki tlenu * nanometale » mikroRNA

* cytotoksyny * nanostrukturalne * biatka i peptydy
specyficzne wobec zwigzki chemiczne « oligonukleotydy i
hipoksji oraz systemy siRNA

« inne, nowe molekuty dostarczania lekow

Rysunek 8. Podziat radiosensybilizatorow [13,39].

Tlen jest najbardziej znanym uczulaczem, ktoéry poprzez swoje powinowactwo
elektronowe, umozliwia utrwalanie uszkodzen w DNA. Probowano bada¢ mate molekuty
0 podobnych witasciwosciach. Stad mamy klase maloczgsteczkowych molekut
chemicznych, do ktérych mozna zaliczy¢ mimetyki tlenu i ktorych zadaniem jest
nasladowanie radiosensybilizujacych wlasciwosci tlenu. Najbardziej znang grupg tego
typu zwigzkow stanowig nitroimidazole (patrz Rozdziat 1.5). Kolejng podgrupa
matoczagsteczkowych radiosensybilizatorow sg cytotoksyny specyficzne wobec hipoks;ji,
do ktorych zaliczamy chinony aromatyczne i alifatyczne N-tlenki, kompleksy metali
przejSciowych i zwigzki nitrowe. Znanym przyktadem zwigzku z grupy cytotoksyn jest
tirapazamina prowadzaca do DSB, SSB oraz uszkodzen zasad w DNA w warunkach
hipoksji. Inne molekuty, nalezace do matoczasteczkowych radiosensybilizatoréow to
tzw. pseudosubstraty, do ktorych mozemy zaliczy¢ analogi tyminy (patrz Rozdzial 1.4),
zwigzki wplywajace na sygnalizacj¢ komorkowa, majace wlasciwosci radioochronne,

czy systemy dostarczania lekow.

Rozw6j  nanotechnologii  pozwolit  poszerzy¢ zakres  potencjalnych
radiosensybilizatorow. Do klasy nanomateriatow mozemy zaliczy¢ przede wszystkim

nanometale, wykazujace wysoka biokompatybilnos¢, stabilno§¢ chemiczng i niska
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toksycznos$¢, np. nanoczastki srebra. Podejmowano réwniez proby przeniesienia
matoczasteczkowych radiosensybilizatorow do formul nanostrukturalnych, co
zaowocowalo popraws ich wlasciwosci farmakokinetycznych i wzmocnito ich dziatanie.

Ta grupe stanowig nanostrukturalne zwigzki chemiczne i systemy dostarczania lekow.

Ostatnig klase¢ stanowig makromolekuty, takie jak miRNA, bialtka, peptydy,
oligonuklotydy i SiRNA, réwniez zdolne do regulowania wrazliwosci na PJ.
Wielkoczgsteczkowe leki majg lepszg swoisto$¢ niz male czasteczki, sg zwykle tatwiejsze
do zaprojektowania i wyprodukowania i daja liczne mozliwosci projektowania nowych

radiosensybilizatorow.

Z uwagi na tematyke niniejszej pracy doktorskiej, skupiajacej si¢ na
radiosensybilizatorach matoczasteczkowych, w dalszej czgéci dysertacji zostang szerzej

omoOwione wylacznie analogi tyminy oraz mimetyki tlenu.

1.4. Analogi tyminy

Analogi tyminy to jedna z najdtuzej badanych grup radiosensybilizatorow,
oddziatujacych bezposrednio z komdérkowym DNA. Ich ide¢ dziatania mozna wyjasnié
w oparciu o koncepcje ,,konia trojanskiego” [40,41]. Modyfikowane nukleozydy ro6znig
sic¢ od natywnej tymidyny zwykle niewielkim elektrofilowym podstawnikiem
w pierscieniu pirymidynowym. Nieznaczna modyfikacja strukturalna umozliwia ich
inkorporacje do natywnego DNA w analogiczny sposob jak tymidyny. Wcielone do
DNA, nie powodujg znaczacych zmian w strukturze tego biopolimeru i nie wptywaja
negatywnie na funkcje biologiczne komorki, m.in. nie blokujg syntezy DNA i RNA,
metabolizmu komorkowego czy naprawy DNA. Strukturalne podobienstwo umozliwia
im wiec swobodne wcielanie do czasteczki DNA, jak réwniez wplywa na brak
cytotoksycznosci. Dopiero zewnetrzny bodziec (promieniowanie jonizujace) wywotuje
degradacje modyfikowanej zasady wewnatrz nici DNA (,,kon trojanski”), prowadzac do
jej uszkodzen i w konsekwencji do $mierci komodrki nowotworowej. Nalezy tu podkresli¢,
ze modyfikowane nukleozydy, uaktywniane dopiero promieniowaniem moga wigc

selektywnie uwrazliwia¢ komorki nowotworowe na dziatanie PJ.
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1.4.1. Przyktady modyfikowanych nukleozydow

Jedna z lepiej poznanych pochodnych tyminy o potwierdzonym in vitro dziataniu
radiosensybilizujagcym jest 5-bromo-2’-deoksyurydyna (BrdU) (Rysunek 9) [42,43].
Ulega ona wydajnej fosforylacji w komorkach oraz inkorporacji do DNA w czasie
syntezy badz naprawy. Jednak zwigzek ten nie zostal wprowadzony do powszechnej
praktyki Klinicznej. Gléwnym problemem okazato si¢ osiggnigcie zadowalajacego
stezenia terapeutycznego BrdU w komorkach rakowych, na co ma wplyw
dehalogenowanie zwigzku w watrobie (prawie 90% zwiagzku, podanego dozylnie, ulega
dezaktywacji w organizmie w bardzo krotkim czasie) [44]. Zaobserwowano réwniez
wplyw antymetabolitow, np. metotreksatu, podawanych na wstepnym etapie leczenia, na
obnizenie szybkosci procesu dehalogenowania BrdU [45]. Dlatego obecnie BrdU nie jest
stosowana samodzielnie w praktyce klinicznej. Jednak, ze wzgledu na wszechstronne
badania jej wlasciwosci radiouczulajacych, moze stanowi¢ dobry punkt odniesienia do

dalszych poszukiwan nowych, lepszych radiosensybilizatorow tej klasy.

Tl \‘
oy

OH F
BrdU SFU dCdF

Rysunek 9. Przyktady znanych analogdéw tyminy - od lewej: 5-bromo-2'-deoksyurydyna (BrdU),
5-fluorouracyl (5FU), gemcytabina (dCdF) [41].

Doskonatymi przyktadami analogéw tyminy sa rowniez fluoropochodne
pirymidyny, takie jak 5-fluorouracyl (5FU lub FU) oraz gemcytabina (dCdF)
(Rysunek 9). 5FU jest lekiem antymetabolitowym szeroko stosowanym w leczeniu
nowotworow, zwlaszcza jelita grubego [46]. Jego dziatanie opiera si¢ na hamowaniu
syntazy tymidylanowej. 5FU jest przeksztalcana w komodrce do monofosforanu
5-fluoro-2’-deoxyurydyny (FAUMP), ktory dziala jako silny inhibitor syntazy
tymidylanowej. Uwaza sig, ze to dziatanie inhibicyjne FAUMP odpowiada za wtasciwosci
radiosensybilizujgce FU, gdyz zaburza proces naprawy DNA. Wskazano réowniez na

nowe strategie np. jednoczesnego leczenia 5FU i metotreksatem — badania in vitro
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I in vivo wykazaly zwigkszenie aktywno$ci przeciwnowotworowej przy zastosowaniu
takiej strategii [46].

Gemcytabina (Rysunek 9) jest dobrze znanym modyfikowanym nukleozydem,
wykazujacym szerokg aktywnos¢ przeciwnowotworowg [47]. Po wniknieciu do komorki
ulega fosforylacji przez kinazy i zostaje przeksztatcona do difosforanu gemcytabiny
(dFdCDP). Mechanizm sensybilizacji na promieniowanie przy pomocy tego zwigzku nie
zostal w pelni wyjasniony, jednak przyjmuje si¢, ze to metabolit dFACDP odpowiada za
wlasciwosci radiouczulajgce gemcytabiny. W takiej formie hamuje ona aktywnosc
reduktazy rybonukleotydowej i zmniejsza pulg trifosforanow deoksynukleotydow dGTP,
dATP, dCTP i dTTP. Gemcytabina przeksztatca si¢ rowniez w trifosforan (dFdCTP),

hamujac aktywnos¢ polimerazy DNA.

1.4.2. Mechanizm dysocjacyjnego przytqczenia elektronu

Zrozumienie  molekularnego  mechanizmu  dzialania  modyfikowanych
nukleozydow jest kluczowe dla projektowania nowych pochodnych o wtasciwosciach
radiosensybilizujagcych. Dziatanie uwrazliwiajace modyfikowanych nukleozydow
przypisuje si¢ ich podatnos$ci na degradacje pod wptywem przylaczenia elektronu —
mozemy moéwi¢ tu 0 wydajnym dysocjacyjnym  przylaczeniu  elektronu
(z ang. Dissociative Electron Attachment, DEA). Juz pod koniec lat siedemdziesigtych
Zimbrick i inni [48] w eksperymencie radiolizy impulsowej pokazali, ze przytaczenie
elektronu do obojetnej czasteczki (BrU) powoduje powstanie anionorodnika, ktory
nastepnie w procesie eliminacji anionu bromkowego tworzy reaktywny rodnik uracylowy
(Rysunek 10).

Br Br | Br
| - . NH —_— NH
N | /& | /k
NH ~0 NH o N X0

NH +¢€ TS
Rysunek 10. Mechanizm dysocjacyjnego przylgczenia elektronu na przyktadzie 5-bromouracylu [41].

Eksperymenty w fazie gazowej [49] oraz obliczenia kwantowochemiczne
potwierdzity wyniki radiolizy impulsowej. Grupy Wetmore’a [50] oraz Li [51] zbadaty
na poziomie teorii funkcjonatu gestosci (DFT) mechanizm indukowanego przytaczeniem

elektronu dehalogenowania trzech halogenopochodnych uracylu podstawionych
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W pozycji 5 pierscienia. Pokazano, ze przytaczenie elektronu do BrU prowadzi do
tworzenia stabilnego elektronowo anionorodnika, ktory ze stosunkowo matg bariera
kinetyczng, przeksztalca sie do reaktywnego rodnika uracylowego. Jesli rodnik ten
powstanie wewnatrz nici DNA moze W Szeregu reakcji nast¢gpczych prowadzi¢ do

uszkodzen biopolimeru, w szczegdlnosci typu SSB [41].

Stwierdzono rowniez, ze wysoka warto$¢ powinowactwa elektronowego,
definiowanego jako roznica energii miedzy czgsteczkg obojetng a odpowiednim
anionorodnikiem, wskazuje na wysokie prawdopodobienstwo wychwytu elektronu przez
dang modyfikowang zasade [51]. Eksperyment komputerowy pokazat, Zze adiabatyczne
powinowactwo elektronowe (AEA) wzrasta wraz z masg podstawianego halogenu.
Rodnik uracylowy, jako uktad otwartopowtokowy, wykazywat w tym szeregu najwyzszg

warto$¢ powinowactwa, a niepodstawiony uracyl — najnizsza (14):
U—yl* > BrU > ClU > FU » U (14)

Obliczenia wykonano réwniez dla bromopochodnych pozostatych zasad
nukleinowych w fazie gazowej oraz w modelu PCM [52]. Stwierdzono, ze wszystkie
zasady mogg ulega¢ dehalogenowaniu pod wplywem elektronu i w efekcie tworzyé
rodnik zasady oraz anion bromkowy. Podstawienie wodoru przez brom powoduje wzrost
powinowactwa (wskazujac na wyrazng przewage pirymidyn nad purynami), szczegolnie

w $rodowisku wodnym (15):
BrU > BrC > BrA > BrG (15)

Powyzej] wspomniane wyniki badan wykazaty, ze halogenowe pochodne s3 lepszymi

akceptorami elektronow niz ich natywne odpowiedniki.

Obliczenia metoda dynamiki molekularnej (AIMD) [53] pozwolity dodatkowo
okresli¢c wptyw Srodowiska wodnego na proces degradacji pod wptywem elektronu.
Wyniki potwierdzily wczesniejsze badania [52], ze proces ten zachodzi z niskg barierg
kinetyczng w przypadku pirymidyn oraz bezbarierowo dla puryn. Sugeruje to, ze puryny
moga by¢ potencjalnie lepszymi uczulaczami, niz pirymidyny. Obliczona szybkosc¢
przytaczenia elektronu przez modyfikowana zasade wskazuje jednak na przewage
pirymidyn (7-9 fs a 12-15 fs odpowiedni dla pirymidyn i puryn), co prawdopodobnie

wynika z wyzszej warto$ci powinowactwa elektronowego pirymidyn.
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1.4.3. Propozycje nowych modyfikowanych nukleozydow

Powyzszy opis dziatania radiosensybilizatorow ulegajacych procesowi DEA stat
si¢ podstawg do zaprojektowania nowych zwigzkéw 0 potencjale radiouczulajacym,
bedacych pochodnymi 2’°-deoksyurydyny.

Grupa Raka [54] przedstawila prosty protokét obliczeniowy, ktory pozwala
proponowa¢ nowe potencjalnie radiosensybilizujgce  struktury. Pozwolito to
zaproponowac szereg nowych zwigzkow, ktore przebadano przy pomocy obliczen DFT
w fazie gazowej (Rysunek 11 I). Pochodna uracylu o pozadanych wiasciwosciach
uczulajagcych musi spetnia¢ nastgpujace warunki: (1) charakteryzowaé si¢ wysokim
powinowactwem elektronowym, w zwigzku z czym podstawnik powinien posiadac¢
dodatnig wartoscig stalej Hammeta o1, (2) podstawnik powinien by¢ jak najmniejszy
(minimalizacja zawady sterycznej w DNA) i (3) charakteryzowac si¢ tatwosciag
degradacji odpowiadajacego mu anionorodnika, co wynika z wczesniejszych rozwazan,
ze radiosensybilizator powinien tatwo ulega¢ procesowi DEA z wytworzeniem

genotoksycznego, reaktywnego rodnika uracylowego, podobnie jak 5-bromouracyl.

Obliczenia powinowactwa elektronowego (AEA oraz VDE) dla zwigzkoéw
przedstawionych na Rysunek 11 | pozwolily stwierdzi¢, ze wszystkie przebadane
pochodne uracylu sg zdolne do wychwytu elektronu. Dalsza analiza obliczeniowa
przebiegu degradacji tych zwigzkoéw pod wplywem elektronu pozwolita zawezi¢ badang
grupe pochodnych do dwoch zwigzkow wykazujacych potencjalne dziatanie
radiosensybilizujace — 1-metylo-5-tiocyjanatouracylu (SCNU) oraz
1-metylo-5-cyjanianouracylu  (OCNU).  Przeprowadzono dodatkowo  badania
eksperymentalne przy pomocy spektroskopii fotoelektronowej (PES) dla SCNU oraz dla
poréwnania, dla zwigzku, dla ktoérego protokot okreslit brak whasciwosci uczulajacych,
czyli dla 5-cyjanouracylu (CNU). Badania potwierdzity wiarygodnos¢ zastosowanego

modelu obliczeniowego.
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Rysunek 11. Propozycje nowych pochodnych uracylu [54,56].

Potencjalng wrazliwo$¢ SCNU na przylaczenie elektronu zbadano dla modelu
5-tiocyjanato-2’-deoksyurydyny (SCNdU) [55] przy pomocy elektronowego rezonansu
spinowego (ESR), radiolizy oraz modelowania DFT (Rysunek 12). Eksperyment
sugerowal, ze zastosowanie wspomnianego wczesniej protokotu obliczeniowego [54] jest
niewystarczajace do petnej charakterystyki procesu DEA. W eksperymencie ESR dla
SCNdU zauwazono bowiem, ze glowna $ciezka dysocjacji prowadzi do pegknigcia
wigzania S-C wewnatrz podstawnika z utworzeniem rodnika *SdU, a nie jak poczatkowo
zakladano — do pekniecia wigzania S-C5 miedzy podstawnikiem a zasada z utworzeniem
rodnika dU®. Fakt, ze drugi produkt preferowanego procesu DEA, anion CN , jest silnie
cytotoksyczny, dodatkowo sugeruje, ze SCNdAU moze by¢ efektywnym

radiosensybilizatorem.

Przyktad SCNdU pokazal, Zze degradacja pochodnych uracylu moze zachodzi¢
przynajmniej na dwa sposoby: (1) poprzez rozerwanie wigzania pomigdzy
podstawnikiem a zasada lub (2) wewnatrz podstawnika. Dzi¢ki tej obserwacji w kolejnej
zbadanej grupie pochodnych uracylu (Rysunek 11 I1) przeanalizowano i poréwnano obie
mozliwe $ciezki reakcji [56]. Podgrupe A badanych pochodnych (Rysunek 11 I1A)
stanowity zwigzki, dla ktérych pod wpltywem przylaczenia elektronu mozliwa jest
wylacznie dysocjacja na rodnik uracylu oraz anion jego podstawnika. Natomiast
w podgrupie B (Rysunek 11 11B) znalazly si¢ wylacznie te struktury, dla ktérych
przylaczenie elektronu prowadzi do bezbarierowego pegknigcia wigzania wewnatrz
podstawnika. Dwa zwiazki, 5-(nitroamino)uracyl (NHNO2U) i 5-selenocyjanianouracyl
(SeCNU) (Rysunek 11), okazaly si¢ zdolne do degradacji na obydwa sposoby. Jeszcze

inaczej pod wplywem przylaczenia elektronu zachowywata si¢ pochodna
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5-jodozylouracylu (IOU) (Rysunek 11 11C). Zwiazek degraduje poprzez rozerwanie
wigzania wewnatrz podstawnika, jednak w jej wyniku powstaje anionorodnik tlenu oraz
obojetna czgsteczka 5-jodouracylu. Analiza procesu DEA dla rozpatrywanych
pochodnych pozwolita wskazaé trzy zwigzki najchetniej ulegajace degradacji, a tym
samym najlepsze potencjalne radiouczulacze — SeCNU, SCIU (5-(chlorosulfeno)uracyl)
oraz IOU. Dalszym badaniom eksperymentalnym zostata poddana pochodna
5-selenocyjaniano-2’-deoksyurydyna (SeCNdU) [57].

Grupa  Wanga  badata réwniez  wlasciwosci  radiosensybilizujace
halogenometylopochodnych urydyny — 5-XCH,U (gdzie X to byt F, Cl lub Br) [58].
Stwierdzono, ze wszystkie pochodne tworzg stabilny anionorodnik i podlegajg procesowi
DEA poprzez pgkanie wigzania X-C, tworzac rodnik *CH»>-U. Sugerowano, ze tego typu
zwiazki moga by¢ potencjalnie lepszymi radiouczulaczami, niz 5BrU z uwagi na
tworzenie rodnika *CH.U, ktory moze prowadzi¢ do wydajniejszego sieciowania DNA
niz rodnik urydylowy [58], a zdolno$¢ do uwrazliwienia powinna wzrasta¢ w nastgpujace;j
kolejnosci (16):

5 — FCH,U < 5 — CICH,U ~ 5 — BrCH,U (16)

Zastosowanie  grupy azydkowej w ukladach  5-azydometylo- lub
5-(1-azydowinylo)- 2’-deoksyurydyny (AmdU, AvdU) i 2’-deoksycytydyny (AmdC,
AvdC) rowniez pokazata, ze przylaczenie elektronu prowadzi tutaj do tworzenia wysoce
niestabilnego anionorodnika azydkowego [59]. Jest on w stanie szybko uwolni¢ azot,
przeksztatcajac si¢ w rodnik nitrenowy, a nast¢pnie W wyniku protonowania w szkodliwy
rodnik RNH®. Badania z wykorzystaniem linii komorkowe;j raka piersi EMT6 pokazaty,

ze jedna z badanych pochodnych (AmdU) wykazuje wtasciwos$ci radiouczulajace.

Opisane wyzej badania pokazuja, ze przy pomocy prostego modelu
obliczeniowego DFT, mozemy w tatwy i tani sposob przewidywaé wlasciwoSci
fizykochemiczne zwigzkow w celu dokonania ich wstepnej selekcji, co pozwala
zaoszczedzi¢ czas 1 koszty syntezy. Ten prosty model nie jest jednak w stanie w pelni
odda¢ warunkéw eksperymentalnych. Najbardziej powszechnym problemem jest
srodowisko reakcji. Przyktad SCNdU pokazuje, ze zmiana srodowiska z gazowego [54]

na wodne [55] wptywa na przebieg degradacji indukowanej przytaczeniem elektronu.
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5 | N /k

SCNdU OTfdU

Rysunek 12. Proponowane pochodne 2’-deoksyurydyny — od lewej: 5-tiocyjanato-2’-deoksyurydyna
(SCNdU), 5-triflano-2’-deoskyurydyna (OTfdU), 5-jodo-4-tio-2’-deoksyurydyna (1SdU), 5-bromo-4-tio-
2’-deoksyurydyna (BrSdU) [41].

ISduU BrSduU

Ciekawym przykladem jest rowniez 5-triflano-2’-deoksyurydyna (OTfdU)
(Rysunek 12) [57]. Badania eksperymentalne nad tym zwigzkiem wykazaty, ze istotnym
zjawiskiem zwigzanym z degradacja OTfdU w s$rodowisku wodnym jest reakcja
protonowania. Rozwazano dwie alternatywne S$ciezki degradacji, w wyniku ktorej
powstaje: (1) rodnik *OdU i anion Tf (bariera kinetyczna AG*=1,5 kcal/mol), badz
mniej prawdopodobna, gdzie otrzymujemy (2) rodnik dU® i anion OTf (bariera
kinetyczna AG*=8,6 kcal/mol). Jednak napromienianie roztworu zawierajacego OTfdU
prowadzi do tworzenia si¢ produktow charakterystycznych dla drugiej Sciezki z duzo
wickszg wydajnoscig. Ostatecznie stwierdzono, ze rdéznice migdzy obliczeniami
a badaniami eksperymentalnymi wynikaja z faktu, ze anionorodnik OTfdU moze

podlega¢ protonowaniu lub moze dochodzi¢ do deprotonowania formy obojetnej OTfdU.

Napromienianie wodnego roztworu 5-jodo-4-tio-2’-deoksyurydyny (1SdU)
(Rysunek 12) pozwolito z kolei pokaza¢, ze zwigzek ten ulega procesowi DEA, ale
tworzy tez szereg produktoéw m.in. dimery, produkty utleniania [60]. W obliczeniach
pozwalajacych zinterpretowa¢ przebieg procesow indukowanych radiolitycznie,
uwzgledniono rodniki tert-butylowe oraz H2O; tworzace si¢ W srodowisku reakcyjnym.
Zaobserwowano spadek wydajnosci tworzenia SU z uwagi na fakt, ze rodniki *SU
zuzywaja si¢ W trakcie tworzenia dimeru ISU-SU. Eksperyment radiolizy
przeprowadzony dla bromowanego analogu 4-tio-2’-deoksyurydyny,
5-bromo-4-tio-2’-deoksyurydyny (BrSdU), (Rysunek 12) pozwolit zaobserwowaé
szereg produktow degradacji zwigzku pod wptywem PJ [61]. Jednak znacznie wyzsza
bariera aktywacyjna procesu DEA, niz obliczona dla ISdU oraz wyniki
przeprowadzonych testow komorkowych pokazaty  brak  wlasciwosci

radiosensybilizujacych BrSdU pomimo strukturalnego podobienstwa obu pochodnych.
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Powyzej przedstawione badania sugeruja, ze metody kwantowochemiczne
pozwalaja na lepsze zrozumienie i wyjasnienie eksperymentu, jak rowniez zmniejszenie
kosztow i czasu badan. Przy poszukiwaniu nowych zwigzkoéw nalezy zwroci¢ uwage na
to, ze dobry i skuteczny radiosensybilizator z grupy zasad nukleinowych powinien przede

wszystkim:

1. Dby¢ nietoksyczny;

2. by¢ strukturalnie podobny do natywnych zasad nukleinowych, by moc wciela¢ si¢
do DNA;

3. charakteryzowac¢ si¢ wysokim powinowactwem do elektronu;

4. ulega¢ efektywnemu procesowi DEA, aby wytworzy¢é wewnatrz nici DNA
reaktywny rodnik, ktéry w szeregu dalszych reakcji moze doprowadzi¢ do

pekniecia nici biopolimeru.

