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I. CELE PRACY | ETAPY ICH REALIZACJI -

Zaktad, m ktoérym od ukonczenia studidéw pracuje (czyli od
15.05.1981), zajmuje sie szeroko pojetg chemig bioorganiczng
kwaséw nukleinowych, a gd#oéwna problematyka Pracowni, do ktorej
zostatam whgczona (Kierownik - doc.dr hab. Maria D. Bratek-
—Wiewidrowska), dotyczy wpdywu przeciwkationédw organicznych i
metalicznych na konformacje strukturalng i dynamiczng rdéznego
typu kwaséw nukleinowych. 2 problematykg tg +#3czg sie co
prawda nie bezposrednio, tym* niemniej w sposob bardzo Scisty,
badania wpdywu przeciwaniondéw na konformacje i wHasciwosci
asocjacyjne protonowanych nukleozydow.

W bardzo bogatej literaturze naukowej dotyczacej kwasow
nukleinowych, 1ich fragmentéw i analogéw tylko sporadycznie i
przewaznie przypadkowo porusza sie zagadnienie wpdywu protona-
cji na konformacje nukleozyddéw. Nie znajdujemy natomiast zad-
nych informacji na temat wpdywu przeciwaniondéw na konformacje
protonowanych nukleozydéw. Tak duzy brak zainteresowania tymi
zagadnieniami wypdywa, moim zdaniem, z dwéch g#dwnych przyczyn:
1. Kwasy nukleinowe w pH fizjologicznym, jako polidiestry kwa-

su ortofosfarowego i nukleozydéw, maja charakter polianio—
néw, w ktéorych fragmenty tzw. zasad purynowych i pirymidy-
nowych wystepuja w formie obojetnej - nieprotonowanej, gdyz
w tej fFormie kazda zasada purynowa i pirymidynowa, dziakta-
jac rownoczesnie jako protonodonor i protonoakceptor, dazy
do wytworzenia par komplementarnych: G:C 1 A:U<T), ktore
decydujg o helikalnych rejonach kwasow nukleinowych.
Stezenie jonow wodorowych, w tym pH, jest =za niskie, aby

mogty w nim ulega¢ protonacji wszystkie — przeciez stabe i






bardzo stabe — zasady pirymidynowe i purynowe; jest jednak
ono wystarczajgco wysokie, aby mogto dojs¢ do lokalnych
protonacji najbardziej zasadowych fragmentédw purynowych i
pirymidynowych. Proces ten, jakkolwiek statystycznie rzadko
dochodzgcy do skutku, to jednak moze prowadzic¢ do
drastycznych zmian struktury i funkcji fragmentow DNA i
RNA, stad zasduguje na dogtebne poznanie. Tymczasem bardzo
mato zespoddw decyduje sie na podjecie badan w tym kierunku,
gdyz zagadnienie jest na pozor mato efektowne, a przede
wszystkim bardzo trudne, bo kompleksowe 1 wymagajace podje-
cia duzej ilosci nowych, precyzyjnych pomiardow i obserwacji.
2. W kwasach nukleinowych stale obecny i niezmienny jest poli-—
anionowy fragment fosforodiestrowy, stad zbyt czesto traci
sie.z oczu inne aniony wspotobecne 2z anionami dialkilo-
fosforanowyrai w ukdadach biologicznych. Tymczasem te 1nne
aniony moga skutecznie konkurowa¢ z anionami  Ffosforanowymi
w oddziatywaniach z lokalnie protonowanymi fragmentami za-
sad purynowych i/lub pirymidynowych, stabilizujgc mato ak-
tywne struktury helikalne kwaséow nukleinowych lub je desta-
bilizujagc, czyli aktywujgc do nowych funkcji biologicznych.
Temat mojej pracy doktorskiej wyrost z badan wczesniej-
szych, prowadzonych w Pracowni Badann Strukturalnych i Amin
Biogennych nad warunkami 1 mechanizmem selektywnej transfer—
macji Cyd i Ado w eteno pochodne: sCyd i £Ado C97,1163.

