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Raki jelita jelita grubego i odbytu sg trzecim z kolei rozpowszechnionym nowotworem na $wiecie, a w
Polsce kazdego roku notowanych jest 11,5 tysiaca zachorowan. Pomimo znacznego post¢pu we wczesnym
wykrywaniu i leczeniu §miertelno$¢ pozostaje ciagle wysoka i wynosi 62%. Leczenie i utrzymanie chorych
na raki okreznicy oraz odbytu jest duzym obcigzeniem dla systemu opieki zdrowotnej. Poniewaz obecnie
dopuszczone terapie zawodza w przypadku znaczacej liczby chorych ciagle poszukuje si¢ nowych
efektywnych kombinacji lekow.

Modyfikacje epigenetyczne DNA np. zwigkszenie jego metylacji obecne w komorkach nowotworowych
prowadzi czesto do zatrzymania ekspresji nowotworowych gendow supresorowych. Czyni zahamowanie
metylacji atrakcyjnym celem terapeutycznym samym w sobie lub sluzacym uwrazliwieniu komorek
nowotworowych na inne chemioterapeutyki. Analogi cytydyny 5-aza-2’-deoksycytydyna i 5-azacytydyna w
latach 2006 i 2004 zostaly dopuszczone przez Amerykanska Agencje ds. Lekow i Zywnosci jako
chemioterapeutyki do leczenia syndroméw mieloblastycznych. Ich mechanizm dziatania przewiduje
wbudowanie si¢ zwigzku do DNA (a w przypadku 5-azacytydyny rowniez do RNA). Wiele badan
przedklinicznych wykazywato wysoka skuteczno$¢ tych lekéw przeciwko wielu typom nowotworow,
niestety badania kliniczne zwykle wykazywaly juz ograniczong skuteczno$¢ analogéw cytydyny zwtlaszcza
w terapii guzéw litych. Natomiast wielokrotnie obserwowano, ze analogi cytydyny moga zwigkszaé
skutecznos¢ chemioterapeutykow wielu klas np. cisplatyny w raku prostaty czy neuroblastomie, erlotinibu i
gefitinibu w ostrych syndromach mieloblastycznych i1 raku okrgznicy, czy w koncu etopozydu i
doksorubicyny w neuroblastomach. Jednak wyniki tych badan jak i proponowane mechanizmy czgsto
pozostaja sprzeczne.

W naszych badaniach wykazali$my, ze niskie stezenia 5-aza-cytydyn dtugotrwale uwrazliwia na dziatanie
catej klasy chemioterapeutykow jakimi sa inhibitory topizomeraz. Efekt ten byt obserwowany w szerokim
spektrum komoérek nowotworowych pochodzacych z rakoéw jelita grubego, niezaleznie od ich profilu
genetycznego, rowniez w komorkach poczatkowo opornych na dziatanie inhibitoréw topoizomeraz. Wyniki
te zachecaja do podjgcia odpowiednich badan na modelu zwierzecym ludzkiego raka okreznicy in vivo.
Dlatego podstawowym celem proponowanego projektu jest okreSlenie skutecznosci synergicznego
traktowania azanukleozydéw i inhibitoréw topoizomeraz w zwierzecym modelu ludzkiego raka
okreznicy. Zastosowanie schematu, gdzie podawanie dwoch chemioterapeutykami odbywa si¢ w duzym
odstgpie czasowym, a takze mozliwo$¢ znaczacego zmniejszenia efektywnego ste¢zenia inhibitorow
topoizomeraz moze pozwoli¢ na znaczacg redukcje niepozadanych reakcji zwigzanych z chemioterapig. W
badaniach dotyczacych mechanizmu dziatania ustaliliSmy, Zze zwigkszenie skutecznosci inhibitorow
topoizomeraz po traktowaniu S5-azanuklozydami wymaga co najmniej 2-dniowej przerwy pomiedzy
traktowaniami i dotyczy tylko 5-aza-cytydyn, ktérych oddzialywanie polega na interkalacji w ni¢ DNA. Oba
te fakty sugeruja, ze wbudowanie 5-azanukleozydéw do DNA jest kluczowym elementem uwrazliwienia na
dziatanie inhibitoréw topoizomeraz.

Nastepnym celem tego projektu jest poznanie natury dzialania i dlugoterminowych efektéw 5-aza-dC i
inhibitoréw topoizomeraz na komoérki nowotworowe in vitro i in vivo.

W samym sercu proponowanego przez nas mechanizmu dziatania znajduje si¢ wspotdziatanie
stabilizowanych przez leki kompleksow DNA-enzym. Korzystajac z wyjatkowego instrumentarium na jakie
sktada sie putapka optyczna, wysokiej rozdzielczo$ci mikroskop sit atomowych, a takze dostep do rezonansu
magnetycznego 2D (COSY and NOESY NMR) pytania dotyczace bezposredniego wpltywu tych
chemioterapeutykow na kompleksy transkrypcyjne i replikacyjne mozemy zada¢ wprost.

Trzecim celem tego projektu sg badania bezposredniego mechanizmu cytotoksycznos$ci zwiazanego z
oddzialywaniem 5-aza-dC i inhibitoréw topoizomeraz z DNA prowadzone na poziomie pojedynczych
czasteczek.

Nasze wyniki sugeruja, ze efekt kombinacji tych dwoch klas chemioterapeutykéw wynika z ogolnego
mechanizmu, ktéry moze zosta¢ wykorzystany w praktyce klinicznej w leczeniu raka okreznicy i
prawdopodobnie innych nowotworow.

Wierzymy, ze rezultaty przedstawionego projektu:

1) Dadzg odpowiedz na pytanie co do przydatnosci sekwencyjnej terapii 5-aza-dC w terapii nowotworow.
Uzycie 5-aza-dC pozwala na znaczace zmniejszenie dawek terapeutycznych inhibitoréw topoizomerazy, a
tym samym ich skutkéw ubocznych. Moze to mie¢ wptyw na koszy utrzymania leczenia.

2) Pokaza mechanizm bezposredniego wplywu 5-aza-dC i inhibitoréw topoizomerazy na DNA. Uwazamy,
ze niezaleznie od wyniku pierwszej czegSci badan zastosowana interdyscyplinarna metodologia znaczaco
uzupetni wiedz¢ na temat molekularnych aspektow dziatania stosowanych w terapii chemioterapeutykow, co
pozwoli na ich bardziej racjonalne uzycie w przysztosci.