1.5. Mimetyki tlenu na przyktadzie nitroimidazoli
1.5.1. Metronidazol oraz inne przyklady mimetykow tlenu z grupy nitroimidazoli

Jedna z najbardziej znanych 1 najszerzej przebadanych grup zwigzkow
o wlasciwos$ciach radiosensybilizujacych sa nitroimidazole, ktore moga petni¢ funkcje
mimetykow tlenu w radioterapii guzow charakteryzujacych sie hipoksja [35]. Przyktadem
zwiazku z grupy nitroimidazoli jest metronidazol (MET, Rysunek 13), ktory po raz
pierwszy zostat zastosowany w praktyce klinicznej w leczeniu rzgsistkowicy [62,63].
Obecnie jest wykorzystywany gtownie w leczeniu zakazen bakteriami beztlenowymi
I pierwotniakami [63]. Warto wspomnie¢, ze znajduje si¢ on na liScie podstawowych

lekow rekomendowanych przez WHO dla systeméw opieki zdrowotnej [64,65].

CH,
N/J\N/\/OH

\/

NO,
Rysunek 13. Metronidazol [41].

Dziatanie MET na organizmy beztlenowe przypisuje si¢ oddziatywaniu jego

cytotoksycznej, reaktywnej formy na DNA. MET moze by¢ aktywowany wylacznie
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w warunkach beztlenowych. Réznica potencjatow redoks migdzy MET a ferredoksyna,
ktéra w organizmach beztlenowych odpowiada za transport elektronow, powoduje
aktywacje leku poprzez redukcje grupy nitrowej metronidazolu. Forma zredukowana
(reaktywny rodnik) oddzialuje wowczas na DNA, prowadzac do zerwania nici [64,66].
Selektywna cytotoksycznos¢ metronidazolu wobec komorek beztlenowych spowodowata
wzrost zainteresowania wykorzystaniem zwigzkow tego typu wobec komorek

nowotworowych, ktore cz¢sto charakteryzujg sie hipoksja [67].

Juz w latach osiemdziesigtych Adams [68] stwierdzil, ze kluczowg cecha
w kontekscie efektu radiosensybilizujagcego oraz toksycznosci jest powinowactwo
elektronowe 2- i 5-nitroimidazoli. Wykazano, ze mizonidazol (Rysunek 14),
charakteryzujacy si¢ wyzszym powinowactwem elektronowym niz metronidazol, jest
bardziej efektywnym radiosensybilizatorem. Zastosowanie mizonidazolu w praktyce
klinicznej okazalo si¢ jednak niemozliwe z uwagi na jego wlasciwosci neurotoksyczne
[69]. W celu zminimalizowania efektow ubocznych zaproponowano bardziej
hydrofilowy etanidazol (Rysunek 14), ktéry mimo mniejszej toksycznosci nie dat jednak
zadowalajacych efektow w badaniach klinicznych [70]. Innym przyktadem testowanej
pochodnej nitroimidazolu o mniejszej toksycznosci jest doranidazol (Rysunek 14), ktory
wykazywatl aktywno$¢ radiosensybilizujaca w $rodowisku hipoksji, dajac obiecujace

wyniki w I/II fazie badan klinicznych dla niedrobnokomorkowego raka ptuca [71].

NO, NO,

mizonidazol etanidazol
HO (0]
N
N/J\N/\o OH N/\N/\/
doranidazol NO, nimorazol

Rysunek 14. Przyktady znanych mimetykow tlenu z grupy nitroimidazoli [41].

Jak dotad najbardziej efektywnym radiosensybilizatorem zdaje si¢ by¢, dobrze

tolerowany przez organizm, nimorazol (Rysunek 14), ktory zostal zatwierdzony w Danii
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i Norwegii jako $rodek wspomagajacy radioterapi¢ raka glowy i szyi [72]. Z jego
udzialem prowadzone sa rowniez badania kliniczne trzeciej fazy w Anglii [72-74], jak

réwniez badania z wykorzystaniem radioterapii protonowej w Danii [75].

Przestanki literaturowe sugeruja rowniez przeksztatcenie klasycznych
nitroimidazoli w alkilosulfonamidy nitroimidazoli, ktéore wykazuja duzo wyzsze
powinowactwo elektronowe oraz zwigkszong rozpuszczalno$s¢ [76]. Ponadto
modyfikacja alkilosulfonamidow do estrow fosforanowych pozwolita otrzymac zwigzki
0 wyzsze] aktywnosci in vivo w poréwnaniu do nitroimidazoli alkilosulfonamidowych

[77].

1.5.2. Mechanizmy dziatania mimetykow tlenu z grupy nitroimidazoli

Mimo kilkudziesi¢ciu lat badan nad nitroimidazolami mechanizm molekularny
ich dziatania pozostaje wcigz niejasny. Jedna z hipotez wyjasniajacych aktywno$¢ tych
zwigzkow opiera si¢ na rodnikowym mechanizmie zaproponowanym przez grupe
O'Neill’a [78,37] (Rysunek 15). Mechanizm ten zaktada, ze pochodna nitroimidazolu
indukuje uszkodzenia DNA podobnie jak tlen. Doktadniej, tlen (lub mimetyk tlenu)
miatby reagowac z rodnikiem hydroksypirymidynowym (utworzonym w DNA na skutek
reakcji zasady pirymidynowej z rodnikiem hydroksylowym — produktem dziatania
promieniowania jonizujacego na wodg), prowadzac przez seri¢ kolejnych reakcji

rodnikowych do pojedynczego pgknigcia nici DNA.

rodnik

B O -2 0 -2 0% 000

Rysunek 15. Mechanizm rodnikowy wedtug O’Neill’a [78] (A) oraz przylgczenia elektronu wedtug
Edwards’a [79] (B), gdzie M to mimetyk tlenu.

38



Inna hipoteza jest zwigzana z sugestia Edwards’a [79], ze uszkodzenie
oksydacyjne w DNA moze by¢ wywotane utlenieniem DNA przez sprotonowang forme
mimetyka tlenu (Rysunek 15). Scislej, wtorne elektrony, ktére w warunkach hipoksji nie
bylyby przeksztalcane w anionorodniki ponadtlenkowe, moglyby reagowac
z charakteryzujaca si¢ wysokim powinowactwem elektronowym pochodng
nitroimidazolu. Anionorodnik mimetyku tlenu powinien tatwo ulega¢ protonowaniu,
z wytworzeniem obojetnego otwartopowlokowego rodnika nitroimidazolowego, ktory

z kolei stabilizowalby si¢, np. przyjmujac elektron od molekuty DNA.

Przytaczenie elektronu do mimetykow tlenu wydaje si¢ kluczowe dla ich
aktywnosci. W tym kontekscie warto wigc wspomnie¢ o badaniach nad wplywem
niskoenergetycznych elektrondw na czasteczki mimetykéw w fazie gazowej. Tego
rodzaju elektrony moga indukowa¢ rozpad molekuly poprzez proces dysocjacyjnego
przylaczenia elektronu, ktory w tym przypadku jest dwuetapowy (17,18) i przedstawia

si¢ nastgpujaco:
MX + e~ - [MX*]¥ > M~ +X (17)
[MX*"]* - MX®™ +e- (18)

gdzie MX to molekuta, [MX*"]* to posredni, metastabilny anion przejsciowy, M~ to
anion, a X to obojetna czasteczka. Anion przejsciowy moze rowniez przeksztalcié sie

w molekute obojetng (18) w wyniku oderwania nadmiarowego elektronu.

Zbadano przytaczenie LEE 0 energii z zakresu 0-8 eV do 4-nitroimidazolu i jego
pochodnej: 1-metylo-4-nitroimidazolu [80]. Gtowna reakcja rozpadu dotyczyta pekania
wigzania C-NOz 1 tworzenia anionu i rodnika NO.. W przypadku 4-nitroimidazolu
zarejestrowano tez powstawanie rodnika H®. Obserwowano tez rodnik *OH, ktory
powstaje na skutek pekania dwoch wigzan — N-O i wigzania C-H lub N-H (w przypadku
metylowanej pochodnej nie zaobserwowano tworzenia rodnika hydroksylowego).

Podobne badania przeprowadzono dla 2-nitroimidazolu (2N1) [81]. Proces DEA
w 2N jest wydajniejszy niz w pochodnych 4-nitroimidazolu. Zaobserwowano tworzenie
si¢ rodnikéw *OH, *NO, wody oraz innych produktow, ktore moga by¢ kluczowymi

czynnikami zwigkszajacymi wydajnos¢ uszkodzen w DNA.

Stosujac metode skrzyzowanych wigzek elektronowo-molekularnych grupa

Denifla zbadata wptyw niskoenergetycznych elektronow na nimorazol (pochodna
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2-nitroimidazolu, wykorzystywang w praktyce Kklinicznej) [82]. Wspomniany
eksperyment pokazal, ze po przylaczeniu elektronu do czasteczki nimorazolu
rejestrowana jest zaréwno niezdysocjowana forma metastabilnego anionu przejsciowego
(jon macierzysty; co wskazuje na tzw. asocjacyjny proces przytaczenia elektronu (AA)),
jak i anion NOz". Proces AA wydaje si¢ by¢ dominujacy, szczegolnie gdy czasteczka
nimorazolu jest uwodniona, gdyz kluczowy kanat fragmentacji (tworzenie anionu NO2")
jest wowczas wygaszany. Opisane wyzej wyniki pozostajag w zgodzie z twierdzeniem, iz
nimorazol staje si¢ aktywny dopiero po zredukowaniu [79]. Tworzenie anionorodnikow
wydaje si¢ by¢ kluczowe w procesie sensybilizacji komérek nowotworowych przez

zZwigzki tego typu.

Literatura przedmiotu wskazuje rowniez na wykorzystanie nitroimidazoli jako
prolekéw aktywowanych w §rodowisku hipoksji (HAPs) [83]. W obecnosci tlenu prolek
jest redukowany przez reduktaze ([84]) tworzac anionorodnik nitrowy (Rysunek 16).
W warunkach hipoksji rodnik ten moze ulec fragmentacji lub dalszej redukcji, prowadzac
do powstania szeregu produktow (zwiazki nitrozowe, hydroksyloaminy i aminy).
Produkty te moga réwniez by¢ wytwarzane bezposrednio przez reduktazg katalizujaca

dwuelektronowy proces redukcji (Rysunek 16).

Redukcja dwuelektronowa

/Q;;ukcja jednoelektronh
1e” 1e”

2e” 2e”
Prolek —— [Prolek] —/—= X— Y— 7
0,” 0, l 0, 0,
R* + Lek

Rysunek 16. Mechanizm dziatania proleku w srodowisku hipoksji. X, Y, Z to zwiazki nitrozowe,
hydroksyloaminy i aminy [41].
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2. Cele pracy

Choroby nowotworowe sg jedng z gtéwnych przyczyn umieralnosci na §wiecie.
Poza leczeniem chirurgicznym i chemioterapia powszechnym sposobem walki z tym
niebezpiecznym schorzeniem jest radioterapia. Szczegélne wyzwanie dla radioterapii
stanowi hipoksja komoérek nowotworow litych, ktora jest odpowiedzialna za zwigkszenie
ich opornosci na promieniowanie jonizujgce. Jednym z podejs¢ stuzgcych wspomaganiu
tej metody terapeutycznej jest wykorzystanie tzw. radiosensybilizatorow, tj. substancji,
ktore uwrazliwiaja komoérki nowotworowe na dziatanie promieniowania jonizujgcego.
Do lepiej poznanych radiosensybilizatoréw nalezg mimetyki tlenu z grupy nitroimidazoli
oraz analogi tyminy. Zrozumienie mechanizmu ich dziatania wydaje si¢ konieczne do

opracowania nowych, lepiej dziatajacych radiouczulaczy.

Glownym celem mojej rozprawy doktorskiej sag wigc badania nad mechanizmami
odpowiedzialnymi za radiosensybilizujgce wtasciwosci wybranych pochodnych

urydyny oraz mimetykow tlenu z grupy nitroimidazoli.

Niniejsza praca doktorska, wykorzystujaca metody chemii kwantowej oraz

chemometryczne, obejmuje nastepujace szczegdtowe cele badawcze:

1. Opisanie mechanizmu degradacji potencjalnych radiosensybilizatorow:
amidosiarczanu 5-hydroksyuracylu (SU) oraz N,N-dimetyloamidosiarczanu
5-hydroksyuracylu (DMSU), indukowanego niskoenergetycznymi elektronami
w skrzyzowanej wigzce elektronowo molekularnej, przy uzyciu metod ab initio

i teorii funkcjonatu gestosci.

2. Okreslenie czynnikow molekularnych odpowiedzialnych za podatno$¢ na
hydrolizg wybranych jodopochodnych urydyny i 2’-deoksyurydyny:
6-jodourydyny (61Urd), 5-jodo- (51dU) i 6-jodo-2’deoksyurydyny (61dU).

3. Zaproponowanie i  weryfikacja, metodami kwantowochemicznymi
i chemometrycznymi, mechanizmu odpowiedzianego za radiosensybilizujaca

aktywno$¢ mimetykow tlenu z grupy nitroimidazoli.
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Omawiajac wyniki badan oraz zastosowang metodologi¢ przyjeto nastepujace 0znaczenia

poszczeg6lnych projektow wykonanych w ramach niniejszej pracy doktorskiej:

e Projekty A (SU) i B (DMSU), dotyczace badan nad mechanizmem degradacji
pochodnych SU i DMSU indukowanej LEE w fazie gazowej zostaly opisane
w Rozdziale 4.1.

e Projekt C, dotyczacy badan nad stabilnoscig 6-jodopochodnych urydyny
i 2°-deoksyurydyny w srodowisku wodnym zostat opisany w Rozdziale 4.2.

e Projekt D dotyczacy weryfikacji literaturowych mechanizmow dziatania

mimetykow tlenu z grupy nitroimidazoli zostat opisany w Rozdziale 4.3.
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3. Metodologia
3.1. Obliczenia kwantowochemiczne

Obliczenia kwantowochemiczne, przeprowadzone w ramach niniejszej pracy,
zostaly wykonane z  wykorzystaniem oprogramowania  Gaussian09  [85]
zaimplementowanego na klastrze obliczeniowym ,,Libero”, nalezacym do Pracowni
Sensybilizatoréw Biologicznych Wydzialu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego lub
z zastosowaniem pakietu Gaussianl6 [86], dostepnego na klastrze ,,BEM”

Wroctawskiego Centrum Sieciowo-Superkomputerowego (WCSS, grant nr 209).

Wigkszo$¢ obliczen wykonano postugujac sie teorig funkcjonatu gestosci (DFT).
Zastosowane funkcjonaly i bazy funkcyjne byly dopasowywane do rozwazanego
problemu obliczeniowego, dlatego rdznig si¢ pomigdzy projektami, co przedstawiono
w Tabela 3. W czgéci badan zastosowano popularny funkcjonat hybrydowy B3LYP [87],
ktéry na potrzeby podstawowych obliczen energetyki reakcji byl wystarczajacy.
Wykorzystano rowniez funkcjonaty M062x [88], CAM-B3LYP [89], metod¢ rachunku
zaburzen Mpllera-Plesseta drugiego rzgedu, MP2 [90] oraz ekstrapolacyjng metode
0 doktadnosci chemicznej G2MP2 [91].

Tabela 3. Zastosowane w badaniach metody obliczeniowe oraz warunki.

Metodologia Co zostalo policzone?
MO062x/aug-cc-pVTZ . .
(faza gazowa) Termodynamika $ciezek reakcji
Projekt A M062x/6-31++G(d,p) . o .
(SU) B3LYP/6-31++G(d,p) Przebieg procesu dysocjacyjnego prz_quczema
G2MP2 elektronu w roztworze wodnym (bariery
(model PCM) termodynamiczne i kinetyczne)
Projekt B MO?E;(Z/:L;g_ZZCV_Vi\)/TZ Termodynamika $ciezek reakcji
(DMSU) MP2/aug-cc-pVTZ Optymalizacja geometrii na potrzeby szacowania
(faza gazowa) pozycji rezonansowych
Projekt C CAM-B3LYP/DGDZVP++ L . L. ..
(61Urd) (model PCM) Termodynamika i bariery kinetyczne $ciezek reakcji
Projekt D S
(mimetyki B3LYP/6-31++G(d,p) Deskryptory molekularne, termodynamika $ciezek
| PCM kcji
tlenu) (model PCM) reakcji

Przy wykonywaniu poszczegolnych obliczen zastosowano nast¢pujace bazy
funkcyjne: 6-31++G(d,p) [92], aug-cc-pVTZ [93] oraz DGDZVP [94]. Dodatkowego
wyjasnienia wymaga konieczno$¢ uzycia ostatniej z wymienionych baz. Projekt C

dotyczyt obliczen dla zwigzkow zawierajacych atom jodu. Zastosowano wiec bazeg
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DGDZVP, ktora opracowano dla atoméw od wodoru do ksenonu (moze wigc by¢
zastosowana dla atomu jodu). Baza DGDZVP zostata nast¢pnie rozszerzona o dodatkowe
funkcje dyfuzyjne (++). W praktyce polegato to na dodaniu do bazy DGDZVP funkcji
rozmytych o symetrii s, p i d w zaleznosci od rodzaju atomu. Zalozono, ze wartosSci
wyktadnikow { dodawanych funkcji stanowia 1/3 najmniejszego wyktadnika funkcji
danego typu obecnych w bazie DGDZVP [95].

Obliczenia w Projekcie B byly prowadzone wytgcznie w gazie, natomiast w
pozostatych projektach wykorzystano model ciagly rozpuszczalnika PCM [96],
symulujacy faz¢ wodna. W Projekcie C s$rodowisko wodne zostalo czgsciowo
uwzglednione réwniez explicite, poprzez uwzglednienie w modelowanych reakcjach
czasteczek wody. We wszystkich projektach obliczenia przeprowadzono dla warunkow
standardowych, czyli dla temperatury 298,15 K oraz ci$nienia 1 atm. W projektach Ai B
cze$¢ obliczen uwzgledniata rowniez warunki eksperymentalne — dla Projektu A byly to
temperatura 430,15 K oraz cisnienie 1,58 x 107! atm, natomiast dla Projektu B —
temperatura 386,15 K i ci$nienie 5,33 x 101 atm. Przy wyznaczeniu entalpii swobodnej
uwzgledniano woéwczas poprawke na cisnienie, ktéra zostala obliczona zgodnie

z ponizszym réwnaniem (19) [97]:
Geksp.p,T = Glatm,T +T Strans;laltm,T - T Strans;eksp.p,T (19)

gdzie Gp 7 to entalpia swobodna dla okreslonego cisnienia (p) i temperatury (T), Strans;p.T

oznacza entropi¢ translacyjna, ktéra mozna wyznaczy¢ zgodnie z ponizszym rownaniem

(20) [97]:

Srans = R (In(qee) + T(2)) = Rin(a) +1+2) (20)

Wartos$¢ translacyjnej funkcji rozdziatu gt mozna przedstawi¢ za pomocg réwnania (21)
[97]:

2mmkgT 2 kgT
Q= ()t — (21)

gdzie R to stata gazowa, e — liczba Eulera, m — masa czgsteczki, ks — stata Boltzmanna,

a h — stata Plancka.
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Wszystkie obliczenia byty wykonywane dla geometrii stacjonarnych (minima lub
punkty siodtowe pierwszego rzedu), co zostalo potwierdzone analiza czgstosci
harmonicznych. W celu zweryfikowania, czy stan przejSciowy lgczy odpowiednie
minima, zastosowano procedure wewngtrznej wspotrzednej reakcji (z ang. Intrinsic

Reaction Coordinate, IRC) [98].

3.1.1. Profil DEA. Bodzce termodynamiczne i kinetyczne

Wspomniany w czgéci literaturowej proces dysocjacyjnego przylaczenia
elektronu mozna przedstawi¢ w formie odpowiedniego profilu energetycznego
(Rysunek 17). Obojetna czasteczka BrU (NEUT) po przylaczeniu elektronu staje si¢
anionorodnikiem (AR), w ktorym nastepnie, po pokonaniu okreslonej bariery kinetycznej
(stan przejsciowy, TS), dochodzi do zerwania wigzania (w tym przypadku — miedzy
bromem a zasadg azotowg), prowadzacego do powstania kompleksu produktéw (COM).
Sytuacje, w ktorej poszczegdlne produkty kompleksu COM zostaja rozseparowane do
nieskonczonosci (w praktyce, sg optymalizowane w oddzielnych zadaniach
obliczeniowych) 1 funkcjonujg jako suma izolowanych indywiduéw — rodnika oraz

anionu — oznaczono punktem IZOL na Rysunek 17.

n
>

BrU
(NEUT)

Entalpia swobodna G

TS

postep reakcji

[BrU]*-
4R Br ----U* Br + U°
(COM) (1IZoL)

Rysunek 17. Sposdb wyznaczania profilu energetycznego DEA na przyktadzie BrU.

Bodzce termodynamiczne (AG) dla badanych reakcji obliczono jako réznice
miedzy energia swobodng Gibbsa produktow (COM) i substratow (AR). Bariery
kinetyczne (AG*) obliczono jako roznice entalpii swobodnej stanu przej$ciowego (TS)
i substratu (AR).
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3.1.2. Powinowactwo elektronowe

Stabilnos¢ elektronowa aniondéw po przytaczeniu elektronu do czasteczki
obojetnej moze by¢ opisana przez trzy parametry — adiabatyczne powinowactwo
elektronowe (AEA), wertykalng energi¢ oderwania elektronu (VDE) oraz wertykalng
energie przytaczenia elektronu (VAE) (Rysunek 18). Kazdy z parametrow odpowiada
roéznicy migdzy energia elektronowa (E, dla VAE (23) i VDE (24)), badz entalpia
swobodng (G, dla AEA (22)) — czasteczki obojetnej (M), a energig odpowiadajacego jej

anionu (M™), wyrazong zwykle w eV.

AEA = Gy — Gye- (w ich optymalnych geometriach) (22)

VAE = Ey — EM"(W geometrii M) (23)

VDE = Ey (w geometrii M*™) — Eye- (24)

4

9
2o
()]
| =
wi

Geometria

Rysunek 18. Sposéb wyznaczania wartosci AEA, VAE, VDE. M symbolizuje molekule obojetng, a M*~

anionorodnik.