Podstawowym celem mojej pracy byto udzielenie odpowiedzi

na nastepujace pytania:
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Jakim zmianom kon-formacyjnym ulega czasteczka Cyd na skutek
wprowadzenia mostka etenowego miedzy egzo- i endocykliczne
atomy azotu N4 i N3, czyli po trans-formacji Cyd w £Cyd?
Czym roéznig sie schematy homoasocjacyjne czgsteczek Cyd i
£Cyd w krystalicznych preparatach i czym sg spowodowane
réznice w ich sieciach wigzan wodorowych?

* |
Jaki wpdyw wywiera proces protonowania Cyd i eCyd na struk-

ture elektronowa i konformacje kationdw CydH” i cCydH™ i
jJaka role odgrywajag przeciwaniony: Cl~, NO~ i w ewen-
tualnych zmianach konformacji 1 struktur elektronowych w

krystalicznych solach Cyd i cCyd?

Jaka jest istota i czym Jest spowodowany krotki kontakt
wewngtrzczgasteczkowy 6C-H— 05’ wystepujacy w strukturach
krystalicznych Cyd, CydH”™-NO™ i eCydH™-CI'=?

Jakie informacje strukturalne i asocjacyjne mozna odczytac
z potozenia pasm absorpcji yC—H wystepujacych w widmach IR
Cyd, zrCyd i 1ich soli?

Jaki wpdyw na strukture elektronowg i konformacje Kkationu

CydH™ wywiera podstawienie "kwasnego' atomu wodoru grupa
metylowg, czyli jego przeksztalcenie w kation 3-MeCyd*?

Jakim zmianom konformacyjnym, elektronowym i asocjacyjnym
ulega czagsteczka Ado po transformacji w fAdo, a takze obie

wyzej wymienione czasteczki po transformacji w kationy

AdoH™ 1 TfiIAdoH® w krystalicznych solach chlorowodorkowych
(AdoH-CI'™ 1 TiAdoH™ CI'*)?
Jaki wpdyw wywieraja przeciwaniony na strukture elektronowa,

konformacje i schemat oddziaktywan miedzyczasteczkowych pro-—

tonowanych kationéw: AdoH” i ~AdoH"™™ w ich krystalicznych

solach?
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Zespotowe prace,eksperymentalne nie tylko udzielity od-
powiedzi na powyzsze pytania (zawarte w rozdziatach 1V.1-4,
7—11 oraz w publikacjach 97—100,115), lecz dodatkowo wykazaty
istnienie niezwykle silnego i bardzo specyficznego upakowania
komponentéw anionowych i kationowych w krystalicznym prepara-
cie CydHN"HMNPON. Ponadto szczegotowa analiza struktury
krystalicznej tego preparatu zdawata sie sugerowac roéwniez
zachowanie identycznego podstawowego szkieletu wigzan wodoro-
wych w nieznanym dotad preparacie fosforanu dezoksycytydyny, w
ktoérym brak grupy 2’0H prowadzi do likwidacji dwéch wigzan
wodorowych, czynigc fragmenty cytozyniowe bardziej podatne na
drobne przemieszczenia w obrebie hipotetycznej struktury
krystalicznej. W efekcie specyficznego zblizenia dwéch
fragmentéw cytozyniowych mogdoby dojsc¢ do wytworzenia
dimerycznego kationu z trzema wewngtrzczgsteczkowymi wigzania-
mi wodorowymi (rys. 23). Bydoby to mozliwe, gdyby potowa

anionéw diwodorofosforanowych ulegt#a transformacji w obojetne

czasteczki kosztem deprotonacji podowy kationow
cytozyniowych.
Zafascynowana silng 1 zwarta strukturag krystalicznag

CydHN-HMNPON, a takze przewidywang Qlabilng strukturg analogu
dezoksycytydyny (dCydH”"eHMPO™), o potencjalnych mozliwosciach
przeksztadcenia monofosforanu dCyd w hipotetyczny semifosforan
dCyd: (dCyd)H"PO™, postanowidam, za zgoda i zachetg promo-
tora, rozszerzyC zakres mojej rozprawy doktorskiej o dalsze
nowe cele, ktére zawardam w nastepujacych pytaniach:

9. Czy zwarta i silna sied wigzan wodorowych, decydujaca o

strukturze krystalicznej CydHM-HMPON wyraza jeden z  Kkilku






mozliwych schematéw oddziatywan czy tez wypdywa z optymal-
nego dopasowania kationéw CydH”™ z anionami

10. Jakie sa wkasciwosci makroskopowe i1 termochemiczne fosfo-
ranu Cyd?

11 Czy w sieci krystalicznej krystalrrczTlejy CydH -H.MPO"
symulowane wigzania diestrowe wigzaniami wodorowymi :
3’0...H-0-P-0—H...05" dadzag sie przeksztatci¢ w wigzanie
fosfodiestrowe, a o ile tak, to czy proces ten bedzie
przebiegat w sposéb ‘''zgrany'" czy etapowy, Faworyzujac
okreslony proces monodehydratacji np. ten prowadzacy do
5’monofosforanu Cyd (5°CMP)?

12. Czy w strukturze krystalicznej Tfosforanu dezoksycytydyny
(dCydH™ = bedzie zachowany podstawowy szkielet wigzan
wodorowych wystepujacy w fosforanie Cyd i czy, zgodnie z
przewidywaniami, bedzie on podatny na transformacje wew-
natrz krystal i czne?

13. Czy postulowany semifosforan dCyd istnieje rzeczywiscie I
czy da sie przeksztatci¢ w ciele statym w obecnosci H PO
w monofosforan dCyd?

14. Czy postulowana tendencja d+atwego tworzenia sie semifosfo—
ranu dCyd dotyczy takze Cyd i i1nnych soli Cyd i dCyd?

Aby mozna by4o udzieli¢ odpowiedzi na te nowe pytania,

trzeba by#o wzmocni¢ dotychczasowg wspodprace z zespodem pani

prof.dr Z_Kosturkiewicz (doc.dr M. Jaskoélski - analiza
rentgenostrukturalna) i rozszerzy¢ wspédprace z zespodem
prof,dr W. Zielenkiewicza (dr M. Kaminski i dr E- Utzig — ana-

liza termochemiczna DSC i TGA). Odpowiedzi na pytania 9-14

zawarte sg w dwoéch rozdziatach 1V.5a—b i IV.6. Nie wszystkie






badania z tego nowego nurtu sg zakonczone, stad niektdére odpo-
wiedzi maja charakter hipotez, ktére wymagajg weryfikacji-

Charakterystyke sieci wigzan wodorowych istniejacych w
pojedynczych krysztatach oraz aktywnosci protonodonorowe i
protonoakceptorowe grup zaangazowanych w zespole wigzan wodo-
rowych wyprowadzono z danych XTray przez obliczenie parametru
nHB C97,98,993 i wartosci —-AH® w kcal/mol CI100,1013.

Wnioski strukturalne wypdywajace z danych rentgenogra—
ficznych uwzglednidam przy interpretacji widm w podczerwieni
oraz przy dyskusji whasciwosci termochemicznych badanych
zwigzkow.

Przy prezentacji wynikow i ich dyskusji zostata zachowana
wkasciwa chronologia moich prac eksperymentalnych:

— strukturalna analiza poréwnawcza Cyd, £Cyd oraz ich soli
chlorowodorkowych,
— wpdyw przeciwanionéw na konformacje protonowanych kationodw,
— wpdyw grupy metylowej przy atomie azotu N3 na konformacje
nukleozydu,
— mono i semi sole Cyd i dCyd.
Jedynie badania nad strukturg Ado, £Ado i ich solami byty

wykonane wczesniej, a omawiam je na koncu rozdziatu 1V.
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1. ANALIZA KONFORMACYJNA NUKLEOZYD<Hi+