3.1.3. Pozycje rezonansow

Aniony powstate w eksperymentach wykorzystujacych technike skrzyzowanej
wigzki elektronowo molekularnej sa stanami metastabilnymi. Metastabilnych anionow
rezonansowych nie mozna prawidlowo opisa¢ metoda pola samouzgodnionego
(z ang. Self Consistent-Field, SCF), ktora opiera si¢ na zasadzie wariacyjnej. W bazie

zupelnej obliczenie SCF zbiegloby do rozwigzania bedacego molekuta obojetng oraz
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niecoddziatujacym elektronem. Wobec tego, w celu oszacowania energii (pozycji)
wybranego rezonansu czgsteczki DMSU w Projekcie B, zastosowano jeden z wariantow

metody stabilizacyjnej [99].

Mianowicie, w celu oszacowania pozycji rezonansu anionowego o pozadanych
cechach (np. opisywanego przez orbital antywiazacy o*, odpowiadajacy wigzaniu
pekajgcemu w trakcie fragmentacji czasteczki) zwiekszano tadunek jadra atomowego,
nalezacego do rozrywanego w eksperymencie wigzania o wartos¢ Aq. Nalozenie
odpowiednio duzego czastkowego tadunku dodatniego na wybrane jadro atomowe
prowadzi do uzyskania stanu stabilnego elektronowo (zwigzanego), ktory opisywany jest
wilasciwie przy pomocy metody SCF. W tym wariancie metody stabilizacyjnej dodatni
fadunek na wybranym centrum atomowym stabilizuje stan niezwigzany, czynigc go
stanem stabilnym elektronowo. Wykonanie kilku tego typu obliczen dla zwigkszajacego
si¢ tadunku AQ pozwala na ekstrapolacj¢ energii wigzania elektronu do wartosci Aq = 0.
Dla kazdej wartosci fadunku czastkowego energi¢ wigzania elektronu (D) obliczono, jako
réznicg miedzy energig czasteczki obojetnej oraz anionorodnika w geometrii obojetne;j
czasteczki (Eneu - Eanrad = D). W obu strukturach (oboj¢tnej i anionowej) tadunek
wybranego jadra atomowego zwigkszano o t¢ samg warto$¢ Ag, po czym ekstrapolowano
warto$¢ energii D do Aq = 0. Do ekstrapolacji uwzgledniono wytacznie te struktury,
w ktorych anion byt stabilny elektronowo i charakteryzowatl si¢ pozadanym ksztaltem
orbitala SOMO (z ang. single occupied molecular orbital, pojedynczo obsadzony orbital
molekularny), zbieznym z poszukiwanym orbitalem c*. Obliczenia warto$ci energii D
zostaty przeprowadzone metoda MP2/cc-pVDZ, z wykorzystaniem geometrii czasteczki

DMSU zoptymalizowanej metoda MP2 w bazie aug-cc-pVTZ.

3.1.4. Profile kinetyczne

W Projekcie C modelowano rowniez kinetyke degradacji badanych
jodopochodnych deoksyurydyny i urydyny. Ponizsze reakcje (25-29) przedstawiajg
roéwnowagi ustalajace si¢ w wodnym roztworze zawierajacym rozwazane nukleozydy.
(Rysunek 37, reakcja I-IllI). Przeprowadzajac symulacje Kkinetyki hydrolizy
uwzgledniono rowniez reakcje autodysocjacji wody (Rysunek 37, reakcja 1V),
a w przypadku 61Urd, dodatkowo reakcje tworzenia 6-hydroksyurydyny (Rysunek 37,
reakcja V):
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k1
Nuc A~ +R* (25)
P
k2
k3

R* + 2 H,0 : R(OH) + H;0* (26)
k4
k5
A™ + H,0 :A(H) + HO™ (27)
k6
k7
H,0* + HO~ : 2 H,0 (28)
k8
ko
Nuc + HO™ : hydrNuc + [, wylacznie dla symulacji 61Urd (29)

k10
gdzie Nuc — nukleozyd (substrat), A(H) — zasada, R(OH) — reszta cukrowa, A — forma
anionowa zasady, R — forma kationowa reszty cukrowej, hydrNuc — 6-hydroksyurydyna
(60OHUTrd). State szybkosci reakcji ki-Kio zostaty przedstawione w dyskusji wynikow,
w Tabela 9.

Na podstawie zamieszczonych reakcji (25-29) utworzono uktad réwnan

rozniczkowych (30-37) dla trzech rozwazanych zwigzkow:

L) = k2[R*][A7] - k1[Nuc] (30)
d[Hd;tm] = k3[R*][H,0]* — k4[R(OH)][H50*] — k7[H30*][OH"] + k8[H,0]*>  (31)
O] = k5[471[H,0] — k6[A(H)][OH™] — k7[H;0*1[0H™] + k8[H,0]? (32)
AR = —k2[R*][A7] + K1[Nuc] — K3[R*][H,0)? + k4[R(OH)][H50"] (33)
TROM] = k3[R*][H,01? — kA[R(OH)][H;0"] (34)
d[;t'] = —k2[R*][A™] + k1[Nuc] — k5[A~][H,0] + k6[A(H)][OH] (35)
HA] — k5[A7][H,0] — k6[A(H)][OH"] (36)
H20) — —kS[A71[H,0] + k6[AGHDI[OH ] + k4[R(OH)[H;0*] — k3[R*1[H,012 +
k7[H;0*1[0H"] — k8[H,0]? (37)
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oraz dwa dodatkowe rownania dla 6-jodourydyny (38,39):

AP = —k10[hydrNuc][I7] + k9[Nuc] [OH"] (38)

A — _k10[hydrNuc][I~] + k9[Nuc][OH"] (39

dt

W celu wyznaczenia zmian stezen poszczegolnych reagentow w funkcji czasu,
powyzszy uklad zwyczajnych réwnan rozniczkowych (30-39) catkowano za pomoca
programu Octave [100]. Przyjeto, ze poczatkowe stezenie nukleozydu wynosito 1073,
a stezenia pozostatych sktadnikéw uktadu ustalono na 0 mol-dm™. Ze wzgledu na mate
stezenia reagentOw przyjeto, ze w trakcie badanego procesu stezenie wody jest state
i rowne 55,5 mol-dm 3 [101]. Czas prowadzonej symulacji to odpowiednio 10° sekund
(okoto 317 lat) dla 51dU, 35 sekund dla 61dU oraz 10° sekund (okoto 11,5 dni) dla 61Urd.

Przeprowadzenie symulacji kinetycznych wymagato wprowadzenia do modelu
statych szybkos$ci dla reakcji (25)-(29) wprost lub odwrotnej oraz niezbednych do ich

wyznaczenia statych rownowagi.

W przypadku heterolitycznej dysocjacji wigzania N-glikozydowego (reakcja (25))

statg dysocjacji Kays Wyznaczono postugujac si¢ wzorem (40):
K= ewr (40)
gdzie AG —energia swobodna reakcji (patrz Tabela 8), R — stata gazowa, T —temperatura.
Stalg szybko$ci ki dla reakcji wprost zostata wyliczona w oparciu o teori¢ stanu

przejsciowego (41):

kT

_sc*
ky = = x eCrr) (41)

gdzie h — stata Plancka, k — stata Boltzmanna, R — stala gazowa, T — temperatura, AG* —
energia aktywacji rowna barierze termodynamicznej reakcji Nuc 2 A + R™ (patrz
Tabela 8; przyjeto, ze AG* reakcji odwrotnej wynosi 0, gdyz jony A i R" reaguja, dajac
czasteczkg Nuc bez bariery kinetycznej). Stata szybkosci reakcji odwrotnej, k2, zostata

wyznaczona z rownania (42):

Kn = (42)
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gdzie kn i k-n sg statymi szybkosci reakcji wprost 1 odwrotnej (W tym przypadku ki i ko),
podczas gdy Kh jest statg rownowagi (w tym przypadku Kays).

Dla reakcji deprotonowania hydratu karbokationu reszty cukrowej oraz reakcji
protonowania anionu pochodnej uracylu za stale szybkosci, odpowiednio ks i Ks
(patrz roéwnania (26) i (27)), przyjeto doswiadczalne stale szybko$ci przeniesienia
protonu miedzy jonem HzO" lub OH a czgsteczkg H20, niezaleznie od rodzaju
kationowego kwasu i anionowej zasady [102]. Zdecydowano si¢ na przyjecie
eksperymentalnych statych szybkosci reakcji modelowych zamiast oblicza¢ je
bezposrednio, ze wzgledu na mata wiarygodno$¢ statych szybkosci wyznaczonych dla
modelu nieuwzgledniajacego czasteczek wody explicite, lecz w ramach podejscia PCM.
W celu wyznaczenia stalych szybkosci ks i ke reakcji odwrotnych, state rownowagi
reakcji (26) i (27) wyznaczono postugujac si¢ wartosciami pKa zwigzkow referencyjnych,
odpowiednio dla (MeO),CHOH [103] (pKa = -5.7) oraz dla uracylu [104] (pKa = 9.45)

zgodnie z rownaniem (43) [105]:

AAG
PKa = pKrer — 5o (43)

gdzie pKref — ujemny logarytm dziesigtny statej Ka dla zwigzku referencyjnego, R — stata
gazowa, T — temperatura, a AAG stanowi roznicg energii swobodnych zasady

1 sprzgzonego z nig kwasu dla par zwigzek badany/zwigzek referencyjny, na przykiad:

AAG
61U~ + U = 61U + U™ (44)

gdzie U to uracyl (zwigzek referencyjny), 61U - 6-jodouracyl (zwigzek badany), za$ 61U
i U to formy anionowe U i 6IU. Wartoci AAG poszczegélnych reakcji wraz

z obliczonymi warto$ciami pKa/pKp zamieszczono w Tabela 4.
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Tabela 4. Warto$ci pK oraz statych rownowagowych (K) reakcji dla par zwigzek badany/zwiagzek
referencyjny wraz z warto$ciami AAG [kcal/mol].

Reakcja AAG pK K
510 +U—5IU+U 4,1 pKp = 7,53 Kp=3,0-103
6IU +U—6IU+U 7,3 pKp =9,91 Kp=1,2-1010
deoksyryboza* + (MeO),CHOH

9,1 pKa =-12.36 Ka=23-10%
— deoksyryboza + (MeO),CHOH"*
ryboza* + (MeO),CHOH

15,5 pKa = -17.09 Ka=12" 107

— ryboza + (MeO),CHOH"*

State szybkos$ci dla reakcji odwrotnych ks oraz ke zostaty obliczone ze wzoru (42),

w ktérym stale rownowagi uwzgledniaja stezenie wody (55,5 mol/dm®).

State szybkosci k7 oraz ks dla autodysocjacji wody (reakcja (27)) zostaty przyjete

zgodnie ze znanymi wartosciami literaturowymi [101, 102]. Przyjeto:

k, = 1.4-10'1 (dlareakcji OH™ + H;0" - 2H,0) (45)
[OH™][H;0%] = 10~* mol/dm3 (46)
[H,0] = 55,5 mol/dm3 (47)

Na tej podstawie mozna obliczy¢ stata dysocjacji wody (48):

_ [oHT][Hz0*] _ 107* _10-18
Khzo = (0,012 5557 ~ 3.3-10 (48)

Stalg kg (51) mozna wyliczy¢ z zaleznosci (49, 50):

k7[H30+][OH_] = k8[H20]2 (49)
[Hz;0%][OH™] Kk
3[H20]2 = k_j = Kays(wody) (50)
kg = Ky - Kaystwody) = 1,4 1011 +3,25 - 10718 ~ 4,6 - 1077 (51)

Stata szybkos$ci ke, w przypadku zwigzku 6IUrd, zostala wyliczona za pomoca
wzoru (41), po przyjeciu wartosci bariery kinetycznej AG* = 11,8 kcal/mol (wyznaczong
metoda CAM-B3LYP/DGDZVP++) dla reakcji substytucji nukleofilowej, przebiegajace;j
wedhug mechanizmu SoN (52):

6IUrd + OH™ —» 60HUrd + I~ (52)
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Statg kio dla reakcji odwrotnej obliczono z zalezno$ci (42), natomiast stalg rownowagi
dla tej reakcji (52) wyznaczono ze wzoru (40), przyjmujac AG = -72,3 kcal/mol,
stanowigca réznice energii swobodnej produktow i substratow wyznaczong metodg
CAM-B3LYP/DGDZVP++ dla powyzszej reakcji.

3.1.5. Stezenia rownowagowe

Stezenia rownowagowe poszczegoélnych indywiduéw w roztworach wodnych
51dU, 61dU i 61Urd (Projekt C) obliczono stosujac nastgpujace rozumowanie, zgodne

z proponowanym mechanizmem hydrolizy (25-29):
Cacia = [Cukier™] + [Cukier(OH)] (53)
Cpase = [Zasada™] + [Zasada(H)] (54)

gdzie Cukier(OH) i Zasada(H) to reszta cukrowa oraz zasada azotowa, natomiast Cukier”
i Zasada to odpowiednio ich forma kationowa i anionowa. Przyjmujemy, ze st¢zenia

(53,54):
Cacid = Cpase = C (55)
[OH™] + [Zasada™] = [Cukier™] + [H3;07] (56)

State rownowagi (57, 58), w tym stata dysocjacji (59) oraz iloczyn jonowy wody (60)

mozna przedstawi¢ nastepujaco:

[Cukier(OH)][H30%]

Ka = [Cukier*] (57)
__ [zasada(H)][OH™]
Kb - [Zasada™] (58)
__ [Cukier*][Zasada™]
Kdys - [Nukleozyd] (59)
Kw = [H307][OH7] (60)
Dalsze wyprowadzenia prowadza do kolejnych przeksztatcen (61):
fart] — Cacid[H30+] -1 — Cpase[OH™]
[Cukier*] = Kot [0 [Zasada™] = KorlORT] (61)

Stezenie bedzie stanowic roznice miedzy stezeniem poczatkowym a stezeniem molowym

danego nukleozydu (62):
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C = C, — [Nukleozyd] (62)

Cacid [H3 O+]Cbase [OH_]

= CO B Kdys(Ka+[H30+])(Kb+[OH_]) (63)
— _ CacidCbaseKw
€=C Kdys(Ka+[H30*])(Kp+[0H"]) (64)
Zgodnie z zatozeniem (55) otrzymujemy:
C=C,— €™ (65)
T 7% Kays(Ka+[H30*])(Kp+[OH™])
Po przeksztalceniu otrzymujemy posta¢ rownania kwadratowego (66):
2
K +C=—Cy=0 (66)

Kdys(Ka+[H3o+])(Kb+[OH_D

Rownanie (66) mozna rozwigza¢ obliczajac delte (67) oraz jedno z jej rozwigzan

(dodatnie) (68):

Kw

A=1+4 4C0 Kays(Kq+[H30 ) (Kp+[0H]) (67)
-1++A
X1 = 5 Kw (68)
Kgys(Ka+[H30t(Kp+[0H™])
Powyzsze rozwigzanie (68) mozna przeksztatci¢ do prostszej postaci (69):
X, = (-1+ \/Z)Kdys(Ka+[H30+])(Kb+[OH_]) (69)

2K,,

Przy zatozeniu, Ze rozwigzanie (68) jest rowne zaleznosci (55) oraz na podstawie rownan

(56) i (61), prowadzi to do rownania (70):

+ x1[H30*] -
[H30 ]+—Ka+[H30+] = [OH7] +

x1[0H™]
Kp+[OH™]

(70)

a po podstawieniu rozwigzania x1 (68):

+1— + -
[Hy0%] + [H30%](=1+ VB)K gys (Ko +[H30t ) (Kp+[OH]) = [0H] +

[0H™1(=1+ VDK gy s(Ka+[H30 T (K p+[0H ) (71)
2Kw(Kgq+[H30%])

2Kw(Kp+[OH™])

Podstawiajac [OH™] = [HK‘(A)]+] do powyzszego rdéwnania (71), dalsze przeksztalcenia
3

prowadza do finalnego rownania (72):

[H50%1%(=1+ VE)K ays Kp+ 7 ) ~2K 2= (=14 VE)K ays (Ka+ [H3 0 DKy

+ [H30™] —
[Hy0*] + TS =0 (72
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Powyzsze rownanie rozwigzano, postugujac si¢ programem Octave [100],
a rownowagowa warto$¢ stezenia jondw HzO" pozwolita wyznaczy¢ stezenia

rownowagowe pozostatych reagentow (Tabela 10).

3.2. Analiza chemometryczna

W Projekcie D, oprocz obliczen kwantowochemicznych, przeprowadzono
réwniez analiz¢ chemometryczng dla zbioru pochodnych nitroimidazoli — potencjalnych
radiosensybilizatorow z klasy mimetykow tlenu. W tym celu opracowano dwa modele
uczenia maszynowego, wyrazajace ilosciowg zalezno$¢ miedzy strukturg chemiczng
a aktywnoscig biologiczng zwigzku (z ang. Quantitative Structure-Activity Relationship,
QSAR) [106]. Kazdy z nich charakteryzowat inny typ mechanizmu dziatania mimetykow
tlenu z grupy nitroimidazoli. Proces kalibracji modeli QSAR przeprowadzono przy
uzyciu algorytmu nieparametrycznej regresji lokalnie wazonej [107]. Polega ona na
punktowej aproksymacji dla kazdego elementu zbioru, z wykorzystaniem
tzw. przesuwnego okna wygladzania, w ktorym znajduje si¢ zbidr elementéw brany do

prognoz — punkt docelowy (Xo) wraz z jego lokalnym sasiedztwem (X;) (Rysunek 19).

Wynik lokalnej
regresji liniowej

i
.
.
.
.
.

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Rysunek 19. Graficzne przedstawienie algorytmu nieparametrycznej regresji wazonej [107].
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Okno wygtadzania (kolor fioletowy) ma okreslony ksztatt definiowany przez dang
funkcj¢ jadra (z ang. kernel, K, w tym przypadku zastosowano jadro gaussowskic)
i szeroko$¢ definiowang przez parametr wygtadzania (z ang. bandwidth, h), kontrolujacy
zasieg lokalnego sasiedztwa. Sgsiedzi znajdujacy si¢ blizej punktu docelowego majg
wigkszy udzial (wage) w prognozach. Waga okresla, w jakim stopniu sasiad wptywa na
aktywno$¢ danego punktu dopasowania. Do zastosowania algorytmu wykorzystano

skrypt w jezyku programowania R [108].

Wejsciowy zbior 37 struktur nitroimidazoli podzielono na zbiér uczacy oraz
walidacyjny. Pierwszy z nich wykorzystano do kalibracji modeli. Z kolei zdolnosci
przewidywania opracowanych modeli oceniono na podstawie zbioru walidacyjnego.
W celu zastosowania odpowiedniej reprezentacji obu zbioréw podziat przeprowadzono
w oparciu o tzw. algorytm [1:X], co oznacza, ze z posortowanego rosngcO wektora
odpowiedzi (tutaj aktywnosci radiosensybilizujacej zwiazkdéw), co X zwigzek (tutaj co 3)
zostatl przydzielony do zbioru walidacyjnego [109]. W rezultacie w zbiorze uczacym
(inaczej nazywany treningowym) znalazto si¢ 25 zwigzkow (co stanowi 67,6%
wszystkich zwigzkow), natomiast w walidacyjnym 12 (co stanowi 32,4% wszystkich
zwigzkoéw). Oba modele QSAR bazowaty na doktadnie tym samym zbiorze uczacym oraz
walidacyjnym, jednak uwzgledniaty rézne deskryptory molekularne charakterystyczne

dla danego mechanizmu.

3.2.1. Deskryptory molekularne

Obliczone deskryptory molekularne stanowity bazg dla modeli QSAR. Wszystkie
zostalty uzyskane przy pomocy oObliczen kwantowochemicznych metoda
B3LYP/6-31++G(d,p) i dla modelu ciagtego rozpuszczalnika PCM. Wykorzystano cztery
deskryptory zwiazane z analizowanymi dwoma mechanizmami dzialania mimetykow
tlenu, ktore zostaly szczegdtowo omowione w Rozdziale 4.3.3. Deskryptory przed
kalibracjg modeli zostaly poddane standaryzacji/autoskalowaniu, ktorego celem jest
zapewnienie wspotmiernosci zmiennych, niezaleznie od skali pomiarowej, tj. jednostek

w jakich oryginalnie zostaty wyznaczone.

3.2.2. Walidacja modeli QSAR

Stopien jakosci dopasowania, elastycznosci, czy zdolnosci predykcyjnych modeli

QSAR moze by¢ opisywany przez szereg parametréow [110]. W Projekcie D okre§lono
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standardowe statystyki modeli — wspotczynnik determinacji R? (73) oraz $redni

kwadratowy btad kalibracji RMSEc (74) w ocenie jako$ci dopasowania danego modelu:

d
e

Z2 = 73
R = L= ooy (73)
n obs_ pred 2
RMSE, = JZ‘=1(Y‘ . (74)
gdzie yi°®® — eksperymentalna (obserwowana) wartos¢ dla i-tego zwiazku,

yiP® _ przewidywana warto$¢ dla i-tego zwigzku, §°° — §rednia eksperymentalna warto$é

dla zwigzkoéw zbioru treningowego, n — liczba zwigzkow w zbiorze treningowym.

W ocenie elastycznosci modelu (walidacja wewngetrzna) wykorzystano wspotczynnik
walidacji krzyzowej QZ%cv (75) oraz s$redni kwadratowy blad walidacji krzyzowej

RMSEcv (76):

b redcv
YL, (yPPs—yPredevyz

T (yPPS—yobs)2

Qev =1- (75)

obs__predcv

I ( t 2
RMSECV=\/ A e S (76)

n

gdzie yiP® _ przewidywana warto$é dla i-tego zwigzku tymczasowo wylaczonego ze

zbioru treningowego w metodzie walidacji krzyzowe;.

Natomiast wspotczynnik walidacji Q? (77) oraz $redni kwadratowy biad walidacji

RMSEpr (78) wyznaczono w celu oceny zdolnosci prognostycznych modelu (walidacja

zewnetrzna):
Tk (yoPs—yPredyz
Qz = - k 0bS_~]obs 2 (77)
Zj=1(y]' y°Ps)
T (y9Ps—yPredyz
RMSEp = |-= 'k ' (78)
gdzie y;°®® — eksperymentalna (obserwowana) wartos¢ dla j-tego zwiazku,

yiP"® — przewidywana warto$¢ dla j-tego zwiazku, §°% — §rednia eksperymentalna warto$é

dla zwigzkoéw zbioru walidacyjnego, k — liczba zwiazkéw w zbiorze walidacyjnym.

Dodatkowo okre$lono dla otrzymanych modeli miare S$redniego btedu

bezwzglednego MAE (79), mowiacego, jak daleko wartosci przewidywane roznig si¢ od
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wartosci rzeczywistych oraz wspotczynnik korelacji zgodnosci CCC (80), opisujacy
stopien odchylenia linii regresji od linii przechodzacej przez poczatek uktadu

wspotrzednych:

n _obs_ pred

MAE = Zi=t¥i i (79)

n

~ d .
2 SIS -yoPS) (P e -gPred)
~ d . ~ ~
Zi=1(y?bs_yob5)2+Zin=1(y?re _ypred)2+n(yobs_ypred)2

CCC =

(80)

Niezbgdnym elementem walidacji modelu jest weryfikacja dziedziny modelu,
ktéra wyznacza granice w przestrzeni cech zwigzkow (deskryptoréw), w ktoérych
przewidywania sa wiarygodne. W celu jej okreSlenia zastosowano metodg

wspotczynnikow dzwigni (81) [111]:
h = hT(XTX)"1x, (81)

gdzie xi to wektor deskryptoréw dla i tego zwigzku, X to macierz deskryptoréw dla zbioru
uczacego. Z kolei krytyczng warto$¢ wspotczynnika dzwigni h* wyznacza si¢ ze wzoru

(82):
h*=3Xxp'/n (82)

gdzie p to liczba deskryptoréw w rownaniu modelu, n to liczba zwigzkow w zbiorze

treningowym.

3.2.3. Baza mimetykow tlenu

Baza danych OxyMim powstata jako odpowiedZ na potrzebg zebrania danych
eksperymentalnych aktywnosci radiosensybilizujacej mimetykow tlenu z grupy
nitroimidazoli, ktére w pdzniejszym etapie wykorzystano w modelowaniu QSAR.
Zostata ona wykonana przy pomocy jezykow HTML5, CSS3 oraz skryptow JavaScript
i PHP w wersji 7.3. Struktury chemiczne 2D zostaty wygenerowane przy wykorzystaniu
pakietu RDKit w wersji 200.03.6 [112]. Baza jest swobodnie dostepna w domenie

Uniwersytetu Gdanskiego: http://oxymim.ug.edu.pl, a dane sg udostepnione w formatach

XlIsx oraz .csv.
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4. Dyskusja wynikow

4.1. Degradacja amidosiarczanu 5-hydroksyuracylu oraz
N,N-dimetyloamidosiarczanu 5-hydroksyuracylu indukowana przylaczeniem
elektronu w fazie gazowej

4.1.1. Wprowadzenie

Warunki hipoksji, ktore panuja w $rodowisku komorek nowotworowych [28]
I wywoluja ich oporno$¢ na promieniowanie jonizujgce [32], sktaniajg badaczy do
poszukiwania nowych zwigzkdéw 0 potencjalnych wlasciwos$ciach
radiosensybilizujgcych. Jedng z mozliwosci jest wykorzystanie radiosensybilizatorow
z grupy analogéw tyminy. Racjonalne poszukiwanie takich zwigzkéw powinno by¢

sprzezone z doglebnym zrozumieniem mechanizmu ich dziatania.

Stosowane w radioterapii promieniowanie jonizujace prowadzi do radiolizy
wody. W jej wyniku powstaje szereg produktow, sposrod ktorych nalezy wyrdznic
generowany w duzych ilosciach rodnik hydroksylowy, uwazany za najwazniejszy
czynnik uszkadzajacy DNA [15]. Przechodzac przez o$rodek biologiczny,
promieniowanie jonizujgce Wytwarza roéwniez znaczne ilosci niskoenergetycznych
elektronéw (LEE) o energiach kinetycznych ponizej 30 eV. Przy czym najwigksza liczba
sposrod tych elektronéw posiada energie z przedziatu 9-10 eV [113]. W warunkach
wysokiej prézni LEE moga indukowaé uszkodzenia DNA, takie jak pgknigcia jedno-
i dwuniciowe, miejsca apurynowe i apirymidynowee, modyfikacje zasad oraz reszty
cukrowej [114]. Mozliwg droga wywotywania uszkodzen w DNA stanowi proces
dysocjacyjnego przytaczenia elektrondw (DEA). Przytaczenie elektronu 0 niskiej energii
do czasteczki obojetnej (MX) powoduje powstanie przejsciowego anionu TNI (MX™)
(83):

MX+e™ » MX*™ > M+ X~ (83)

ktory stabilizuje sie w kolejnym etapie, dajgc anion (X ) oraz czasteczke obojetng (M).
Produkty DEA moga tworzy¢ si¢ na skutek peknigcia pojedynczego wigzania, badz
bardziej ztozonego procesu angazujacego wielokrotne pgkniecia wigzan. Wykazano, ze
obecnos$¢ podstawnikow 0 wysokim powinowactwie elektronowym w nukleozydach
zwicksza ich podatno$¢ na DEA, a szczegodlnie wrazliwe na promieniowanie sa

halogenowe pochodne uracylu (patrz Rozdzial 1.4).
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W niniejszym rozdziale przedstawione zostaly wyniki badan dwoch pochodnych
uracylu — amidosiarczanu  5-hydroksyuracylu (SU, Rysunek 20a) oraz
N,N-dimetyloamidosiarczanu 5-hydroksyuracylu (DMSU, Rysunek 20b) i ich
mechanizmy degradacji pod wptywem niskoenergetycznych elektronow (LEE) w fazie
gazowej. W przypadku SU dodatkowo omowiono proces DEA w $rodowisku wodnym
oraz wyniki radiolizy stacjonarnej wykonanej w Pracowni Sensybilizatorow
Biologicznych  Uniwersytetu = Gdanskiego. Rezultaty obu projektow zostaty
opublikowane w czasopismach z listy filadelfijskiej [115, 116]. W niniejszym rozdziale

odpowiem na nastgpujace pytania:

1. Dlaczego SU nie wykazuje witasciwosci radiosensybilizujacych?

2. Czy wprowadzenie grupy metylowej (zwigzek DMSU) wptywa jakosciowo na
zjawisko DEA?

(b)
012
\_O
HaC. 13 S0
14 N7 N\
15C|:H3 1

Rysunek 20. Badane pochodne (a) uracylu - amidosiarczan 5-hydroksyuracylu (SU) oraz (b) N,N-
dimetyloamidosiarczan 5-hydroksyuracylu (DMSU).

Kanaly DEA =zostaly zbadane eksperymentalnie przy pomocy techniki
skrzyzowanych wiazek elektronowo molekularnych (z ang. Crossed Electron-Molecular
Beam, CEMB). W eksperymencie tym aniony fragmentacyjne, wytworzone w wigzce
elektronowo molekularnej w wysokiej prozni, analizowano metoda spektrometrii mas
[82]. Degradacje zwigzkow indukowang przylaczeniem LEE w fazie gazowej
przeprowadzita grupa S. Denifla z Uniwersytetu w Innsbrucku (Austria). Opisane wyzej
badania pozwolity uzyska¢ informacje o Sciezkach fragmentacji oraz mechanizmie
powstawania anionow w procesie DEA, a co za tym idzie, poglebi¢ nasza wiedzg na temat
mechanizmu uwrazliwiania nukleozydow na uszkodzenia wywotywane przez elektrony

0 niskiej energii.
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4.1.2. Dysocjacyjne przylgczenie elektronu SU w roztworze wodnym oraz fazie gazowej
(Projekt A)

Amidosiarczan 5-hydroksyuracylu (SU) zostat zaproponowany jako potencjalny
radiosensybilizator w oparciu o kwantowochemiczne badania wstepne (profil DEA
obliczony metodg M06-2x/6-31++G(d,p)) mechanizmu jego degradacji pod wptywem
elektronow w fazie gazowej i roztworze wodnym [115]. W modelu obliczeniowym
pierscien pirymidynowy zostal zmetylowany w pozycji N1 — co zapewnito zachowanie
modelu  wigzania N-glikozydowego, charakterystycznego dla nukleozydow
(Rysunek 21). Rozwazane byly dwie $ciezki tworzenia produktoéw w procesie DEA:
(a) poprzez dysocjacj¢ wigzania C5-09 oraz (b) dysocjacje wigzania O9-S10 (humeracja
pierscienia przedstawiona na Rysunek 20a). Obie $ciezki sg termodynamicznie korzystne
(AG = -7,7 1 AG = -39,4 kcal/mol), jednak pierwsza z nich charakteryzuje kilkukrotnie
wyzsza  bariera  aktywacyjna (AG* = 10,4 kcal/mol dla  $ciezki
(@) w poréwnaniu do AG* = 2,3 kcal/mol dla $ciezki (b)). Wstgpne badania sugerowaty,
ze SU powinien ulega¢ degradacji pod wptywem przylaczenia elektronu, wigc moze by¢
rozpatrywany jako potencjalny radiosensybilizator. Dlatego tez SU zostal

zsyntetyzowany, a jego struktura potwierdzona przy pomocy technik *H NMR, HRMS

oraz analizy rentgenowskiej.

.& . —e— dysocjacja C-O
20 2 . —e— dysocjacja O-S

Energia swobodna [kcal/mol]

anionorodnik SU TS produkt DEA

Rysunek 21. Rozwazane $ciezki procesu DEA dla SU w roztworze wodnym [115].
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Z eksperymentu CEMB wynika, ze przylaczenie elektronu w fazie gazowej do
molekuty SU prowadzi do utworzenia 12 anionow fragmentacyjnych. Maksima sygnatow
rezonansowych wraz z  eksperymentalnymi i  teoretycznymi  barierami
termodynamicznymi przedstawiono w Tabela 5. Bodzce termodynamiczne (AG) dla
poszczegblnych reakcji  obliczono, postugujac si¢ metoda MO62x/aug-cc-pVTZ
uwzgledniajac warunki eksperymentalne: cisnienie 1,58 x 107! atm oraz temperature
standardows (298,1 K) i eksperymentalng (430,15 K).

Tabela 5. Aniony fragmentacyjne powstajace w eksperymencie CEMB dla SU, pozycje rezonansoéw oraz

bariery termodynamiczne (w skali entalpii swobodnej, AG) powstawania poszczegdlnych anionoéw [115].

. Bariery termodynamiczne (AG, w eV)
Masa ) Pozycje rezonansow (eV)
. Anion Eksperymentalna Teoretyczna
m/z
1. 2. 3. 4, AGexp, 430,15 K AG430,15 K
127 C4H3N20O3 ~0 0,2 1,5 - ~0 —0,90
126 C4H2N203 ~0 0,1 0,2 1,2 ~0 -0,78
99 C3H3N,0;, 0,1 0,8 - - ~0 -1,70
96 NH,SOs3 ~0 0,3 1,3 - ~0 —0,65
95 NHSO; ~0 0,2 - - ~0 -1,41
86 C2H2N20, 0,1 0,3 0,9 - ~0 -*
NH,.SO; ~0 - - - ~0 -1,33
80 _
SO3 ~0 -2,29
64 SO, 11 5,8 - - ~0 —-0,45
62 NSO 0,6 0,8 - - ~0,3 -2,01
48 NH.0; 5,0 54 - - ~4,5 3,31
42 OCN™ ~0 0,4 1,3 - ~0 S
NH; ~4 2,11
16 _ 4,9 83 | 11,6 -
O ~4 2,40

* AG na poziomie 3.31 eV przy cisnieniu 1 atm oraz W temperaturze 298.15 K. Z uwagi na rozbieznosc¢ z
warto$cig eksperymentalng pominigto dalsze obliczenia.
** Ze wzgledu na réznorodno$¢ mozliwych Sciezek reakcji pominigto dalsze obliczenia.

Analiza z wykorzystaniem obliczen teoretycznych pozwolita okresli¢, ze aniony
mogg tworzy¢ si¢ poprzez: (a) peknigcie wigzania C-O, (b) peknigcie wigzania S-0O,
(c) fragmentacj¢ pierscienia pirymidynowego oraz (d) fragmentacj¢ ugrupowania

sulfonamidowego.

W eksperymencie CEMB zarejestrowano dwie masy, ktore moga tworzy¢ si¢
poprzez rozerwanie wigzania C-O: 96 oraz 95 m/z. Zalezno$ci wydajno$ci tworzenia

anionéw w funkcji energii elektronu przedstawiono na Rysunek 22. Reakcje degradacji,

61



ktoére moga by¢ odpowiedzialne za tworzenie si¢ powyzszych mas, mozna przedstawic

nastepujaco:

SU+e™ - (SU)"™ - NH,SO03~ +U* (96 m/z) (84)

SU+e™ - (SU)"” - NHSO3™ +U (95m/z) (85)
Mas¢ 96 m/z mozna wigc zinterpretowac jako proste rozszczepienie czasteczki na anion
ugrupowania sulfonamidowego oraz rodnik uracyl-5-ylowy (84). W przypadku m/z 95
anion tworzy si¢ poprzez dodatkowg utrate atomu wodoru, w efekcie czego powstaje
czgsteczka uracylu (85). Obie S$ciezki degradacji sa reakcjami egzoergicznymi,
z przewidywanymi bodzcami termodynamicznymi reakcji prowadzacych do anionow
0o m/z wynoszacymi 96 1 95, odpowiednio, AGuazisk = -0,65 eV oraz
AGuazo,15 = -1,41 eV. Fakt ten pozostaje w zgodzie z mierzonymi progowymi warto$ciami

narastania sygnatu masowego, ktore odpowiadaja warto§ciom okoto 0 eV (Tabela 5 i

Rysunek 22).

I L) I - I 8 I L:
81 (NH_SO,)
1 m/z 96

Wydajnos¢ aniondw (Hz)
o
QO

y T J T d ¥
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
Energia elektronowa (eV)

Rysunek 22. Wydajnoé¢ tworzenia anionéw o m/z 96 i 95 w funkcji energii elektronu dla DEA do
SU [115].

Rozerwanie wigzania S-O w anionorodniku (SU) * powoduje powstanie trzech

anionow fragmentacyjnych o wartosciach m/z 127, 126 oraz 80 (Rysunek 23):

SU + e~ - (SU)*™ - U0~ + NH,S0," (127 m/z) (86)
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SU + e~ - (SU)*™ > NH,S0,” + UO" lub SO;~ + UNH, (80m/z) (87)
SU + e~ - (SU)*™ - (UO — H)™ + NH,SHO, (126 m/z) (88)

Do masy 127 m/z mozna przypisa¢ anion UO , w tym przypadku drugi produkt stanowi
rodnik fragmentu podstawnika NH2SO.* (86). Doswiadczalny prog narastania sygnatu
masowego obserwowany przy 0 eV jest zgodny z obliczong wartoscig entalpii swobodnej
odpowiedniej reakcji: AGazosk = -0,90 eV. To samo wigzanie S-O peka w reakcji,
w ktdrej otrzymano anion o m/z rbwnym 80. W tym przypadku powstaje anion NH2SO;
oraz rodnik — UO*® (87). Anion o m/z wynoszacym 80 mozna tez przypisa¢ SOz . Oba
aniony moga tworzy¢ si¢ W wyniku reakcji egzoergicznej, bedac w zgodzie wartosciami
eksperymentalnymi (warto$ci wyznaczonych teoretycznie bodzcow termodynamicznych
wynoszg odpowiednio AGazo sk = -1,33 eV dla anionu NH2SO2 i AGazo15x = -2,29 eV
dla SOz ). Najwydajniejszy kanat DEA zarejestrowano dla anionu 0 m/z wynoszacym
126, ktory przypisano anionowi (UO-H) , powstajagcemu w wyniku utraty atomu wodoru
z (UO) (88). Tworzenie tego anionu jest réwniez reakcjg egzoergiczng
(AGaao0,15x = -0,78 eV), co jest zgodne z zaobserwowanym eksperymentalnie brakiem

bariery termodynamicznej dla procesu powstawania (UO—H)  (AGexp 430,15k = ~0 eV).

60 .
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.

T o0
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Rysunek 23. Wydajnoé¢ tworzenia anionéw o m/z 126, 127 i 80 w funkcji energii elektronu dla DEA do
SU [115].
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W wyniku rozszczepienia pojedynczego wigzania lub wielokrotnego wigzan
w podstawniku, czyli ugrupowaniu sulfonamidowym zarejestrowano cztery aniony
fragmentacyjne 0 m/z rownym 64, 48 (Rysunek 24), 62 (Rysunek 25) i 16
(Rysunek 26):

SU + e~ - (SU)™ - SO,” + UONH, (64 m/z) (89)
SU+e™ —» (SU)"” - NSO™ + UO* + H,0 (62m/z) (90)
SU+e~ - (SU)*™ - NH,0,” + UOS* (48 m/z) (91)

SU+ e~ > (SU)*™ - 0™ + (SU— 0)"lubNH,™ + (SU— NH,)" (16 m/z) (92)

Do m/z réwnego 64 mozna przypisa¢ anion SOz . Wraz z nim powstaje oboj¢tna
czasteczka zamknigtopowtokowa UONH: (89). Obliczony bodziec termodynamiczny dla
tej reakcji wynosi AGaao,isk = -0,45 eV i jest zgodny z uzyskang doswiadczalng warto$cia
r6wna AGexp43o1sk = 0 €V. Anion NH20, to odpowiednik masy 48 m/z, wraz z nim
powstaje drugi produkt — rodnik UOS® (91). W przypadku m/z rownego 48 progowsq
warto$¢ energii elektronu zaobserwowano przy AGexp,430,15k = 4,5 €V. Obliczona entalpia
swobodna tworzenia anionu NH202 wynosi AGazo sk = 3,31 eV (Tabela 4), co

pozostaje w jakosSciowej zgodzie z warto$cig mierzona.

2.0 T I v i v I v I v 1 . I v I r
(SO,)” _
1.5+
\ m/z 64
= 1.0 4
g | | -
E 0.5 A \ f\J 1l i \\
g \ \ [ I\ T
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Rysunek 24. Wydajnosci tworzenie anionéw 0 m/z 64 i 48 dla DEA do SU [115].
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Zarejestrowany anion o m/z 62 (Rysunek 25), zinterpretowany jako NSO , stanowi drugi
najliczniejszy anion fragmentacyjny (90). Reakcji egzoergicznej (AGaso15x = -2,01 eV)
towarzyszy uwalnianie czasteczki H,O oraz rodnika UO®, a uzyskana ujemna wartos¢
bodzca termodynamicznego jest zgodna z brakiem eksperymentalnej bariery

termodynamicznej tego procesu (AGexp,430,15k = ~0 eV).
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Rysunek 25. Wydajno$¢ tworzenia anionu o0 m/z 62 w funkcji energii elektronu dla DEA do SU [115].

Anion 0 m/z 16 (Rysunek 26) moze by¢ interpretowany zarowno jako O , jak i NHz
(92). Rzeczywiscie, obliczenia teoretyczne wskazaly, ze oba aniony wydajg si¢ rownie
prawdopodobne — wartosci bodzcow termodynamicznych wynosza AGazo sk = 2,11 eV
dla powstawania NH2 i AGuzoisx = 2,40 eV dla powstawania O , zgadzajac sie
jakosciowo z warto$cig doswiadczalnej bariery termodynamicznej: AGexp 430,15k = 4 eV.
Prawdopodobne przypisanie mozna wykona¢ poprzez porownanie uzyskanego widma
tworzenia anionu z tymi, ktore otrzymano dla innych zwigzkéw zawierajacych atomy
tlenu i/lub grupy aminowe. Grupa Denifla badata poprzednio dysocjacyjne przytaczenie
elektronu do uracylu, otrzymujac rezonans przy 4,5 eV dla anionéow O [117]. Podobny
eksperyment przeprowadzono i zinterpretowano analogicznie dla DEA do waliny [118].
Wykorzystanie spektrometru masowego o wysokiej rozdzielczosci pozwolito na
rozroznienie zarejestrowanych anionéw izobarycznych O i NHz . Anion O powstawat
jako rezonans przy 4,4 i 8,3 eV, podczas gdy anion NHz byt obserwowany przy 6 eV.
Rowniez w eksperymencie przeprowadzonym dla benzaldehydu obserwowano

powstawanie anionu O przy energiach elektronu 8-9 eV (w wyniku rozerwania wigzania
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C=0) [119]. W eksperymencie DEA dla SU pozycje dyskutowanego rezonansu
odpowiadajg warto$ciom energii elektronu 4,9 i 8,3 eV (Rysunek 26), co na podstawie

przytoczonych wyzej warto$ci literaturowych pozwala zidentyfikowaé ten anion jako O .

8 v T v T

Wydajnos$¢ anionéw (Hz)
ES
1

2 4 6 8 10 12
Energia elektronowa (eV)

Rysunek 26. Wydajno$¢ tworzenia anionu o m/z 16 (O /NH; ) w funkcji energii elektronu dla DEA do
SU [115].

Ostatnia grupa anionéw fragmentacyjnych — aniony o m/z 99, 86 i 42 m/z — moze

si¢ tworzy¢ w wyniku dysocjacji wigzan w pierscieniu pirymidynowym (Rysunek 28):

SU + e~ > (SU)*™ - (C3H3N,0,)™ + NH,S0," + CO (99 m/z) (93)
SU + e~ - (SU)*™ - (C,H,N,0,)~ + NH,0S0,C,H (86 m/z) (94)
SU + e~ - (SU)*™ > (OCN)™ + NH,0S0,CsNH;0 (42 m/z) (95)

Powstawanie anionu (C3HsN202) 0 m/z 99 jest reakcja egzoergiczng, dla ktorej
obliczony bodziec termodynamiczny wynosi AGaso1sk = -1,70 eV. Reakcja fragmentacji
prowadzi do otwarcia pierScienia pirymidynowego wraz z utworzeniem obojetne;j
czagsteczki C=0 oraz rodnika NH2SO2* (93). Anion 0 m/z 86 odpowiada fragmentowi
(C2H2N207) , tworzonemu przez utrate fragmentu CoH podczas dysocjacji rodnika
uracyl-5-ylowego (94). Obliczona bariera termodynamiczna powstawania tego anionu
wynosi 3,31 eV (dla ci$nienia 1 atm oraz temperatury 298,15 K) i nie zgadza sig¢

z wartoscig eksperymentalng (0 eV). W przypadku anionu 0 m/z 42, zwigzanego
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z utworzeniem OCN , mozna rozpatrywac kilka $ciezek reakcji, w zaleznosci od miejsca

rozerwania wigzania (95) (Rysunek 27).

Rysunek 27. Mozliwe $ciezki tworzenia si¢ anionu o masie m/z 42.

Najbardziej prawdopodobng $ciezka reakcji dla tego anionu wydaje si¢ by¢ Sciezka A
(Rysunek 27, kolor zielony). Co wigcej mozna stwierdzi¢, ze uzyskany dla tego anionu
rezonans jest podobny do obserwowanego dla tworzenia rezonansu NCO
z hydroksymocznika [120]. Pozycje rezonanséw dla NCO sg podobne dla SU
i hydroksymocznika, z wyjatkiem dodatkowego piku przy 0,1 eV, ktory zarejestrowano
dla tego ostatniego zwigzku. Mozna tez przyjaé, ze anion (C2H2N202) moze by¢
posrednim produktem reakcji, prowadzacej do uzyskania OCN poprzez utrate dwdch
atom6éw wodoru oraz rozerwania wigzania C-N. Warto rowniez wspomnieé, iz
wezesniejsze badania w grupie Denifla wykazaty, ze OCN  stanowi drugi najliczniejszy
anion fragmentacyjny dla uracylu i tyminy [121]. Dla tych zwigzkow pokazano, ze
tworzy si¢ on w procesie dysocjacji zapoczatkowanej utrata wodoru zwigzanego

z jednym z atomo6w azotu zasady pirymidynowe;j.
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Rysunek 28. Wydajnos¢ tworzenia anionéw o m/z 99, 86 i 42 w funkcji energii elektronu dla procesu
DEA do SU [115].