11.1. Wprowadzenie

Kwasy nukleinowe od czasu ich odkrycia w 1868 roku bydty i
sg przedmiotem nieustannych badaé. Ich rola w 2zyciu komoérki
pozostawata przez diugi czas prawie zupednie niewyjasniona.
Stwierdzenie, ze sg sktadnikami nie tylko komérek roslinnych i
zwierzecych, lecz takze bakterii i wirus6bw oraz wykazanie ich
rozmieszczenia metodami histochemicznymi w komérkach zwierzat i
roslin pozwalato przypuszczac, ze ich dziatanie ma
podstawowe znaczenie dla procesow zyciowych C1,2,3,43. Jednym z
intensywnie badanych probleméw jest zagadnienie trdéjwymiarowej
struktury kwasow nukleinowych, a szczegoblnie kwasow
transferowych, ktore odgrywaja kluczowg role w procesie
przekazywania informacji genetycznej. Obecnie jJuz wiadomo, ze
konformacje niektdérych jednostek strukturalnych kwaséw nuklei-
nowych sga bardzo podobne w polimerach i monomerach. W zwigzku =z
tym wuwaza sie, ze sidy okreslajace przestrzenna strukture
poiinukleotydéw manifestuja sie Jjuz czesciowo na poziomie
monomeréw. Celowe jJest wiec prowadzenie roéwnolegdtych badan
stereochemii nukleozydow, nukleotydéw i wielkoczgsteczkowych
kwasow nukleinowych.

Analiza rentgenograficzna monomerycznych jednostek okresla
precyzyjnie ddugosci wigzan, wartosci katéw torsyjnych. Dane te
sg waznymi informacjami w rozwazaniach stereochemii polimeru.
Najbardziej jednak cenne dla biochemika sg metody pozwalajgce
okresli¢ konformacje w roztworach wodnych, czyli w warunkach
zblizonych do fizjologicznych. Takiej metody, poréwnywalnej

swoja precyzja z metodg rentgenograficzng, jeszcze nie ma i przy
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interpretacji danych spektroskopowych korzysta sie z mniej lub
bardziej przyblizonych regut empirycznych oraz teoretycznie
gzasadnionej korelacji. W analizie kon-formacyjnej nukleozyddéw i
nukleotyddw zarysowujg sie trzy nurty:

— badania krystalograficzne

— badania spektroskopowe

— obliczenia teoretyczne.

Obecnie mozna teoretycznie obliczy¢ najbardziej uprzywilejowane
konformacje. Teoretycy w swoich obliczenitach korzystaja z
dok#adnych opisow geometrii czasteczek podanej przez

krystalografow.

11.2. Struktura nukleozvdéw w krysztale

Obrét wokot wigzan pojedynczych C-C; C-D; C-N; O-P w zwiagz-
kach organicznych nie jest caitkowicie swobodny i1 z duzej liczby
teoretycznie mozliwych konformerdéw rotacyjnych realizowane sg
tylko niektdére, charakteryzujgce sie nizszymi wartosciami
energii potencjalnej. Trwatos¢ tej czy innej konformacj i
czasteczki zalezy od sit odpychania (typu Van der Waalsa) miedzy
sgsiednimi niezwigzanymi kowalencyjnie atomami i od si+ przycig-
gania miedzy roéznymi grupami funkcyjnymi na skutek oddziatywan
dipolowych lub wigzania wodorowego C53.

Dok#adnie zdefiniowane konformacje zwigzkédw chemicznych
uzyskuje sie na podstawie znajomosci katow torsyjnych
wynikajacych z obrotu woké+ wigzan pojedynczych.