4.1.3. Radioliza stacjonarna SU

Opierajac si¢ na przestankach ptynacych z obliczen teoretycznych, sugerujacych
radiosensybilizujgcy potencjal SU, jak rowniez w oparciu 0 obiecujgce Wyniki
eksperymentu CEMB w fazie gazowej, sugerujace tatwos¢ degradacji SU pod wptywem
elektrondéw, przeprowadzono dalsze badania nad SU, majace potwierdzi¢ wtasciwosci
radiouczulajace zwigzku. Wykonano wiec radioliz¢ stacjonarng tego zwigzku przy dawce
promieniowania X wynoszacej 140 Gy. Nie zaobserwowano jednak zadnego produktu
degradacji SU. Zmiana pH roztworu, czy tez zastosowanie wyzszej dawki
promieniowania (280 Gy), rowniez nie wptynety na zmiane wyniku radiolizy. W celu
weryfikacji zastosowanej procedury eksperymentalnej, przeprowadzono ponowng
radioliz¢ roztworu zawierajacego SU oraz BrU jako wzorca zwigzku
radiosensybilizujacego. Eksperyment potwierdzit wtasciwosci radiosensybilizujace BrU,

jednak SU ponownie okazato si¢ by¢ niewrazliwe na dziatanie promieniowania.

Dlaczego wigc pomimo obiecujgcej charakterystyki DFT, SU nie wykazuje
wlasciwosci radiouczulajacych w warunkach radiolizy stacjonarnej w roztworze

wodnym? Jedna z hipotez zaktadala, ze SU, jeszcze zanim zostanie poddane
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napromienieniu, wystepuje nie w postaci obojetnej (jak zatozono we wstepnych
obliczeniach), ale anionowej, powstajacej W wyniku deprotonowania grupy aminowej
w pier$cieniu pirymidynowym. Forma anionowa SU moglaby zapobiega¢ przylaczeniu
si¢ elektronu, z uwagi na odpychanie si¢ tadunkow ujemnych. W celu zweryfikowania
tej hipotezy wyznaczono potencjometrycznie state dysocjacji kwasowej pKa dla reakcji
roéwnowagowych pokazanych na Rysunek 29 (pKa1 = 7,52 (£0,06), pKaz = 9,64 (£0,04)).

(@]
H\ 9 H\ 9
,N-SI—O N/H eI'\I-ﬁ—O N/H
Kaq = 7.52
H o) | /& + Hzo Fital TURe e) | /g + H3O+
Pld (0] I'|\I (0]
H H
LH, (1) LH" (2)
0]
H, @ Ho @
N-S-0 _H N-S-0 o

LH (2 L% (3)
Rysunek 29. Schemat dysocjacji kwasowej SU w srodowisku wodnym [115].

Przy pomocy programu HySS [122] oraz stosujac obliczone wartosci pKa
uzyskano zalezno$¢ stezen form istniejgcych w roztworze SU w funkcji pH
(Rysunek 30). Przy pH=7 okoto 80% SU wystepuje w postaci obojetnej (H2L). Hipoteza

0 deprotonowaniu SU jako przyczynie braku degradacji zostata wigc odrzucona.
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Rysunek 30. Zalezno$¢ stezen form SU pozostajacych w rownowadze w funkcji pH [115].

Taka sama wydajno$¢ rozktadu BrU obserwowana dla radiolizy roztworu
zawierajgcego wytacznie BrU oraz dla roztworu zawierajgcego rownomolowe ilosci BrU
I SU, pozornie moze wskazywac, ze solwatowane elektrony nie przylaczaja si¢ do SU.
Jednak, oba zwigzki charakteryzuja si¢ podobnymi wartoSciami adiabatycznego
powinowactwa elektronowego — dla BrU to 2,31 eV, a dla SU jest to 2,43 eV (AEA
wyznaczone na poziomie G2MP2). Wydajnos¢ rozktadu BrU w roztworach
zawierajacych rowno BrU, jak 1 SU, podobna do wydajnosci rozktadu roztworu
zawierajacego sam BrU, moze sugerowaé, ze niektore elektrony sa tymczasowo
wychwytywane przez SU, a nastgpnie przenoszone na BrU, gdzie sa ostatecznie
zuzywane w reakcji DEA. W konsekwencji, opisane wyzej wyniki sugeruja, ze SU nie

ulega w wodzie degradacji indukowanej elektronami.

Profile reakcji DEA dla SU (Rysunek 21) wyznaczono ponownie, stosujac tym
razem metode G2MP2, charakteryzujacg si¢ doktadnoscig chemiczng (Tabela 6). Dla
porOdwnania, obliczenia wykonano réwniez dla dwoch innych pochodnych uracylu —
SCNU i BrU (Rysunek 31) — ktore sg przyktadami zwigzkow faktycznie ulegajacych
degradacji, zgodnie z profilem przewidzianym metodg DFT. Ostatecznie poréwnano
bodzce termodynamiczne i1 bariery kinetyczne rozpatrywanych S$ciezek degradacii,
wyznaczone z wykorzystaniem funkcjonatow M062x i B3LYP z tymi obliczonymi przy
pomocy metody G2MP2.
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Rysunek 31. Pochodne SU, SCNU oraz BrU. Strzatki wskazuja wigzania ulegajace dysocjacji w procesie
DEA [115].

Tabela 6. Bariery termodynamiczne i kinetyczne [kcal/mol] dla procesu DEA anionorodnikow
pochodnych uracylu — SU, SCNU i BrU [115].

, G2MP2 MO062x B3LYP
Zwiazek Sciezka degradacji
AG AG* AG AG* AG AG*
U C-O (Sciezka A) -12.1 111 -7.78 10.42 -12.4 11.7
O-S (Sciezka B) -17.4 7.5 -39.42 2.32 -42.6 0.96
C-S (Sciezka A) 3.6 7.9 -1.6° 8.7° -3.7°¢ 34°
SCNU

S-C (Sciezka B) -12.1 1.6 -16.2° 4.1° - -

BruU C-Br (Sciezka A) -7.5 1.8 - - -8.0¢ 259

2 Obliczenia wykonano dla amidosiarczanu 1-metylo-5-hydroksyuracylu (MetOSOU).
b Obliczenia wykonano dla 5-tiocyjanato-2’-deoksyurydyny (SCNdU) [55].

¢ Obliczenia wykonano dla 1-metylo-5-tiocyjanatouracylu (MetSCNU).

dObliczenia wykonano dla 5-bromo-1-metylouracylu (MetBrU).

Uzyskane wartosci barier termodynamicznych i kinetycznych, wyznaczonych
przy pomocy metody G2MP2 wyjasniajg brak degradacji SU indukowanej elektronami.
Bariera aktywacyjna dla procesu zerwania wigzania O-S, ktore stanowi najbardziej
obiecujacg $ciezke procesu DEA dla SU, jest w duzym stopniu niedoszacowana na
poziomie zaréwno M062x, jak i B3LYP. Bariera ta, wyznaczona na poziomie G2MP2,
wyniosta AG* = 7,5 kcal/mol, przy czym wyznaczona przy pomocy metod DFT byla co
najmniej trzykrotnie nizsza (AG* = 2,3 kcal/mol dla M062x i AG* = 0,96 kcal/mol dla
B3LYP). Uzyskana warto$¢ AG* = 7,5 kcal/mol pozornie nie wydaje si¢ wysoka, jednak
wczesniejsze badania nad wlasciwosciami radiosensybilizujacymi dla 1SdU [60] oraz
BrSdU [61] (Rysunek 12) wskazaly, ze energia aktywacji na takim poziomie, jest
wystarczajaca do catkowitego zahamowania uwalniania anionu halogenkowego w tych
zwiazkach (patrz Rozdzial 1.4.3). Stad bariery aktywacji odpowiednio 11,11 7,5 kcal/mol
dla dysocjacji wigzan C-O i O-S, uzyskane na poziomie G2MP2, uzasadniajg
obserwowang stabilnos$¢ anionu SU w doswiadczeniach radiolitycznych. Z drugiej strony,
zaktadane $ciezki dysocjacji sg obserwowane w eksperymencie CEMB w fazie gazowej
(w wyniku peknig¢ odpowiednich wigzan rejestruje si¢ masy 96 i 80 m/z) przy energii
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elektronéw rzedu O eV. Energia uzyskana przez uktad w wyniku przylaczenia elektronu
(AEA = 56,0 kcal/mol dla G2MP2 w roztworze) przewyzsza Kilkukrotnie dyskutowane
bariery Kinetyczne, jednak w $rodowisku wodnym energia ta jest zbyt szybko

rozpraszana, aby umozliwi¢ dysocjacjg.

Warto zauwazy¢, ze brak jest rozbieznosci migdzy modelami DFT i G2MP2
w przypadku pozostatych dwoch pochodnych — SCNU i BrU. Dla obu uktadow
zastosowane metody — M062x dla SCNU i B3LYP dla BrU — dajg wyniki pozostajace
w dobrej zgodnosci zarowno z wynikami radiolizy, jak i z wynikami na poziomie
G2MP2. Przy zastosowaniu metody G2MP2 bariery aktywacyjne zmieniaja si¢ tylko
nieznacznie: z AG* = 2,5 kcal/mol na poziomie B3LYP do AG* = 1,8 kcal/mol na
poziomie G2MP2 dla BrU, a dla SCNU: z AG* = 8,7 kcal/mol na poziomie M062x do
AG* = 7,9 kcal/mol na poziomie G2MP2 dla $ciezki A i z AG* = 4,1 kcal/mol przy
M062x do AG* = 1,6 kcal/mol przy G2MP2 dla $ciezki B. Podobne tendencje mozna
zaobserwowac¢ dla barier termodynamicznych. Poréwnujac wartosci bodzcow
termodynamicznych reakcji DEA dla BrU i SCNU, uzyskanych przy pomocy metod DFT
1 G2MP2, wida¢ réznice nie przekraczajace kilku kcal/mol, podczas gdy roznica ta sigga
nawet 25 kcal/mol dla pgknigcia wigzania O-S w SU (AG = -17,4 kcal/mol dla G2MP2
i AG =-42,6 kcal/mol dla B3LYP) Bariere dysocjacji wigzania S—O w anionorodniku SU
przewidywang przez metody M062x i B3LYP mozna wigc uzna¢ za artefakt metodyki
DFT.

4.1.4. Wnioski

W Projekcie A zbadano degradacj¢ amidosiarczanu 5-hydroksyuracylu (SU),
indukowang przytaczeniem niskoenergetycznych elektronow w fazie gazowej oraz
dokonano charakterystyki DFT procesu DEA w roztworze wodnym. Przeprowadzono
réwniez eksperyment radiolizy stacjonarnej w wodzie w celu okre$lenia wlasciwosci
radiouczulajacych SU. Pomimo obiecujgcych wynikow teoretycznych, potwierdzonych
w eksperymencie CEMB, w ktorym zaobserwowano wiele kanatow DEA indukowanych
LEE, wyniki radiolizy w wodzie jasno pokazuja, ze SU nie wykazuje wlasciwosci
radiosensybilizujacych. Wiasciwosci radiosensybilizujace SU nie ujawniaja si¢ ani przy
zmianie pH roztworu, ani przy wzroscie dawki promieniowania. Wykluczono mozliwos¢
deprotonowania SU w wodzie, ktore mogloby blokowaé przylaczanie elektronow.

Rozwigzanie problemu przyniosto dopiero zbadanie termodynamiki i kinetyki procesu
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DEA przy pomocy metody G2MP2, charakteryzujacej si¢ doktadnosciag chemiczna.
Porownanie obliczonych wartosci barier termodynamicznych oraz kinetycznych procesu
DEA uzyskanych metodami M062x i G2MP2 z uzyskanymi metodg G2MP2 pozwolito
stwierdzi¢ niskg doktadnos$¢ uzytych modeli DFT. W szczegdlnoSci wartosci bodzcow
AG 1 AG*, wyznaczonych dla degradacji SU zwigzanej z dysocjacja wigzania S-O,
sugeruja, ze liczbowy opis pekania tego wigzania mozna uzna¢ za artefakt metodyki DFT.
Przyktad amidosiarczanu 5-hydroksyuracylu pokazat tez, iz wydajny proces DEA w fazie
gazowej nie gwarantuje, ze dany zwigzek bedzie wykazywal pozadane wlasciwosci

réwniez w §rodowisku wodnym.
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4.1.5. Degradacja DMSU indukowana LEE w fazie gazowej (Projekt B)

W Projekcie B zbadano proces indukowanej LEE degradacji metylowanej
pochodnej SU — DMSU w fazie gazowej. Przylaczenie elektronow o energii z zakresu
0-12 eV do DMSU (Rysunek 20b) prowadzi do powstawania 10 anionow
fragmentacyjnych, tworzacych si¢ w wyniku pojedynczych lub wielokrotnych peknigé
wigzan w Strukturze molekuly. Pozycje rezonanséw, bariery termodynamiczne oraz
wartosci adiabatycznego powinowactwa elektronowego dla produktow powstajacych
w procesach DEA zestawiono w Tabela 7. Poprawnos¢ syntezy DMSU potwierdzono
przy pomocy techniki *"NMR oraz spektrometrii mas MS/MS. Bodzce termodynamiczne
(AG) dla poszczegdlnych reakcji, uwzgledniajace warunki standardowe oraz
eksperymentalne obliczono metodag M062x/aug-cc-pVTZ.

Tabela 7. Aniony fragmentacyjne powstajace w eksperymencie CEMB dla DMSU, pozycje rezonansow

i bariery termodynamiczne (w skali entalpii swobodnej, AG) powstawania poszczegdlnych aniondéw oraz

ich adiabatyczne powinowactwa elektronowe (AEAE) [116].

Bariery termodynamiczne (eV)
Masa LSO 5,33 x 107! atm AEAE
(m/z) Anion rezonansowych (V) Eksperymentalna | Teoretyczna | (eV)
1. 2. 3. 4, AGexp, 386,15 K AGsss,15 K
191 UOSO, 0 0,1 ~0 -1,78 4,11
127 uo- 0 01 ] 13 ~0 —-0,95 2,40
126 (UO-H) 0 02|12 ~0 -1,412 4,842
124 (CH3)2NSO3) 0 (03] 14 ~0 -0,64 4,66
123 | ((CH3):NSOs-H)~ | 0 | 0,1 ~0 -1,79 4,88
108 (CH3)NSO; 0 0203 14 ~0 -1,32 2,75
82 H,SOs3 -* -* -1,18 —-0,45
80 SO; 0 03] 13 ~0 -2,09 5,09
66 H.SO; -* -* —-0,55 —-0,59
64 SO, 0 {03 ~0 —0,66 1,43
16 o 4,7 | 8,8 ~4 2,32¢ 141
15 CHs 8,5 ~6 3,12 0,001

*Eksperymentalnie nie wykryto, ale zbadano metodami obliczeniowymi.

2 Przy oderwaniu atomu H od N1; bariery dla oderwania H od N3: -0,43/-0,78 eV dla 298,15/386,15 K.
¢Dla oderwania atomu O12; warto$ci AG dla alternatywnych pozycji: O7: 4,86/4,57 eV, O8: 5,12/4,83 eV,
011: 2,76/2,45 eV dla 298,15K/386,15K.
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Jon 0 najwigkszej masie charakteryzowal si¢ m/z rownym 191. Fragment ten
przypisano anionowi UOSO; . Zalezno$¢ wydajnosci tworzenia tego anionu w funkgcji
energii elektronu przedstawiono na Rysunek 32a. Tworzenie anionu UOSO, moze

przebiega¢ na drodze dysocjacji wigzania S-N, zgodnie z ponizsza reakcjg (96):
DMSU + e~ = (DMSU)*~ - U0SO,~ + CHsNCH;"* (191 m/z) (96)

Wyznaczone przy pomocy metod chemii kwantowej bodzce termodynamiczne wskazuja
na to, ze reakcja tworzenia UOSO; jest reakcja egzoergiczng (AGsgs,isk = -1,78 eV),

a warto$¢ AEA tego anionu jest stosunkowo duza i wynosi 4,11 eV.
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Rysunek 32. Wydajno$¢ tworzenia anionéw o m/z 191, 127, 126 i 108 w funkcji energii elektronu dla
DEA do DMSU [116].

Kolejne aniony fragmentacyjne, ktore otrzymano w przeprowadzonym
eksperymencie, charakteryzowaly si¢ stosunkiem m/z odpowiednio: 127, 126 oraz 108

m/z (Rysunek 32b-d). Zatozono, ze moga one tworzy¢ si¢ w nastepujacych reakcjach:
DMSU + e~ — (DMSU)*~ - U0~ + CH;NCH5S0," (127 m/z) (97)
DMSU + e~ - (DMSU)*~ - (UO — H)~ + CH;NCH;S0,H (126 m/z)  (98)

DMSU + e~ — (DMSU)*~ — CH;NCH5S0,” + UO® (108 m/z) (99)
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Tworzenie powyzszych anionéw odbywaé si¢ moze na drodze dysocjacji wigzania S-O,
dodatkowo sprzg¢zonej z oderwaniem atomu wodoru w przypadku anionu o0 m/z 126 (98).
Zgodnie z obliczeniami termodynamicznymi wszystkie reakcje sa egzoergiczne, a zmiana
entalpii swobodnej wynosi odpowiednio: AGsgsisk = -0,95 eV dla m/z 127,
AGags,15k =-1,41 eV dlam/z 126 oraz AGags,15k = -1,32 eV dlam/z 108 m/z, co jest zgodne
z wynikami eksperymentalnymi, wskazujagcymi zerowa bariere termodynamiczna
(AGexp=~0 eV). W celu obliczenia AG dla tworzenia anionu 0 masie 126 m/z rozwazano
dwa miejsca utraty atomu wodoru z czasteczki UO — z pozycji N3 (AGzgs 15k = -0,78 V)
oraz N1 pierscienia pirymidynowego (AGass 15« = -1,41 V). Analogiczne rozwazania nad
miejscem oderwania atomu wodoru przeprowadzono wczesniej W projekcie
A, dochodzac do wniosku, ze oderwanie H z pozycji N1 jest preferowane
termodynamicznie, wigc 1 w przypadku DMSU ten sam wniosek wydaje si¢ oczywisty.
Obliczone AEA dla UO  wynosi 2,40 eV i jest niemal réwne warto$ci 2,38 eV, ktorg
uzyskano dla struktury OTfU [123]. Warto wspomnie¢, ze wydajnos¢ otrzymywania
anionu (UO-H) , przyporzadkowanego masie 126 m/z byla najwyzsza wydajnosciag
zarejestrowang w eksperymencie CEMB dla DMSU. Podobne zaleznosci dla anionow
0 m/z 127 i 126, cho¢ o znacznie mniejszej wydajnosci, zaobserwowano roéwniez

w analogicznym eksperymencie przeprowadzonym dla SU (patrz Rozdzial 4.1.2).

Kolejne aniony 0 m/z 124 oraz 123 (Rysunek 33a,b) moga tworzy¢ si¢ w wyniku
dysocjacji wigzania O-C miedzy podstawnikiem oraz zasadg azotowsg, zgodnie

z ponizszymi reakcjami:
DMSU + e~ — (DMSU)*™ - CH3NCH;0S0,™ + (U—H)* (124 m/z) (100)
DMSU + e~ - (DMSU)*™ —» CH3NCH,0S0,” +U (123 m/z) (101)

Anion 0 m/z 124 przypisano podstawnikowi, CHsNCH3SO:> , ktérego utworzeniu
towarzyszy uwolnienie rodnika uracyl-5-ylowego (100). Tworzenie anionu
fragmentacyjnego przebiega w reakcji egzoergicznej, z obliczonym progiem
termodynamicznym AGass 15k = -0,64 €V. Anion 0 m/z 123 powstaje w wyniku utraty
kolejnego atomu wodoru z grupy metylowej z anionu podstawnika o m/z 124 (101).
Powstawanie tego anionu (CHsNCH20S0- ) jest zwigzane ze zmiang entalpii swobodnej
0 AGasgs 15k = -1,79 eV, a jego AEA wynosi 4,88 eV.
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Rysunek 33. Wydajnos¢ tworzenia anionoéw o m/z 124, 123, 82, 80, 66 i 64 w funkcji energii elektronu
dla DEA do DMSU [116].

Przytaczenie elektronu do czgsteczki DMSU moze skutkowac jednoczesnym
rozerwaniem wielu wiazan, a takze ich reorganizacja W powstajacych fragmentach.
Z sytuacja tg mamy do czynienia w przypadku anionow 0 m/z 80 i 64 (Rysunek 33d,f),
ktore stanowig drugi i trzeci najbardziej korzystny kanat procesu DEA. Tworzenie tych
anionow fragmentacyjnych odbywa si¢ poprzez jednoczesne pgkanie wigzan N-S oraz

S-0 (102,103):
DMSU + e~ - (DMSU)*~ — SO~ + CH;NCH,U (80 m/z) (102)
DMSU + e~ — (DMSU)*~ - SO, + CH;NCH,0U (64 m/z) (103)

Dla masy 80 oraz 64 m/z obliczone bodzce termodynamiczne reakcji egzoergicznych

wynoszg odpowiednio AGags 15k = -2,09 eV oraz AGags,15x = -0,66 eV, co dobrze koreluje
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z eksperymentalnym brakiem bariery termodynamicznej (AGexp = ~0 eV w obu
przypadkach). W przypadku SO warto§¢ powinowactwa jest poroéwnywalna

z warto$ciami literaturowymi [123].

Ciekawym przypadkiem sa rezonanse dla m/z 82 oraz 66 (Rysunek 33c,e).
Blisko$¢ grup metylowych oraz ugrupowania SOz pozwala zatozy¢, ze rejestrowane masy
mogg odpowiada¢ anionom fragmentacyjnym H>SOz i H2SO, , ktére mogtyby
powstawa¢ na drodze przeniesienia atomow wodoru z grup metylowych do grup SOs,
badz SO.. Jednak dla tych anionow uzyskano ujemne wartosci AEA (ha poziomie
MO062x/aug-cc-pVTZ), co sugeruje, ze odpowiednie aniony sg stanami metastabilnymi.
Samorzutne oderwanie elektronu od anionu metastabilnego nastepuje w fazie gazowej
w ciggu ok. 10 s [30], a tak krotki czas uniemozliwitby rejestracje odpowiedniego
sygnatu w eksperymencie CEMB. Przeprowadzone doswiadczenie jednak jasno
wskazuje na tworzenie anionéw o masach 82 i 66 m/z. Uznano zatem, ze masom tym
mozna przypisa¢ aniony 34S0; i ¥S®0,”. Rzeczywiscie, na podstawie
zarejestrowanych widm SOs, SO. dla stosunku m/z rownego odpowiednio 80 i 64
(Rysunek 33c-f), stosunek masowy 80:82 oraz 64:66 okreslono na 4,4%. Jest on zgodny

z naturalnym sktadem izotopowym izotopow 32S i 34S siarki [124].

Wszystkie omowione do tej pory aniony fragmentacyjne tworza si¢ bezbarierowo
(energia elektronow 0 eV), co jest zgodne z obliczonym egzoergicznym charakterem
reakcji ich tworzenia i ujemnymi wartosciami bodzcow termodynamicznych. Jedynie
dwa aniony fragmentacyjne o m/z 16 oraz 15 zaobserwowano przy wyzszych energiach
elektronéw — dla m/z 16 przy energii 4,7 eV i 8,8 eV, a dla m/z 15 przy energii 8,5 eV
(Rysunek 34a,b). Wartos¢ m/z 16 sugeruje uwolnienie anionu tlenu (104), natomiast

m/z 15 moze odpowiada¢ anionowi CHz (105):
DMSU + e~ - (DMSU)*~ - 0~ + (CH;NCH;S0,U — 0)* (16 m/z) (104)
DMSU + e~ = (DMSU)*™ — CH3; ™ + CH3NSO;U" (15 m/z) (105)

Utworzenie anionu O  jest mozliwe na cztery sposoby: pierwsze dwa dotycza rozerwania
wigzania Kkarbonylowego C=0 w pierscieniu pirymidynowym (C2=07 i C4=08,
Rysunek 20b), a dwa pozostale dotycza wigzania S=0O (S10=011 i S10=012,
Rysunek 20b). Prawdopodobienstwo utworzenia anionu z atomu tlenu O9 jest niskie,

poniewaz proces ten wymagatby jednoczesnego zerwania obu wigzan C5-09 i 09-S10.

78



a - b - -

. (@) o) | © CH/NH |
E 1 16 u 15u ' 0
3 3
0 0
c c
o 2 0.4 ©
c c
(1] 1+
Nrd Nrd
(=] (=]
£ £
(4] 1]

1 1 0.2
3 g
= 2

ol MU TN LU

2 4 6 8 10 12 2 4 6 8 10 12

Energia elektronowa (eV)

Rysunek 34. Wydajno$¢ tworzenia anionéw o m/z 16 i 15 w funkcji energii elektronu dla DEA do
DMSU [116].

4.1.6. Pozycje rezonansow dla anionéow o mlz 16 1 15.

Aby przypisa¢ otrzymany eksperymentalnie rezonans do miejsca fragmentacji,
wyznaczono bariery termodynamiczne dla wszystkich czterech mozliwych miejsc
uwolnienia anionu O . Obliczone wartosci sugeruja, ze tworzenie O z pozycji 011
I O12 jest energetycznie bardziej korzystne (AGasgs 15k = odpowiednio 2,45 eV dla O11
12,32 eV dla012) niz z pozycji O7 i O8 (AGssge,15k = 4,57 eV i 4,83 V), jednak okreslenie
prawdopodobnej $ciezki degradacji jedynie na podstawie obliczonych bodzcow
termodynamicznych nie pozwala na jednoznaczng interpretacj¢ eksperymentu. Dlatego
zdecydowano si¢ na 0Szacowanie pozycji rezonansow za pomocag tzw. metody
stabilizacyjnej, ktora zostalta omoéwiona w Rozdziale 3.1.3. Ekstrapolacja energii
wigzania elektronu D do Aq=0 pokazata, ze stan rezonansowy, odpowiadajacy
uwolnieniu tlenu z pierScienia pirymidynowego (zarowno z pozycji O7, jak i O8)
powstaje przy energii elektronow rzgdu ~ 8,3 eV (Rysunek 35A), natomiast do
oderwania anionu tlenu (O11 lub O12) z ugrupowania sulfonamidowego wymagana jest
energia rzedu ~5,0 eV (Rysunek 35B). Pozycje rezonansow uzyskane metoda stabilizacji
tadunku odpowiadajg wiec eksperymentalnym warto§ciom energii oderwania tlenu
(4,7 oraz 8,8 eV). Obecnos¢ podobnego charakterystycznego rezonansu dla O
odnotowano rowniez w eksperymencie CEMB przeprowadzonym dla zwigzku SU
(patrz Rozdzial 4.1.2).

Masg 15 m/z mozna interpretowac jako CHs lub NH . Poczatkowo zatozono, ze

powstanie anionu NH jest znacznie mniej prawdopodobne, z uwagi na fakt, ze wymaga
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dysocjacji dwoch wiagzan w czasteczce DMSU, podczas gdy powstanie anionu CHz  jest
zwigzane z peknigciem jednego wigzania. Jednak wyznaczona teoretycznie warto$¢
bodzca termodynamicznego, zwigzanego z powstawaniem CHs (AGass 15k = 3,12 eV)
byta dwukrotnie nizsza niz wyznaczona eksperymentalnie (AGexp = 6,0 eV). Dlatego
podjeto probe wyjasnienia powstawania tego anionu w oparciu o metodg stabilizacyjna.
Uzyskane tg metodg pozycje rezonansowe tworzenia anionu CHz wyniosly 6,21
i 6,42 eV (w zaleznos$ci od rozpatrywanej grupy metylowej, Rysunek 35C), ktore byty
znacznie nizsze, niz warto$¢ rezonansu zarejestrowanego w eksperymencie (8,5 eV).
Warto wspomnieé, ze zarejestrowane w procesie DEA dla glicyny pozycje rezonansow
odpowiadajace anionom NH i CHs wynosity odpowiednio okoto 11 eV oraz 6 eV
[125]. Poprzez analogi¢ stwierdzono, ze sygnal o masie 15 m/z jest zwigzany raczej

z uwalnianiem anionu NH niz CHs .
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lub grupy metylowej C(14)H3 (C) [116].
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4.1.7. Wnioski

W  Projekcie B  zbadano  degradacje = N,N-dimetyloamidosiarczanu
5-hydroksyuracylu (DMSU), indukowana przylaczeniem niskoenergetycznych
elektronow w fazie gazowej. Zaobserwowano 10 anionéw fragmentacyjnych, ktore mogg
powstawac na drodze pgkania jednego lub wielu wigzan. Wiekszos$¢ kanatow DEA jest
obserwowanych przy energii elektronow rzedu 0 eV. Uzyskane $ciezki fragmentacji sa
podobne do obserwowanych wczesniej dla amidosiarczanu 5-hydroksyuracylu, stad
wniosek, ze metylowanie SU nie wptywa jako$ciowo na zjawisko DEA. Metoda
stabilizacyjna pozwolita zidentyfikowaé pozycje rezonansow odpowiedzialne za

powstawanie anionéw fragmentacyjnych o m/z 16 i 15.
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4.2. Badanie stabilnosci jodopochodnych deoksyurydyny i urydyny w srodowisku
wodnym

4.2.1. Wprowadzenie

Wigkszo$¢ rozwazanych radiosensybilizatorow z klasy pochodnych tyminy to
pirymidyny podstawione atomem halogenu lub inng elektronoakceptorowa grupa
funkcyjng w pozycji C5. Tego rodzaju radiosensybilizatory oraz mechanizmy ich
dziatania zostaly opisane w Rozdziale 1.4. Inng pozycjg pierscienia pirymidynowego,
ktorej modyfikacje mozna rozwaza¢ w kontek$cie projektowania zwigzkow
radiosensybilizujgcych, jest pozycja C6. Sensownos¢ takiej modyfikacji sugeruja wyniki
badan teoretycznych nad 6-bromopodstawionymi pochodnymi 2’-deoksyurydyny oraz
2’-deoksycytydyny. Rzeczywiscie, obliczenia wykazaty, ze rodnik urydyno-6-ylowy /
cytydynylo-6-ylowy tworzy si¢ przy niskiej barierze kinetycznej w trakcie
dysocjacyjnego przytaczenia elektronu do odpowiednich nukleozydow i jest w stanie
oderwa¢ atom wodoru nie tylko z ugrupowania cukrowego sasiedniego nukleozydu
w nici DNA, ale réwniez od wlasnej 2'-deoksyrybozy [126,127]. Wydaje si¢ wigc, ze
pirymidyny modyfikowane w pozycji 6 powinny by¢ zwiazkami o wilasciwosciach
radiosensybilizujagcych porownywalnych lub lepszych od pirymidyn podstawionych

w pozycji 5.

Istotng kwesti¢ zwigzang z trwaloscig nukleozydow, stanowi ich zachowanie
w $rodowisku wodnym zywych komorek. Jedng z podstawowych reakcji, jakim moga
ulega¢ nukleozydy w roztworze wodnym jest ich hydroliza, w wyniku ktorej nastepuje
dysocjacja wigzania N-glikozydowego. Przy czym, wedlug Kochetkova,
deoksyrybonukleozydy hydrolizujg nawet 100 — 1000 razy szybciej niz rybonukleozydy
[128]. Rzeczywiscie, czas potowicznej przemiany t1/2 dla hydrolizy 2’-deoksyurydyny
(dU) wynosi 104 min, podczas gdy urydyna (Urd) poddawana dziataniu wody nawet
trzykrotnie dtuzej, jest hydrolizowana tylko w niewielkim stopniu (5% po uptywie 5 h).
Roéwniez rodzaj zasady azotowej wptywa na stabilno$¢ wigzania N-glikozydowego, atym
samym na szybkos$¢ hydrolizy. Okazuje sie, ze hydroliza nukleozydow purynowych jest
wydajniejsza niz pirymidynowych [128]. Szybkos¢ hydrolizy zalezy rowniez od
podstawnikow zwigzanych z zasada azotows. | tak, stopien degradacji wigzania
N-glikozydowego dla 2’-deoksycytydyny (dC) wynosi 76%, dla dU — 3%, a dla 5XdU,
gdzie X = F, Cl lub Br, 13 — 17% (hydroliza prowadzona w $rodowisku 5% kwasu
trichlorooctowego przez 30 min w 100°C) [128].
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W  niniejszym rozdziale przedstawiono wyniki badan nad stabilnoscia
6-jodo-2’-deoksyurydyny (61dU, Rysunek 36), 6-jodourydyny (6lurd, Rysunek 36) oraz
5-jodo-2’-deoksyurydyny (51dU, Rysunek 36) w srodowisku wodnym. Mechanizm
hydrolizy = badanych zwigzkéw  scharakteryzowano przy pomocy obliczen
kwantowochemicznych, metoda DFT. Wykonano roéwniez teoretyczne symulacje
kinetyki hydrolizy dla trzech badanych pochodnych urydyny.

I I i
I

NH NH NH

N~ o | Nl | N Xg
HO
51du
OH OH 6ldu OH on 6lUrd
Rysunek 36. Struktury badanych pochodnych urydyny: 5-jodo-2’-deoksyurydyna (51dU),
6-jodo-2’-deoksyurydyna (61dU) oraz 6-jodourydyna (61Urd).

4.2.2. Mozliwy mechanizm hydrolizy

Prawdopodobny mechanizm hydrolizy 61dU, 61Urd oraz 51dU przedstawiono na
Rysunek 37. Glowna reakcja (I) jest heterolityczna dysocjacja wigzania
N-glikozydowego C1°-N1, w wyniku ktorej powstajg dwa produkty — karbokation reszty
cukrowej oraz anion uracylu, podstawionego atomem jodu w pozycji 5 lub 6. Pelna
analiza mechanizmu reakcji hydrolizy wymaga uwzglednienia reakcji nastgpczych,
jakimi sa reakcje addycji wody do powstajacego karbokationu reszty cukrowej
(reakcja 11) oraz reakcja protonowania anionu pochodnej uracylu (reakcja Ill), jak

réwniez autodysocjacja wody (reakcja IV).
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Rysunek 37. Reakcje elementarne dla badanego mechanizmu hydrolizy. Reakcja V dotyczy wylacznie
61Urd.
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Eksperymentalna warto$¢ entalpii swobodnej aktywacji dla heterolitycznej
dysocjacji wigzania glikozydowego C1°-N1 dla 2’-deoksyurydyny (dU) wynosi
30,5 kcal/mol [129]. Przybylski ze wspotpracownikami przeprowadzili badania
kwantowochemiczne dla hydrolizy dU, wykorzystujac metode B3LYP/6-31+G(d,p),
I uzyskali warto$¢ energii zblizong do stwierdzonej eksperymentalnie, tj. 28,7 kcal/mol
[130].

Dobierajgc metodologie badan hydrolizy jodopochodnych w ramach niniejszej
pracy, wykorzystano trzy funkcjonaty, przy pomocy ktorych wyznaczono zmiany entalpii
swobodnej dysocjacji wigzania C1’-N w dU (uktad referencyjny) oraz w trzech
dyskutowanych pochodnych (Tabela 8).

Tabela 8. Zmiany entalpii swobodnej (AG) w reakcji dysocjacji wigzania N-glikozydowego C1°-N1 w dU
dla wybranych funkcjonatow DFT, w kcal/mol. Wartosci wyznaczone w $rodowisku wodnym (model
PCM) i przy uzyciu bazy funkcyjnej DGDZVP++.

Funkcjonal AG dysocjacji C1°-N1
du 51duU 6ldu 6lUrd
B3LYP 28,2 24,3 11,9 17,9
CAM-B3LYP 34,2 30,5 17,9 241
oB97XD 37,2 33,5 21,5 28,7

B3LYP  jest klasyczng  metoda do  badania  dysocjacji ~ wigzania
N-glikozydowego [131-133]. Chen w celu opisania tego typu reakcji zastosowat zestaw
réznego typu funkcjonatow, w tym funkcjonaty hybrydowe z korekcjg na niepoprawne
dalekozasiggowe zachowanie funkcjonatu wymiennego: CAM-B3LYP
i wB97XD. Zadowalajaca doktadnos$¢ uzyskat dla funkcjonatu CAM-B3LYP. Jak
wskazuja wartosci zebrane w Tabela 8, funkcjonaty B3LYP i CAM-B3LYP prowadza
do najbardziej zblizonego wyniku w poroéwnaniu z wartoscig eksperymentalng. Z drugiej
strony, jak pokazano w dalszej czgsci tekstu, obliczenia i pomiary wykonane w ramach
niniejszego projektu dla 61Urd wykazaty, ze wyniki CAM-B3LYP sa najbardziej spojne
z danymi eksperymentalnymi. Dlatego ostateczne obliczenia teoretyczne wykonano

postugujac si¢ funkcjonatem CAM-B3LYP.

Dane literaturowe pokazuja, ze proby syntezy 6-arylo-2’-deoksyurydyny poprzez
pochodne 6-jodo-2’-deoksyurydyny skonczyty si¢ niepowodzeniem [134]. Mimo to
podjeto probe syntezy 61dU. Rozpoczeto od potraktowania dU dwoma rownowaznikami
chlorku t-butylodimetylosililowego (TBDMSCI) w obecnosci imidazolu. Nastepnie dU
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chroniong TBDMS poddano dziataniu litowej pochodnej diizopropyloaminy (LDA)
i jodu w temperaturze -78°C, otrzymujac 2’,5’-di-t-butylodimetylosilylo-6-iodo-2’-
deoksyurydyne. W  ostatnim  kroku  przeprowadzono  deprotekcje  grup
2’- i 5’-hydroksylowych przy uzyciu fluorku tetrabutyloamoniowego (TBAF). Postep
reakcji monitorowano przy pomocy techniki TLC. Chromatogramy TLC potwierdzaty
pojawianie si¢ pozadanego produktu. Jednak proba izolacji 61dU przy pomocy HPLC
z uzyciem faz odwrotnych, po ktorej przeprowadzono liofilizacje zebranej frakcji
konczyta sie ilosciowym otrzymaniem 6-joduracylu zamiast 61dU, co wskazuje na
znaczaca niestabilno$¢ nukleozydu w wodzie. Aby lepiej zrozumie¢ obserwowany brak
stabilno$ci 61dU, zdecydowano si¢ na synteze podobnego zwiazku, 61Urd, co pozwolito
na zbadanie wplywu grupy 2’-OH na stabilno$¢ tego typu pochodnych. 61Urd zostata
zsyntezowana poprzez modyfikacj¢ protokotow funkcjonujacych w literaturze [135,136].
Hydroliza 61Urd prowadzi, poza gtownym produktem, 6-jodouracylem, réwniez do
wytworzenia niewielkich ilosci 6-hydroksyurydyny.

Zsyntezowany 61Urd poddano badaniom kinetycznym. Aby reakcja biegta
w wygodnych dla prowadzenia eksperymentu czasach, uklad termostatowano
w podwyzszonych temperaturach, po czym po okreslonym czasie reakcje ,,przerywano”,
obnizajagc gwalttownie temperature do temperatury pokojowej. Postgpowanie to
umozliwito wyznaczenie do$wiadczalnej energii aktywacji reakcji hydrolizy 61Urd.
Rysunek 38 pokazuje, ze wzrost temperatury, dla okre$lonego czasu prowadzenia
reakcji, powoduje coraz wigkszy zanik substratu oraz pojawienie si¢ rownowazne;j ilosci
6-jodouracylu (61U, Rysunek 38). Obserwowano rowniez tworzenie si¢ niewielkiej ilosci
produktu ubocznego — 6-hydroksyurydyny (60HUrd, Rysunek 38). Obydwa produkty
zidentyfikowano przy pomocy spektrometrii mas.
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Rysunek 38. Wyniki analizy HPLC degradacji termicznej 6-jodourydyny w zakresie od 60 do 80°C po

120 min ogrzewania.

Przeprowadzona analizy HPLC pozwolita na wyznaczenie zaleznosci stezen
6lurd w funkcji czasu, a nastepnie doswiadczalnej statej szybkosci w badanych
temperaturach. Wartosci statych kinetycznych postuzyty z kolei do uzyskania wykresu
Arrheniusa (Rysunek 39). Statg kinetyczng w temperaturze 25°C wyznaczono z wykresu
Arrheniusa, ekstrapolujac wartos¢ logarytmu ze statej do wartosci 1/T odpowiadajgce;j
298 K. Na tej podstawie oszacowano doswiadczalng wartos¢ bariery aktywacyjnej
hydrolizy 61Urd w temperaturze 25°C, uzyskujac 26,8 kcal/mol. Wartos¢ ta pozostaje
w dobrej zgodnos$ci z wartos$cig obliczong metoda CAM-B3LYP, ktéra wynosi
AG* = 24,1 kcal/mol (patrz Tabela 8).
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Rysunek 39. Wykres Arrheniusa — zalezno$¢ logarytmu naturalnego ze statej szybkosci (In k) od

odwrotnosci temperatury (1/T) dla reakcji termicznej degradacji 61Urd w zakresie temperatur 60-80°C.

W wyniku degradacji 61Urd powstaja dwa stabilne produkty — 6-jodouracyl
i 6-hydroksyurydyna. Przeprowadzono wigc obliczenia teoretyczne, aby okresli¢
mozliwg Sciezke tworzenia 60HUrd. Rozwazano trzy alternatywne drogi tworzenia
60HUrd (Rysunek 40- 41Rysunek 42). Wszystkie trzy rozwazane reakcje okazaty si¢
by¢ termodynamicznie korzystne (AG < 0). W wyniku reakcji 61Urd z jedng czasteczka
wody (Rysunek 41), oprécz 60HUrd, tworzy si¢ rowniez jodowodor (bariera kinetyczna
tej reakcji wynosi AG* = 43,1 kcal/mol). W przypadku uwzglednienia w modelu dwoch
czasteczek wody (Rysunek 42) reakcja przebiega z utworzeniem kationu hydroniowego
oraz anionu jodkowego z nieco nizszg bariera aktywacyjng (AG* = 39,2 kcal/mol).
Natomiast duzo nizsza barierg (AG* = 11,8 kcal/mol) charakteryzuje si¢ reakcja 61Urd
z anionem hydroksylowym (Rysunek 40). Tworzenie si¢ 60HUrd wydaje si¢ wigc
przebiega¢ wedtug mechanizmu, w ktérym 61Urd reaguje z anionem OH  (Rysunek 37,
reakcja V).
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AG* = 11,8 kcal/mol

=-72,3 kcal/mol

stan
przejsciowy

6lUrd + OH" 60HUrd + I

Rysunek 40. Bodziec termodynamiczny (AG) oraz bariera Kinetyczna (AG*) tworzenia 60HUrd

w reakcji z OH .

stan
przejsciowy

AG* =43,1 kcal/mol .—o
AG =-11,7 keal/mol

6lUrd + H,0 60HUrd + HI

Rysunek 41. Bodziec termodynamiczny (AG) oraz bariera kinetyczna (AG*) tworzenia 60HUrd

w reakcji z pojedyncza czgsteczkg wody.
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stan
przejSciowy

AG* = 39,2 kcal/mol G*) _____
AG =-10,4 kcal/mol .

61Urd + 2H,0 60HUrd + H,0* + I

Rysunek 42. Bodziec termodynamiczny (AG) oraz bariera kinetyczna (AG*) tworzenia 60HUrd

w reakcji z dwoma czasteczkami wody.

4.2.3. Profile kinetyczne

Réwnania wyprowadzone w rozdziale 3.1.5 pozwalaja okresli¢ stezenia
rownowagowe, jakie ustalajg si¢ w wodnych roztworach 5IdU, 6l1dU oraz 61Urd
(patrz Tabela 10). Dane te nie m6éwig nic na temat czasu, po jakim stezenia te zostang
osiggnigte po przygotowaniu roztworu o okreslonym stezeniu poczatkowym nukleozydu.
W tym miejscu nalezy podkresli¢, Zze czas ten jest miarg stabilnosci zwigzku w roztworze
wodnym, decydujac o praktycznym wykorzystaniu danego uktadu. Aby zbada¢ przebieg
reakcji w czasie (zmiany poszczegdlnych stezen w czasie), przeprowadzono symulacje
kinetyczne dla wszystkich rozwazanych zwigzkow. W tym celu przyjeto odpowiednie
state szybkosci reakcji elementarnych, a takze stale rownowagi, ktore postuzyly do
okreslenia statych szybkosci reakcji odwrotnych (Tabela 9). Szczegotowy sposob ich

wyznaczenia przedstawiono w Rozdziale 3.1.4.
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Tabela 9. State szybkosci poszczegblnych reakcji (kn) wraz ze statymi rownowagi (Kn). Numeracja reakcji

zostala przedstawiona na Rysunek 37.

Zwigzek | Reakcja Stale rownowagi* Stale szybkosci reakcji**
ky = 2,9 - 1010
| Kays = 4,4 - 1072
k,=6,6 - 10¥?
5ldU " K.=75- 108 ks =1,0 - 101°[102]
s ks=1.3- 10!
M Ke=54 101 ks =5,0 - 109[102]
b=54 -
ke=9,3- 101
—c£0. 101
I Kays = 7,6 - 1034 ki=5,0-10
ko=6.6 - 1072
61dU 1 Ka=7,5 108 ks=1,0 - 10°[102]
a 5 k4 :1,3 . 101
1] Kp=2.2- 1022 ks =5,0 - 10°[102]
b=2,2"
ke=2,3" 102
—14. 105
' Kays =2,2 - 10718 ki=14-10
ko=6.6 - 10%?
I Ka=4,0- 101 ks=1,0 - 10°[102]
6l1Urd T ky=2,6 - 10
r
I Kp=22- 1022 ks =5,0 - 10°[102]
b=2,2"
ke=2,3" 102
— 104
\Y K=1,0-10% ko=15-10
kio=1,5- 10
v Kizo=3,3 - 10718 kr=1,4-10%[102]
e ks =4,6 - 1077

* State rownowagi Ka i Kb uwzgledniaja stezenie wody réowne 55,5 mol/dm?.

** Jednostka: [s1] lub [dm?3 - (mol*s)™] w zaleznosci od rzedu reakc;ji.

Szczegotowy opis obliczen wymaganych do przeprowadzenia symulacji opisano

w Rozdziale 3.1.4. W efekcie otrzymano wykresy zmian stezen poszczegdlnych

reagentow w funkcji czasu dla badanych zwigzkow (Rysunek 43-Rysunek 45).
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Rysunek 43. Wykres zmian stezen poszczegdlnych reagentow w funkcji czasu dla 51dU. Nuc —

nukleozyd, A — zasada, R — reszta cukrowa, A oraz R* — ich formy anionowe i kationowe.
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Rysunek 44. Wykres zmian stezen poszczegdlnych reagentéw w funkceji czasu dla 61dU. Okres

40

pottrwania oznaczono jako t12. Nuc to nukleozyd, A — zasada, R — reszta cukrowa, A oraz R* to ich

formy anionowe i kationowe.
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6lUrd
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Rysunek 45.Wykres zmian st¢zen poszczegdlnych reagentow w funkcji czasu dla 61Urd. Okres
poltrwania oznaczono jako t1/2. Nuc to nukleozyd, A — zasada, R — reszta cukrowa, A~ oraz R* to ich

formy anionowe i kationowe, hydrNuc to 6-hydroksyurydyna, I to anion jodu.