Trojwymiarowa struktura czagsteczki jest charakteryzowana
przez ddtugos¢ wiagzania, katy walencyjne i rotacje grup atoméw

wokot wigzan.
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Kat torsyjny dla danego wigzania mozna przedstawic
graficznie za pomoca projekcji Newmana, tj. rzutu czasteczki
wzdduz tego wigzania. Kat torsyjny wigzania B-C (z
uwzglednieniem czterech atoméw A-B-C-D) ma znak dodatni, jesli
dla kierunku rzutowania B-C, wiazanie A-B pokryje sie z wigza-
niem C-D przy obrocie w kierunku zgodnym z ruchem wskazéwek ze-
gara o kat mniejszy od rr. Kat torsyjny wynosi 0°, jezeli
wigzanie A-B pokrywa sie z wiazaniem C-D patrzac wzddfuz wigzania
B.»C 116,73. Nalezy rozrézni¢ pojecia: kat torsyjny i kat
dwuscienny, ktore to okreslenia w literaturze czesto sg uzywane
synonimowe, co nie jest prawiddowe (rys. 1). Kat dwuscienny jest
to kat powstaty z przeciecia sie dwdch prostych, z ktdérych jedna
jest prostopadta do wigzania A-B, a druga jest prostopadta do

wigzania C-D.

Rys. 1. Graficzne przedstawienie definicji kata torsyjnego O i
kata dwusciennego <p.
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Do pednego opisu jednostki nukleotydowej wymaga
NeMMjoinos¢ wartosci i znakdéw dwunastu katow torsyjnych CS

przedstawiono na rys- 2.

ZASADA

Rys. 2.
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w Tabeli przedstawiono definicje katow torsyjnych w
jednostce nukleotydowej C93.

TABELA 1

cztery atomy sktadajace sie
na kat torsyjny

kat torsyjny
a <n-1) 03"-P-D5"-C5’
ft P-05"-C5"-C4~
r 05°-C5”-C4"-C3*
0] C5"-C4"-C3"-03"
£ C4"-C3"-D3"-P
C C3"-03"-P-05" (n+1)
X 04"—CI1"-NI-C2 (pirymidyny)
04" -CI"-N9-C4 (puryny)

VO C47-047-C1"-C2
Vl 04--CI*-C2"-C3*
V2 Cl1"-C27-C3"-C4~
V3 C2"-C37-C4"-D4"
\ C37-C4"-04"-C1’

Zakresy katéw torsyjnych powszechnie uzywane w chemii orga-
nicznej zastaty zaproponowane przez Klyne“go i Prelog’a. Sa cne
nastepujace: syn ( 0°); anti ( 180°); zsynclinalne ( 60°);
zanticlinalne ( *120°) C(C9,103.

W spektroskopii i krystalografii najczesciej stosuje sie
terminy: cis ( 0°), trans ( 180°), =zgauche( %60°).

Graficznie skorelowane zakresy katow torsyjnych uzywanych w
spektroskopiit z zakresami zdefiniowanymi przez Prelog®a i

Klyne®go przedstawiono na rys. 3.
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CIS

Rys. 3

Przedmiotem dalszych rozwazan bedg trzy najwazniejsze
problemy w analizie kon-formacyjnej nukleozyddw:
— kon-formacja pierscienia cukrowego
— wzajemne rozmieszczenie pierscienia cukrowego i zasady

— kon-formac ja egzocykl icznej grupy hydroksymetylenowej O57H,






11.3- Konformac ia pierscienia cukrowego

W opisie konformacji nukleozydow istotna jest
charakterystyka pofatdowania pierscienia cukrowego. w
pierscieniu pukrowym najbardziej trwate sg te konformacje, w
ktérych jeden atom jest poza phaszczyzng pozostatych czterech
atomow - koperta E, lub sasiednie atomy znajdujag sie po
przeciwnych stronach p#aszczyzny utworzonej przez pozostate trzy
atomy — twist (pétkrzesto) T.

Na rys- 4 przedstawiono graficznie pofatdowanie piecio—
cztonowego pierscienia w konformacji koperty — E i w konformacji
pot krzesta T.