Dla wszystkich trzech ukladow obserwuje si¢ spadek stezenia nukleozydu (Nuc) oraz
proporcjonalny przyrost stezenia zasady (A) oraz reszty cukrowej (R). Zgodnie z danymi
eksperymentalnymi  (Rysunek 38) roéwnowagowe stezenia 6-hydroksyurydyny
(hydrNuc) osigga okoto 5-krotnie mniejsza warto$¢ niz stezenie 6-jodourydyny
(Tabela 10). W przypadku 5IdU rownowaga osiggana jest przed catkowitym rozktadem
substratu. Wykonane symulacje umozliwiajg okreslenie czasu potowicznej przemiany
1112, Czyli czasu, w ktorym ulega przemianie potowa poczatkowe;j ilosci danego zwiazku,
a zatem 1 kinetycznej stabilnosci badanych zwigzkow. Dla 61Urd czas ten wynosi okoto
13,8 godzin. Z kolei w przypadku 61dU to niespetna 1,4 sekundy. W wodnym roztworze
51dU stan rownowagi (patrz Tabela 10) ustala si¢, zanim potowa 5IdU ulegnie
przemianie i osiaga 42% poczatkowej wartosci stezenia nukleozydu. W tym przypadku
czas 112 jest nieokreslony. Mozna okresli¢ czas, po ktéorym ustala si¢ stan réwnowagi
(okoto 126 lat). Wida¢ wiec, ze pochodne podstawione w pozycji 6, szczegdlnie 61dU,
ulegajg szybkiej degradacji w $rodowisku wodnym, natomiast 5IdU jest trwaty. Aby
potwierdzi¢ poprawnos¢ symulacji kinetycznych poréwnano ,,rownowagowe stezenia

kinetyczne” z faktycznymi stg¢zeniami roéwnowagowymi, obliczonymi przy uzyciu
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wzoréw wyprowadzonych w Rozdziale 3.1.5. Jak pokazuje Tabela 10, wartosci tych
stezen pokrywaja si¢ doskonale.
Tabela 10. Stezenia rownowagowe [mol/dm?®] (rownowaga) oraz wynikajace z symulacji kinetycznych

(kinetyka; stgzenia po osiaggnieciu plateau, patrz rysunki 42-44) poszczegdlnych reagentow

uczestniczagcych w reakeji hydrolizy jodopochodnych urydyny.

Reagent ’ 51dU_ , 61dU _ , 61Urd
rownowaga | Kinetyka* | rownowaga | Kinetyka* | réwnowaga | Kinetyka*
”“F,lfuoczlyd 58-10% | 58-10% | 3,6-10%° | 9,0-10% | 24-10%° | 4,1 -10°
zasada [A] 4,1-10* | 43-10* | 75-10° | 7,5-10° | 7,5 -10° | 7,5 10"
a“iog,f%sady 12-10% | 1,1-10% | 2,5-10% | 2,5-10% | 2,5-10% | 2,5-10%
reSZta[CF;‘]km""a 42-10% | 42-10* | 1,0-10° | 1,0-10° | 1,0-10° | 1,0-10°

kation reszty

I 2,2-102 | 2,3-10% 1,1-10%° 1,1-10%° | 2,1-10% | 2,1-10%
cukrowej [R*]

[OH ] 8,510 7,8 - 1010 4,010 4,010 4,010 4,010
[H30%] 1,2 -10° 1,3-10° 2,5-10* 2,5-10* 2,5-10* 2,5-10*
60HUrd "
ThydrNuc] ) ) J J J 1,610
anion jodu [1"] - - - - - 1,6 - 10*

* Drobne réznice migdzy rdwnowagowymi a ,.kinetycznymi” stezeniami niektorych regentdow wynikaja ze
skonczonego czasu catkowania rownan kinetycznych .

4.2.4. Wnioski

W Projekcie C zbadano stabilno$¢ 6-jodopochodnych urydyny oraz
2’-deoksyurydyny w $rodowisku wodnym. W tym celu przeanalizowano mechanizm
hydrolizy 6ldU, 6lUrd oraz 5IdU. Dodatkowym potwierdzeniem sktonno$ci
6-jodopochodnych do ulegania hydrolizie byty przeprowadzone symulacje kinetyki tej
reakcji, ktore pokazaty, jak stezenia poszczegoélnych reagentdw zmieniajg si¢ w czasie

oraz umozliwily wyznaczenie ich czasu polowicznej przemiany (stabilnosci).

Uzyskane wyniki sugeruja, ze 6-jodo-2’-deoksyurydyna nie moze by¢ stosowana
jako radiosensybilizator uszkodzen DNA ze wzgledu na swojg duza niestabilno$¢
w s$rodowisku wodnym. Oszacowany czas potowicznej przemiany 6ldU (okoto
1,4 sekundy) wskazuje na jej bardzo szybka degradacje. Lepiej wyglada sytuacja
w przypadku drugiego analogu (61Urd), dla ktorego czas ten jest dtuzszy i wynosi okoto
13,8 godzin.

Nizsza stabilno$¢ w wodzie 6-podstawionych pochodnych urydyny (61dU oraz
61Urd) w poréwnaniu z pochodng 5-podstawiong (51dU) jest prawdopodobnie zwigzana
z wickszg zawada steryczng pomiedzy podstawnikiem (atomem jodu) a pierscieniem

cukrowym. Ze wzgledu na pozycje podstawnika zawada steryczna wydaje si¢ znacznie
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mniejsza w przypadku 5ldU. Z kolei oddziatlywanie migdzy zasada a dodatkowa grupa
OH w pozycji C2’ w przypadku rybozy zwigksza stabilnos¢ 6Urd w poréwnaniu do 61U.
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4.3. Werytikacja literaturowych mechanizméw dziatania mimetykow tlenu
4.3.1. Wprowadzenie

Mimetyki tlenu stanowia grupe radiosensybilizatorow, ktorych zadaniem jest
zwalczanie skutkow niedotlenienia (hipoksji), charakterystycznej dla guzow litych
1 zwiekszajacych znacznie ich radioopornos¢, poprzez ,,nasladowanie” dziatania tlenu.
Najbardziej znanym przyktadem mimetykéw sa nitroimidazole (Rysunek 46). Mimo
wieloletnich badan nad pochodnymi nitroimidazolu jako radiosensybilizatorami, tylko
nimorazol (Rysunek 14) jest stosowany w praktyce klinicznej, w leczeniu raka gtowy
i szyi w Danii [72] (patrz Rozdziat 1.5).

imidazol

J]

I
-Z
wZ

S

o 0
A \ W
N

o= —0
HN N /7 HN N
5-nitroimidazol \( 4-nitroimidazol
07 o

2-nitroimidazol

Rysunek 46. Struktura imidazolu, wraz z numeracjg pierscienia, oraz jego pochodne nitrowe: 2-,4- oraz
5-nitroimidazol.

Mechanizm dzialania nitroimidazoli jako radiosensybilizatoréw pozostaje wcigz
niejasny. Jedna z hipotez opiera si¢ na mechanizmie rodnikowym uszkodzenia DNA
zaproponowanym przez grupe O’Neilla [78]. Odmienny sposob dziatania tych zwigzkow
zostal zaprezentowany przez Edwardsa, ktory postulowat, ze w procesie
radiosensybilizacji uczestniczg elektrony [79]. Oba mechanizmy zostaly opisane
w Rozdziale 1.5.2.

W niniejszym rozdziale przedstawiono wyniki badan majace na celu

zidentyfikowanie mozliwego mechanizmu dziatania zwigzkéw z grupy nitroimidazoli:
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obliczenia kwantowochemiczne oraz analiza chemometryczna. Projekt D sktadat sig

z dwoch czgsci:

1. Weryfikacja jednego z literaturowych mechanizméw dziatania mimetykow tlenu
z grupy nitroimidazoli — mechanizmu rodnikowego postulowanego przez
O’Neill’a przy pomocy badan kwantowochemicznych oraz ich porownanie
z uzyskanymi wynikami badan radiolizy stacjonarnej wykonanych w Pracowni

Sensybilizatoréw Biologicznych Uniwersytetu Gdanskiego.

2. Analiza chemometryczna zgromadzonych danych eksperymentalnych
zwigzanych z aktywnoscig radiosensybilizujacg nitroimidazoli. Utworzenie
dwoéch modeli QSAR, opierajacych si¢ o deskryptory zwigzane z mechanizmami
rodnikowym lub elektronowym dziatania mimetykéw tlenu dla zbioru znanych

nitroimidazoli.

4.3.2. Obliczenia kwantowochemiczne dla mechanizmu rodnikowego

Aby zweryfikowa¢ hipoteze¢ O’Neilla, wg ktdrej nitroimidazole wywotuja
peknigcia nici DNA w oparciu o reakcje rodnikowe, modelowano postulowany
mechanizm przy pomocy metod chemii kwantowej, a pierwszy jego etap potwierdzono

przy pomocy radiolizy stacjonarnej.

O’Neill postulowat, ze proces uszkadzania DNA pod wpltywem nitroimidazoli
rozpoczyna si¢ od utworzenia rodnika 5-hydroksypirymidyny, pod wptywem dziatania
rodnika hydroksylowego na DNA, a nast¢pnie reakcji tego rodnika z grupa nitrowa
czasteczki  nitroimidazolu, prowadzaca do utworzenia specyficznego adduktu
(Rysunek 47). Mozliwo$¢ utworzenia takiego adduktu sprawdzono w uktadzie
2’-deoksyurydyna—metronidazol (Rysunek 47). Dobor zwiazkow byt motywowany ich

komercyjna dostepnoscia.
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Rysunek 47. Pierwszy etap mechanizmu rodnikowego - tworzenie adduktu 2'-deoksyurydyna-
metronidazol.

Mozliwo$¢  utworzenia  opisywanego adduktu zostala  potwierdzona
w eksperymencie radiolizy stacjonarnej w uktadzie 2’-deoksyurydyna (dU) -
metronidazol (Met). Roztwor przygotowano w roztworze buforu fosforanowego
(pH = 7,5) i napromieniano w temperaturze pokojowej dawka 300 Gy. Przed
napromienieniem mieszaning nasycano gazem N2O w celu przeksztalcenia

solwatowanych elektronow w rodniki hydroksylowe.

Na widmie UV widoczne sg charakterystyczne maksima odpowiadajace
potozeniu widm dU i Met (Rysunek 48). Porownujac je z uzyskanym produktem
radiolizy mozna stwierdzi¢, ze obserwuje si¢ powstawanie adduktu (Add), ktory
prawdopodobnie  powstaje w  reakcji  rodnika  5-hydroksypirymidynowego
z metronidazolem — widmo Add jest ztoZzeniem widma Met i dU (Rysunek 48).
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Rysunek 48. Widmo UV/VIS metronidazolu (Met) i 2°-deoksyurydyny (dU) oraz produktu pierwszego
etapu mechanizmu rodnikowego — adduktu rodnika 5-hydroksy-2’-deoksyurydyny z metronidazolem
(Add).

Mozliwo$¢ utworzenia postulowanego adduktu zostata rowniez zbadania metoda
B3LYP/6-31++G(d,p) w $rodowisku wodnym dla modeli: (a) rodnik 5-hydroksyuracylu
— metronidazol (50HU®-Met, Rysunek 49) oraz (b) rodnik 5-hydroksy-2’-
deoksyurydyny — metronidazol (50HdU®-Met, Rysunek 50). Uzyskane warto$ci
bodzcow termodynamicznych w obu przypadkach wskazywaly na reakcje egzoergiczng
(AG = -7,2 kcal/mol dla 50HU*®-Met vs. AG = -6,5 kcal/mol dla 50HdU*®-Met). Bariery
aktywacyjne zwiazane z przytaczeniem grupy nitrowej do pirymidyny rowniez okazalty
si¢ by¢ niewysokie (odpowiednio AG* = 7,7 oraz AG* = 7,9 kcal/mol). Uzyskane
podobne wartosci bodzcow termodynamicznych 1 kinetycznych sugeruja ponadto, ze
rozszerzanie modelu o dalsze fragmenty tancucha DNA (np. o grupe fosforowa czy
kolejny nukleotyd) nie powinno wptynaé znaczaco na wydajnos¢ reakcji, o ile
zapewniony bedzie steryczny dostep metronidazolu do  5-hydroksyrodnika
pirymidynowego. Obliczenia oraz eksperyment radiolityczny sugeruja wiec, ze mozliwe
jest wytworzenie specyficznego adduktu Add na skutek reakcji rodnika

5-hydroksyuracylu z metronidazolem.

100



stan przejSciowy

Py oo

AG*=11.8 \ ;‘ Y

AG=-3.1 ol I
Add

_— »
Met

B
stan y

przejsciowy

Rysunek 49. Bodzce termodynamiczne (AG) oraz bariery kinetyczne (AG*) tworzenia adduktu

metronidazol-U [kcal/mol] dla dwoch stereoizomerdéw (A,B).
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Rysunek 50. BodzZce termodynamiczne (AG) oraz bariery kinetyczne (AG*) tworzenia adduktu

metronidazol-dU [kcal/mol] dla dwdch stereoizomerdéw (A,B).
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O ile udowodniona zaré6wno teoretycznie, jak i eksperymentalnie, mozliwos¢
powstawania adduktu 50HdU®-Met sugerowataby, ze proponowany przez O’Neill’a
mechanizm rodnikowy jest wilasnie tym, ktory tlumaczy radiosensybilizujace
wlasciwosci nitroimidazoli, tak analiza kolejnych etapdéw tego mechanizmu nasuwa inne
wnioski. Aby sprawdzi¢ mozliwos¢ przeniesienia atomu wodoru ze szkieletu
cukrowo-fosforowego na rodnik grupy nitrowej, konieczne byto rozszerzenie modelu
obliczeniowego tak, aby zawieral co najmniej fosforan i kolejng 2’-deoksyryboze od
strony C5’-konca (Rysunek 51). Na powigkszonym W ten sposob modelu ponownie
sprawdzono warto$¢ bariery termodynamicznej reakcji tworzenia adduktu, ktora

ponownie potwierdzita, Ze ten etap jest etapem egzoergicznym (AG = -2,3 kcal/mol).

Jednak postulowany przez O’Neill’a kolejny etap mechanizmu, przeniesienie
atomu wodoru ze szkieletu cukrowo-fosforowego, okazat si¢ termodynamicznie
niedozwolony, bez wzgledu na pozycje wodoru, z ktorej atom ten miat si¢ przenie$é na
rodnik grupy nitrowej (Rysunek 51). Kazda z czterech rozpatrywanych $ciezek wiaze si¢
z wysoka barierg termodynamiczng. Omawiane bariery oszacowano na poziomie DFT
na: AGes = 22,7 kcal/mol dla przeniesienia atomu wodoru przy atomie C5” (fioletowy
znacznik na Rysunek 51) oraz AGc2 = AGces = 26,2 kcal/mol (przeniesienie atomu
wodoru z pozycji C2’ — znacznik zielony i C3’ sasiedniej deoksyrybozy — znacznik
pomaranczowy). Najnizsza warto$¢ bariery termodynamicznej (AGes' = 12,0 kcal/mol)
uzyskano dla przeniesienia atomu wodoru z pozycji C4’ sasiedniej rybozy (znacznik
niebieski na Rysunek 51). Jednak nawet ta najnizsza warto$¢ jest zdecydowanie zbyt
wysoka, aby zatozy¢ faktyczng realizacj¢ tej drogi przeksztalcenia substratu. Ponadto,
jest to pozycja najbardziej niedostepna sterycznie spos$rdd rozpatrywanych (zostala
wybrana ze wzgledu na to, ze byla ona postulowana w oryginalnym mechanizmie
O’Neilla), wigc mozna si¢ spodziewac, ze bariera kinetyczna dla tej reakcji bytaby nawet

wyzsza niz bariery kinetyczne dla pozostatych $ciezek.
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Rysunek 51. Drugi etap mechanizmu rodnikowego — przeniesienie protonu. Czerwong strzatka
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zaznaczono atom tlenu uczestniczacy w reakcji oraz alternatywne miejsca oderwania protonu.

Aby wykluczy¢, czy uzyskane niekorzystne wysokie bodzce termodynamicznie,
uniemozliwiajace przeniesienie atomu wodoru ze szkieletu cukrowo-fosforanowego na
rodnik grupy nitrowej adduktu (zaznaczony strzatkg na Rysunek 51), nie sg artefaktem
metody DFT, zweryfikowano je przy pomocy metody o doktadnosci chemicznej —
G2MP2. Poniewaz obliczenia w metodzie G2MP2 dla pelnego modelu (Rysunek 51)
byty bardzo czasochtonne (a by¢ moze niewykonalne), zastosowano zredukowany model
centrum reakcji. W zredukowanym modelu pozostawiono rodnik grupy nitrowej,
przylaczonej do pierscienia imidazolowego oraz pierscien 2’-deksyrybozy, w ktoérym
grupa C5’H-OH zostala zastgpiona atomem wodoru, a do odtworzenia wigzania
N-glikozydowego, zamiast zasady azotowej uzyto grupy amonowej (Rysunek 52a).
Analogiczny zredukowany model zbudowano tez dla rodnika tlenowego, zamiast rodnika
pochodzacego od mimetyku tlenu (Rysunek 52b). Dla zredukowanych modeli
przeprowadzono optymalizacje geometrii (bez wigzow) dla wszystkich reagentow na obu
poziomach teorii, a obliczone warto$ci bodzcéw termodynamicznych (AG) zestawiono

w Tabela 11.
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Rysunek 52. Zredukowany model dla przeniesienia atomu wodoru z uwzglednieniem (a) mimetyku
tlenu, (b) tlenu.

Wykorzystanie metody o doktadno$ci chemicznej nie zmienito jako$ciowo wynikow
uzyskanych dla metody DFT. Potwierdzily one, ze drugi etap mechanizmu
postulowanego przez O’Neill’a jest termodynamicznie zabroniony z uwagi na zbyt duze
dodatnie warto$ci zmian entalpii swobodnej reakcji, czy to dla metody DFT, czy G2MP2.
Dlatego mechanizmu rodnikowego dziatania mimetykow tlenu, zaproponowanego przez
O’Neilla, nie mozna jednoznacznie potwierdzi¢ w oparciu o przeprowadzone badania
teoretyczne i eksperymentalne. Dodatkowych wskazowek do wyjasnienia tego

mechanizmu postanowiono szuka¢ w metodach chemometrycznych.

Tabela 11. Wartosci bodzcow termodynamicznych (AG, w kcal/mol) dla reakcji przeniesienia protonu

pomiedzy 2’-deoksyurydyng a metronidazolem dla wybranych modeli z mimetykiem tlenu lub tlenem.

Reakcja Pelen model Zredukowany model | Zredukowany model
B3LYP/6-31++G(d,p) | B3LYP/6-31++G(d,p) G2MP2
Mimetyk tlenu

Transfer at. H z C1° 25,7* 26,3 -

Transfer at. H z C2° 26,2* 34,3 28,9
Transfer at. H z C4° 12,0* 26,9 20,3

Tlen

Transfer at. Hz C1° - 8,7 8,4
Transfer at. H z C2° - 14,0 134
Transfer at. Hz C4° - 6,9 8,7

*przeniesienie atomu wodoru dotyczy sasiadujacego cukru dla pelnego modelu (Rysunek 51).

4.3.3. Analiza chemometryczna

Ostatnie lata pokazujag wzrastajagcy trend wykorzystywania technik
przewidywania aktywnosci biologicznej molekut [137]. Poprzez racjonalne podejscie
mozna wigc ograniczy¢ liczbe zwigzkéw poddawanych wstepnej ocenie klinicznej, czy
tez proponowac takie o najkorzystniejszych wtasciwosciach. W tym celu wykorzystuje
si¢ modelowanie zalezno$ci miedzy strukturg a aktywnoscig biologiczng (QSAR).

Technika ta zaktada, ze roznice we wilasciwosciach fizykochemicznych i aktywnos$ci
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biologicznej zwigzkow zaleza od roznic w ich strukturze. Zalezno$¢ miedzy nimi z kolei
moze by¢ wyrazona w postaci modelu matematycznego. Znajac dane eksperymentalne
aktywnosci/toksycznosci dostepnych dla czesci strukturalnie podobnych zwigzkow
z badanej grupy, mamy mozliwos¢ przewidzenia aktywnosci biologicznej struktur, dla
ktorych brakuje danych eksperymentalnych poprzez wykorzystanie tzw. deskryptorow

molekularnych, opisujacych wlasciwosci zwigzkow.

Dla nitroimidazoli juz w przesztosci zaproponowano kilka takich modeli,
pokazujacych zalezno$¢ miedzy ich struktura a aktywno$cig radiosensybilizujaca
[138-141], jednak analiza tych modeli wykazata, ze opieraly si¢ one o dane
eksperymentalne uzyskane w nieustandaryzowanych warunkach (np. dla r6znych dawek
promieniowania czy réoznych linii komoérkowych, na ktorych byly testowane). Aktywnosé
radiouczulajaca potencjalnych mimetykow tlenu mozna wyrazi¢ liczbowo np. poprzez
wspotczynnik wzmocnienia efektu sensybilizacji (SER). Mozna go zdefiniowac jako
stosunek dawki promieniowania bez zastosowania zwiazku radiouczulajacego do dawki
promieniowania z zastosowanym zwigzkiem, dajaca ten sam efekt biologiczny [7].
Skuteczno$¢ radiosensybilizatora mozna réwniez opisa¢ przy pomocy parametru C1.6,
ktory odzwierciedla st¢zenie danego zwigzku, dla ktorego SER wynosi 1.6. W praktyce
mozna wigc stwierdzi¢, ze im zwigzek ma lepsze wtasciwosci radiouczulajace, tym SER

jest wyzsze, a C1.6 nizsze.

W celu kalibracji modeli QSAR dla omawianych zwigzkéw z grupy
nitroimidazoli wykorzystano deskryptory molekularne, ktére byly zwigzane
z postulowanymi w literaturze dwoma mozliwymi mechanizmami dziatania mimetykow
tlenu z grupy nitroimidazoli — mechanizmu rodnikowego [78] oraz mechanizmu
zwigzanego z przytaczeniem elektronu [79]. Opracowanie modelu QSAR wymaga jednak
w pierwszej kolejnosci doglebnej analizy literatury i zebrania dobrej jako$ci danych
eksperymentalnych. W tym celu utworzono baze danych, w ktorej zestawiono informacje
dotyczace 165 zwigzkow z grupy nitroimidazoli (Rysunek 53). Oprécz kluczowych
parametréw C1.6 i/lub SER w bazie umieszczono roéwniez podstawowe dane dotyczgce
zgromadzonych zwigzkow, tj. nazwe systematyczng, reprezentacje zwiazku w postaci
kodu SMILES, czy tez informacj¢ dotyczaca wykorzystanej w eksperymencie linii
komorkowej. Zebrane dane bazujg na 23 wybranych publikacjach z okresu migdzy

rokiem 1976 a 2021 [68,77,138,142-161].
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Rysunek 53. Strona domowa utworzonej bazy danych mimetykéw tlenu z grupy nitroimidazoli,

dostepnej pod adresem: https://oxymim.ug.edu.pl.

Zgodnie z zaleceniami OECD [162], poprawnie opracowany model QSAR
powinien charakteryzowa¢ sie: (1) jasno zdefiniowang modelowang wielko$cia
(tj. zmienng zalezng), (2) przejrzystym algorytmem, (3) precyzyjnie okreslong dziedzing
modelu, (4) parametrami $wiadczacymi 0 wysokiej dobroci modelu, w tym jego
dopasowaniu, elastycznosci 1 zdolnosciach prognostycznych oraz (5) posiadac
interpretacje fizyczna, o ile to mozliwe. W kontek$cie modelowania QSAR istotnym jest
wiec by m.in. dane eksperymentalne byly rejestrowane w takich samych warunkach
laboratoryjnych. Z uwagi na duza roéznorodnos¢ metodologii eksperymentalnej, do
utworzenia modeli QSAR wykorzystano dane z jedynie dwoch publikacji, sposrod tych
zamieszczonych w utworzonej bazie, ktore opisywaly najliczniejsza grupg zwiazkow
(37 struktur), przy zachowaniu identycznej procedury eksperymentalnej (MIM 1-5, 7-9,
10-12, 14-16, 31-38, 42-44,51-55, 68, 69, 72, 93-95, 97, patrz https://oxymim.ug.edu.pl/)
[68,149]. Oba modele QSAR bazowaty wigc na tym samym zestawie zwigzkoéw, jednak

kazdy z nich wykorzystywatl wyltacznie dwa deskryptory molekularne zwigzane
z omawianym mechanizmem dziatania mimetykow tlenu. W zaleznosci od badanego

procesu byto to:
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1.

2.

Dla mechanizmu przytaczenia elektronu:

a)

b)

c)

Adiabatyczne powinowactwo elektronowe (AEA) — jako wartos$¢ roznicy energii
miedzy czasteczka obojetng a anionorodnikiem, ktérego sposdb wyznaczania

zostal opisany w Rozdziale 3.1.2.

Entalpia protonowania tlenu w grupie nitrowej rodnikoanionu pochodnej
nitroimidazolu (AGypret) — jako warto$¢ réznicy energii swobodnej ponizszej

reakcji (Rysunek 54):

o " . o

\_'__ +H3O \ .

N= — N—O + H,0
R R

anionorodnik

Rysunek 54. Protonowanie anionorodnika grupy nitrowej. R oznacza cze$¢

imidazolowa danego zwiazku wraz z podstawnikami.

Mechanizm dziatania mimetykow tlenu zaproponowany przez Edwardsa jest
zwigzany z uszkodzeniem oksydacyjnym DNA. Aby anionorodnik mégt zblizy¢
si¢ do polianionu, jakim jest DNA, powinien najpierw ulec protonowaniu.

Dlatego wtasnie deskryptor AGprot jest zwigzany z tym mechanizmem.

Dla mechanizmu rodnikowego:

Przylaczenie rodnika metylowego (AGchs) — jako warto§¢ roznicy entalpii
swobodnej reakcji przedstawionej schematycznie na Rysunek 55, ktora jest
odpowiednikiem tego etapu mechanizmu rodnikowego, w ktorym dochodzi do

tworzenia adduktu pirymidyna-mimetyk (Rysunek 47):

o} . -CHs3
\ . *CHy  Q
N—QO — = \ .
/ N—O
R /
neutral R

Rysunek 55. Przylaczenie rodnika metylowego do grupy nitrowej mimetyku. R oznacza czes$é

imidazolowa danego zwiazku wraz z podstawnikami.

107



d) Funkcja Fukui dla ataku rodnikowego — tzw. indeks reaktywnosci chemicznej,
ktory pozwala przewidywaé mozliwy przebieg reakcji, bazujac wylacznie na
wlasno$ciach reagentow [163]; dla ataku rodnikowego prezentuje si¢

nastepujaco (106):

__ qk(N+1)—qk(N-1)

fo = (106)

gdzie gk stanowi populacje¢ elektronowa atomu k w czasteczce neutralnej
majacej N elektronow, gk(N+1) to odpowiednik formy anionowej, natomiast
gk(N-1) formy kationowej zwigzku. Do obliczen wzigto pod uwage dwa atomu

tlenu z centrum reakcji w grupie nitrowey.

Aktywnos$¢ biologiczna wykorzystanych do stworzenia modelu QSAR nitroimidazoli
byta opisywana poprzez parametr C1.6, przedstawiony w postaci logarytmicznej. Im
wyzsza bedzie wartos¢ pC1.6 (ujemnego logarytmu ze stezenia zwigzku, dla ktorego SER
— wspotczynnik wzmocnienia sensybilizacji — wynosi 1.6), tym wyzsza efektywnos$¢

radiosensybilizujaca danego zwigzku.

Ponizej zaprezentowano wyniki charakteryzujace modele QSAR dla obu
mechanizméw (Rysunek 56, Rysunek 57, Tabela 12). Zastosowano algorytm
nieparametrycznej regresji lokalnie wazonej. Grupg 37 zwiazkow podzielono na zbior
uczacy, inaczej nazywany treningowym (25 struktur) oraz walidacyjny (12 struktur).

Szczegbdtowa metodologia zostata zaprezentowana w Rozdziale 3.2.
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Rysunek 56. Zalezno$¢ pomiedzy obserwowanymi a przewidywanymi przez model warto§ciami pC1.6

wedlug mechanizmu przylaczenia elektronu.
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Rysunek 57. Zalezno$¢ pomigdzy obserwowanymi a przewidywanymi przez model warto$ciami pC1.6

wedtug mechanizmu rodnikowego.
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Tabela 12. Statystyki otrzymanych modeli QSAR dla przytaczenia elektronu oraz mechanizmu

rodnikowego.

Parametr Przylaczenie elektronu Mechanizm rodnikowy
R? 0,92 0,67
RMSEc 0,18 0,37
Walidacja wewnetrzna (krzyzowa)
Q%v 0,65 -0,37
RMSEcy 0,37 0,74
Walidacja zewnetrzna

Q’ 0,80 0,48
RMSEp 0,39 0,48
MAE 0,13 0,25
CccC 0,84 0,69

Analizujac otrzymane wartos$ci statystyk mozna zauwazy¢ znaczgce rdznice
migdzy poszczegdlnymi modelami. Kluczowe parametry to te dotyczace stopnia
dopasowania, elastyczno$ci oraz zdolnosci predykcyjnych. Poprawny model QSAR
powinien charakteryzowac¢ sie warto§ciami wspotczynnika determinacji R?i walidacji Q2
powyzej 0,6, natomiast $rednie btedy kwadratowe powinny by¢ do siebie zblizone
(RMSEc =~ RMSEcv ~ RMSEp) [164]. Inng miarg wiarygodnosci modelu jest
wspotczynnik korelacji zgodnosci (CCC). Pozadang warto$cig progowa jest 0,85 [164].
Sredni btad bezwzgledny (MAE) z kolei powinien by¢ w granicy 10% [164].

Model opisujacy mechanizm przytaczenia elektronu ma zadowalajace zdolno$ci
prognostyczne (Q? na poziomie okoto 0,80) oraz bardzo wysoki stopien dopasowania
(R? = 0,92). Model jest rowniez stabilny, co mozna okre$li¢ poprzez zastosowanie
walidacji krzyzowej polegajacej na wyrzuceniu jednego obiektu. Wspotczynnik walidacji
krzyzowej Q%cv w tym przypadku wynosi okoto 0,65 i jest na akceptowalnym poziomie.
Za wyjatkiem RMSEc bledy kwadratowe sa na zblizonym poziomie. Z Kkolei
wspotczynnik CCC nie osigga wartosci progowej. Blad MAE miesci si¢ w granicy

zaktadanego wymogu.

Nie mozna jednak powiedzie¢ tego samego o drugim modelu, zbudowanym w
oparciu 0 deskryptory zwigzane z reakcjami rodnikowymi. Wartosci gltéwnych
parametrow statystycznych modelu znaczaco odbiegaja od zaktadanej normy (R? = 0,67,
Q?=0,48, Q%cv =-0,37), to samo dotyczy pozostatych parametréw. Tak znaczace réznice

miedzy modelami sugeruja, ze prawdopodobnym mechanizmem dziatania mimetykow
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tlenu z grupy nitroimidazoli jest mechanizm zwigzany z przytaczeniem elektronu do

danego nitroimidazolu, a nie mechanizm rodnikowy.

Przyjmujac, dla analizy chemometrycznej, ze model QSAR dla mechanizmu
przylaczenia elektronéw jest wilasciwy (model dla mechanizmu rodnikowego
odrzucamy) okreslono i sprawdzono dziedzing modelu (z ang. applicability domain, AD)
tzn. przestrzeni zdefiniowanej przez wartosci deskryptorow oraz odpowiedzi modelu,
w ktorej przewidywania sg uwazane za wiarygodne. Ocen¢ dziedziny wykonano za

pomoca metody wspotczynnikow dzwigni (Rysunek 58):
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Wspotczynnik diwigni
Rysunek 58. Wykres powierzchni btgdu modelu w zaleznos$ci od wartosci deskryptorow modelu QSAR

dla mechanizmu przylaczenia elektronu.

Na przedstawionym wykresie widaé, ze tylko trzy zwigzki zbioru walidacyjnego

(MIM36, 52, 69 patrz https://oxymim.ug.edu.pl/) przekroczyly granice, wyznaczona

warto$cig krytycznego wspotczynnika dzwigni (h*), co oznacza, ze nie sg one
wystarczajgco podobne do zwigzkéw zbioru uczacego. Jednak dla tych konkretnych

zwigzkéw wartosci  deskryptorOw osiggaja minima/maksima, co tlumaczy ich

111


https://oxymim.ug.edu.pl/

przekroczenie wartosci h*. Przewidywania dla tych zwigzkow powinny by¢ jednak

traktowane jako niepewne.

Zastosowanie algorytmu nieparametrycznej regresji lokalnie wazonej (patrz
Rozdzial 3.2) nie pozwala na zapisanie ogélnego roéwnania modelu QSAR. Dlatego
w celu przeprowadzenia interpretacji mechanistycznej przeprowadzono analize
glownych sktadowych (PCA, z ang. Principal Component Analysis) dla parametrow
opisujgcych mechanizm radiosensybilizacji zwigzany z przytaczeniem elektronu [107].
Uzyskane wyniki przedstawiono graficznie na tzw. dwuwykresie (z ang. biplot,
Rysunek 59).

PCA - Biplot
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Rysunek 59. Dwuwykres dla zmiennych AEA i AGprot reprezentowanych przez dwie pierwsze
sktadowe. Pierwsza gtéwna sktadowa (PC1) wyjasnia 91,8 % zmiennosci, natomiast druga gtéwna

sktadowa (PC2) 8,2 %.

Analizujac rozmieszczenie zwigzkOw w przestrzeni wyznaczonej przez dwie pierwsze
gtowne skladowe, mozna zauwazy¢, ze pierwsza gtowna sktadowa (PCI1, o§ X) jest
pozytywnie skorelowana z oboma deskryptorami — AEA i AGprot. Na szczegdlng uwaga
zastuguje fakt, ze PCIl roznicuje zwigzki ze wzgledu na warto$¢ aktywnosci
radiosensybilizujacej pC1.6. Zwigzki o malych wartosciach PC1 (lewa strona wykresu)
charakteryzujg si¢ matg wartoscig pC1.6, a co za tym idzie matymi wartosciami AEA

1 AGprot. Natomiast przesuwajac si¢ wzdtuz osi X w prawg strong, czyli wraz ze wzrostem
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warto§ci PC1, aktywno$¢ radiosensybilizujaca pCl.6 oraz wartosci dodatnio

skorelowanych deskryptorow: AEA i AGprot, rtOWniez rosng.

4.3.4. Wnioski

W Projekcie D podjeto probe zweryfikowania, przy pomocy metod chemii
kwantowej oraz radiolizy stacjonarnej mechanizmu rodnikowego dziatania mimetykow
tlenu, postulowanego przez grupe O’Neill’la. Wykonano rdéwniez analizg
chemometryczng dostgpnych w literaturze danych eksperymentalnych, zwigzanych
z wlasciwo$ciami radiosensybilizujagcymi znanych nitroimidazoli. W oparciu o podejscie
mechanistyczne zaproponowano dwa modele QSAR, powigzane z mechanizmem
rodnikowym oraz elektronowym, ktore okazaly si¢ znaczaco rdézni¢ w swoich

wlasciwos$ciach predykcyjnych.

Wyniki badan obliczeniowych i eksperymentalnych nad mechanizmem
rodnikowym potwierdzity mozliwos¢ powstawania stabilnego adduktu w wyniku reakcji
rodnika 5-hydroksypirymidynowego z metronidazolem. Natomiast kolejny etap reakcji,
przeniesienie atomu wodoru ze szkieletu cukrowo-fosforanowego, okazat si¢
termodynamicznie mato prawdopodobny. Wniosek ten potwierdzaja dodatkowe
obliczenia metoda G2MP2, o doktadno$ci chemicznej. Zastosowane modelowanie
sugeruje, ze proponowany przez O’Neilla mechanizm rodnikowego dziatania

nitroimidazoli, w rzeczywistoS$ci nie jest realizowany.

Aby zaproponowa¢ mozliwy mechanizmu dziatania mimetykéw tlenu,
opracowano dwa modele QSAR, w oparciu o podej$cie mechanistyczne. Model uczenia
maszynowego, zbudowany w oparciu o deskryptory zwigzane z mechanizmem
przytaczenia elektronu, okazal si¢ mie¢ znacznie lepsze dopasowanie do danych
uczacych oraz lepsze zdolnosci prognostyczne (R? = 0,92, Q% = 0,80), w poréwnaniu
z modelem opartym o mechanizm rodnikowy (R? = 0,67, Q% = 0,48). Wyraznie lepsze
parametry modelu QSAR, zbudowanego w oparciu 0 deskryptory zwigzane
z przylaczeniem elektronu sugeruja, ze to wiasnie ten mechanizm moéglby opisywac

sposob dziatania mimetykow tlenu z grupy nitroimidazoli.
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5. Podsumowanie

Radioterapia jest jedng z najczgsciej stosowanych metod leczenia
przeciwnowotworowego. Podczas tego zabiegu komorki nowotworowe sg poddawane
dziataniu promieniowania jonizujacego, ktore moze jednak wywota¢ niepozadane skutki
uboczne w zdrowych tkankach. Co wiecej, hipoksja, charakterystyczna zwtaszcza dla
komorek guzow litych, powoduje wzrost ich radioopornosci na promieniowanie
jonizujace. Aby zniwelowa¢ efekt hipoksji, mozna wspomaga¢ dziatanie
promieniowania, poprzez zastosowanie radiosensybilizatorow, ktore zwickszaja

radiowrazliwos¢ komorek nowotworowych.

W ramach niniejszej pracy doktorskiej badano dwie grupy zwigzkow o potencjale
radiouczulajacym. Jedng z nich stanowity pochodne uracylu i urydyny — amidosiarczan
5-hydroksyuracylu (SU), N,N-dimetyloamidosiarczan 5-hydroksyuracylu (DMSU),
5-jodo-2’-deoksyurydyna (51dU), 6-jodo-2’-deoksyurydyna (61dU) oraz 6-jodourydyna
(61Urd) — ktore mogltyby uwrazliwi¢ DNA komoérek nowotworowych po wbudowaniu si¢

do biopolimeru, a druga — mimetyki tlenu z grupy nitroimidazoli.

Dla pochodnych urydyny zbadano mechanizmy degradacji indukowanej
dysocjacyjnym przyltaczeniem elektronu (DEA), ktory powstaje w wyniku radiolizy
wody. Pochodna SU okazata si¢ by¢ jedynie pozornym radiouczulaczem. Eksperyment
przeprowadzony w fazie gazowej pozwolil zaobserwowaé wicle kanatow DEA
indukowanego niskoenergetycznymi elektronami, co wskazywatoby na wrazliwos¢ SU
na przylaczenie elektronu. Co wigcej, opis kwantowochemiczny procesu DEA
w roztworze wodnym, a szczego6lnie korzystna termodynamicznie i kinetycznie $ciezka
degradacji poprzez dysocjacje wigzania S-O, rowniez wskazywaly, ze pochodna ta moze
by¢ potencjalnym radiosensybilizatorem uszkodzen DNA. Jednak po poddaniu roztworu
wodnego SU radiolizie stacjonarnej nie zarejestrowano zadnego produktu degradaciji,
ktory potwierdzatby wiasciwosci radiosensybilizujace tego zwigzku w $rodowisku
wodnym. Zmiana pH Ilub dawki promieniowania nie wplynela jakosciowo na
interpretacje tego eksperymentu. Ponowna charakterystyka procesu degradacji
z wykorzystaniem metody G2MP2 pokazata, ze otrzymany wczesniej korzystny opis
ilosciowy procesu DEA jest jedynie artefaktem zastosowanej metodologii DFT. Znacznie
dokladniejsze, ale tez bardziej kosztowne obliczenia na poziomie G2MP2 pozostaja

w zgodzie z wynikami eksperymentu radiolitycznego i ostatecznie odrzucaja mozliwos¢
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zastosowania SU jako radiouczulacza w skojarzonej radioterapii. W kolejnym projekcie,
w ktorym rozpatrywano wilasciwosci radiouczulajagce metylowanej pochodnej SU —
DMSU, uzyskano analogiczne $ciezki fragmentacji do tych obserwowanych wcze$niej
dla SU. Proces degradacji DMSU nie rdznit si¢ jako$ciowo od procesu degradacji SU,

stad wniosek, ze metylowanie pochodnej nie wptyngto jakosciowo na zjawisko DEA.

Innymi przeanalizowanymi w ramach niniejszej pracy doktorskiej potencjalnymi
radiosensybilizatorami ~ byly  jodopochodne  2’-deoksyurydyny i  urydyny.
6-jodo-2’-deoksyurydyna okazata si¢ by¢ niestabilna w srodowisku wodnym, przez co
nie moze by¢ stosowana jako radiosensybilizator uszkodzen DNA. Przeprowadzone
symulacje Kinetyki reakcji hydrolizy 6-jodourydyny (61Urd), 6-jodo- (61dU) oraz
5-jodo-2’-deoksyurydyny (51dU), pozwolily okresli¢ czas potowicznej przemiany
pochodnych podczas reakcji hydrolizy. 6-jodopochodne (61Urd i 6ldU) mialy
stosunkowo niskie czasy potowicznej przemiany, co wskazuje na ich szybka degradacje
w reakcji z woda (13,8 godzin dla 61Urd i tylko 1,4 sekundy dla 61dU). W przypadku
51dU nie mozna ustali¢ czasu potowicznej przemiany, z uwagi na osiggnig¢cie stanu
rownowagi przy 42% stopniu rozkladu zwiazku, ktory nastepuje po uplywie okoto
126 lat. Wynik ten wskazuje na duza stabilno$¢ 51dU w $rodowisku wodnym. Nizsza
stabilno$¢  6-jodopodstawionych pochodnych urydyny ~w  poréwnaniu
Z 5-jodopodstawiong 5IdU moze by¢ zwigzana z wigksza zawada steryczng tych
pierwszych, z uwagi na blisko$¢ atomu jodu i reszty cukrowej nukleozydu. Z kolei
oddziatywanie miedzy zasada a dodatkowg grupy OH w pozycji 2’ w przypadku rybozy
zwigksza stabilnos¢ 6Urd w porownaniu do 61dU, co w konsekwencji powoduje, ze czas

potowicznej przemiany 61dU jest znacznie nizszy niz ty2 dla 61Urd.

Ostatnia cze$¢ badan przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy doktorskiej
byta zwigzana z mimetykami tlenu z grupy nitroimidazoli. Pomimo kilkudziesigciu lat
prac nad ta grupa terapeutykow, ktore zaowocowaty m.in. wprowadzeniem nimorazolu
do praktyki Klinicznej wspomagania radioterapii nowotworow glowy i szyi w Danii,
molekularny mechanizm ich dzialania wcigz pozostaje niejasny. Dlatego
przeprowadzono analiz¢ i cze$ciowa weryfikacje dwoch najbardziej obiecujacych
mechanizmow, proponowanych w literaturze. Jeden z tych mechanizméw to mechanizm
zaproponowany przez grupe O’Neill’a, rozpoczynajacy si¢ od przylaczenia rodnika
hydroksylowego do pirymidyny (nazwany tu mechanizmem rodnikowym), drugi

natomiast — to zaproponowany przez Edwards’a mechanizm zwigzany z przylaczeniem
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w pierwszym etapie elektronu do mimetyku tlenu (nazwany tu mechanizmem
elektronowym).  Przeprowadzone eksperymenty radiolityczne oraz  badania
kwantowochemiczne potwierdzity mozliwo$¢ powstawania trwatego adduktu rodnika
5-hydroksypirymidynowego z metronidazolem, be¢dacego pierwszym etapem
postulowanego mechanizmu rodnikowego. Jednak analiza kwantowochemiczna
kolejnego etapu procesu, zwigzanego z przeniesieniem atomu wodoru z deoksyrybozy na
rodnik nitrowy w addukcie pokazata, ze jest to etap termodynamicznie niedozwolony,
zaré6wno na poziomie metod DFT jak i G2MP2. Dodatkowo, przeprowadzono analize
chemometryczng zgromadzonych danych eksperymentalnych (zamieszczonych

w utworzonej, publicznie dostgpnej bazie danych https://oxymim.ug.edu.pl), zwigzanych

z wlhasciwo$ciami radiouczulajagcymi znanych nitroimidazoli. Zastosowane podejScie
mechanistyczne pozwolito na utworzenie dwoch modeli QSAR, na podstawie
deskryptorow zwigzanych z dyskutowanym mechanizmem rodnikowym oraz
mechanizmem  przylaczenia elektronu. W  przypadku drugiego  wariantu
mechanistycznego uzyskano model majacy zadowalajace zdolnosci prognostyczne
(R2 = 0,92, Q2 = 0,80), w porownaniu z modelem dla mechanizmu rodnikowego
(R? = 0,67, Q% = 0,48). Wydaje si¢ wicc, ze to mechanizm rozpoczynajacy si¢ od
przylaczenia elektronu do pochodnej nitroimidazolu moze uzasadnia¢ wiasciwosci
radiouczulajace tej grupy zwigzkow. Wymaga on jednak z pewnoscig dalszej weryfikacji

eksperymentalnej i obliczeniowej.

Wyniki przedstawione w niniejszej pracy pozwolily podkreslic konieczno$é
badania mechanizmow dziatania radiosensybilizatorow. Kanaty DEA zidentyfikowane
w fazie gazowej nie stanowig gwarancji, ze badany zwigzek bedzie wykazywac pozadane
dziatanie radiosensybilizujgce w roztworze wodnym. Co wigcej, wyrazna jest rowniez
potrzeba wyjscia poza ciggly model rozpuszczalnika w obliczeniach teoretycznych
i uwzglednienia explicite wody, ktora stanowi naturalne srodowisko zywych komorek.
Pomimo wielu zalet modeli kwantowochemicznych, do wielu zastosowan okazujg si¢ one
niewystarczajace, dlatego celowym wydaje si¢ wyjscie poza tego typu podejscie
i uwzglednienie innych metod opisu, np. modelowania zaleznosci migdzy struktura

a aktywnoscia.
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