Jezeli atom jest wychylony z pHaszczyzny pozostatych trzech
lub czterech atoméw w tym samym kierunku co egzocykliczna grupa
hydroksymetylenowa HMC5"-05"H, to irowimy o konformacji endo,
jesli zas w kierunku przeciwnym, to méwimy o konformacji egzo
C133. Jezeli wychylenie jest endo, to numer atomu, ktory lezy
poza ptaszczyzng piszemy przy symbolu E lub T u goéry z lewej
strony, np. C2"-endo piszemy w skrécie 2E. Jesli zas wychylenie
jest egzo, to piszemy u dodu z lewej strony symbolu cyfre atomu,
ktéry lezy poza ptaszczyzng, np. C3"-egzo piszemy E.

Wychylenia przy konformacji twist-T moga by¢ jednakowe (sy-
metryczne) lub jedno z nich jest duze (major) a drugie mate
(minor). Zaznaczamy to przy symbolu w ten sposéb, ze przy duzym
wychyleniu cyfre piszemy z lewej strony symbolu, a przy makym
wychyleniu atomu z piaszczyzny, cyfre piszemy z prawej strony
symbolu, np. niesymetryczne potkrzesto z duzym wychyleniem C3’-
—endo i matym wychyleniem C2"-egzo piszemy

Przyktady pofatdowania pierscienia cukrowego przedstawiono

na rys. 5.

14



el rt

PN I (
D3k, L 9ie M

a
mAri{" "\

[Y*=x'j>' % uinwknt 1b g
T r-Av. =~ -"

h N -
rfJfy/iwJsMX"1b

L <trd” jrod dixg* tmUutl Y»0.4» -

oS- T 4i*MX-*)1],Vq |
= ™ mm ""SSyx> " , 1.iH0* >w»t. boz* iINNibC" #

SH ¢ .M jpaqgy M TJNOim rUHIC«biz3 dat.

LS ftt .

-2 N ., amonmtyuaftnfmdo-fbyti

Lo iriir O N RN R R A e KA B I 45, 1

S>> e~ — — OO W N4 c 8RR FN SRS TRt
D

wif
0N
=) —r-—r—1-——

iisogiy™bf x-9taA
Bi“*+ CythuYW
- - FidiV"
VAN
AV v
F, it AN o' 1. s
m. -7i< o Nif M rme " i>4 -l T

) ubr»»1 | A vii*

RN, v*S-db<*5.

= “h _
ybt i>»vrVi

S " o I:¥_,
>>é »A LY -Js2,4 4% mo .S «B*fh b/t
Noa* W
"Jm —IPW' N"""<< Lit"MIag?*" ' — ' o

Jfi



- I <]~

Rys.












Vi

rv>.

",

4-



w koncepcji Al tony i Sundaral ingama -fazowy ka*t p
tacji (P) jest parametrem konformacyjnym de-finiujgcym w
ka,ty torsyjne i katy wigzani owe.

Amplituda maksymalnego po-Fatdowania (Vmax) jest pa
geometrycznym okreslajacym maksymalny dla danego piersci
skrecenia.

Fazowy kat pseudorotacji P mozna obliczy¢ znajac
katéw torsyjnych pierscienia cukrowego weddug naste
wzoru CI61:

can b - <V.£+-V1) - (V_3+V’O>
2-V2*(sin 36° + sin 72°)

Gdy P = 0, to V jest wtedy maksymalnie dodatni; o
to symetrycznej -formie T(C2’-egzo C3*-endo) ~T.

Gdy P = 130 , to wtedy pierscien cukrowy ma kon-forma
Tak wiec dysponujac wartosciami wszystkich pieciu kat
syjnych pierscienia cukrowego mozna wyliczy¢ -fazowy kat
rotacji korzystajac z powyzszego wzoru i mozna wtedy

dany zwiazek w odpowiednim punkcie drogi pseudorotacyjne.

Drugi parametr V - amplitude [lub stopien maksi
po-fatdowania pierscienia mozna wyrazic nastepu;
zaleznoscia:

VJ VmaX v cos (P 1+ .d -y)

gdzie: j = 0,1,2,3,4

N\
o= 720" _ jap

dla j=0 rdéwnanie redukuje sie do postaci

V_ =YV cos P

max cos P

19






Przejscikon-Farmacyjne pierscienia cukrowego przeda
gra-ficznie za pomoca ko#a konformacyjnego (rys. 6).
(+),(-) okreslajg znak katéw torsyjnych Vo’V1’Vz’V3’V w

z dwudziestu wyidealizowanych konformacji-

Rys. 6.
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Teoretyczne zmiany pieciu katéw torsyjnych podczas jednego

pednego cyklu pseudorotacji C233 przedstawiono na rys. 7.

Fazouij hai pseuxiorotacji w stopmiach

Rys. 7.
Po4nocna potowa kota pseudorotacyjnego oznaczona jest ogol-
nym symbolem N. Zawiera ona wszystkie konformacje pierscienia
cukrowego, charakteryzujgce sie dodatnig wartoscig kata torsyj—

nego zas P waha sie. od 0° do +x90°. Na podtudniowej potowie

kota oznaczonego symbolem S znajdujag sie konformacje z ujemnymi
wartosciami kata torsyjnego i P w granicach od 180° do +90°.
Na podstawie badan rentgenograficznych duzej liczby nukleo-
zydéw i1 nukleotyddw stwierdzona, ze /3-cukry zajmujga dwa waskie
zakresy drogi pseudorctacyjnej. Zdecydowana wiekszosS¢ pierscieni
rybozy 1 dezoksyrybozy charakteryzuje sie Tazowymi kagtami
pseudorotacji w dwoch zakresach P = (00—36°> lub P = <144°—1300).
Reszty cukrowe typu N w prawie wszystkich /7—gl i kozydach

pirymidynowych posiacaja fazowy kat pseudorotacji P zawarty w
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zakresie (2°-25°).

W konformacjach typu S ~—glikozydy pirymidynowe wykazujag
wiekszg rozpietos¢ zakresu fazowego kata pseudorotacji P = 139°-
-175°.

W pochodnych purynowych 2z pewnym przyblizeniem sytuacja
przedstawia sie podobnie.

Amplituda maksymalnego pofatdowania w wiekszosci bada-

nych zwigazkéw miesci sie w zakresie (30°-45°) przyjmujac Sredniag

wartos¢ 39°. Na wartosc maja wpdyw takie czynniki jak:
efekt upakowania w krysztale 1 wigzania wodorowe, ktére to
powoduja sptaszczenie pierscienia cukrowego mate) lub

zwiekszajg pofatdowanie pierscienia cukrowego (duza wartosc

\Y Zauwazono nieznaczne ro6znice w wartosciach Vma dla

max)' X

pochodnych purynowych i pirymidynowych:

typ NPu - V. = 39,7°
typ S Pu Vmaxar = 39,5°
P NPY = Viaxar © 35,4°
P S PY - Vi - 3897

Srednia amplituda maksymalnego pofakdowania jest zawsze
wieksza dla konformacji pierscienia cukrowego typu N. Rowniez
pochodne purynowe charakteryzuja sie wiekszym pofatdowaniem
pierscienia cukrowego niz pochodne pirymidynowe.

Na podstawie przebadanych />—nukleozydéw i “—nukleotyddow
mozna ustawiC szereg przedstawiajgacy czestotliwos¢ wystepowania
poszczegblnych konformacji w stanie krystalicznym:

C2"-endo > C3’—-endo > C3"-egzo > Cl’—egzo = Ol’—egzo

Przez konformacje C2’-endo i C3”’-endo rozumie sie nie tylko
w tym przypadku konformacje kopertowe E i E, ale réwniez kon-

formacje potkrzesta sgsiadujgce z nimi na kole pseudorotacyjnym.






I11.3.a. Cykl pseudorotacji

Pierscien cukrowy nie stanowi sztywnej struktury, ale moze
przechodzi¢ z jednej konformacji w druga C14,153. W zwigzku z
zaburzeniem symetrii, kazdej z dwoéch konformacji cyklopentanu
odpovjiada dziesieC roéznych konformacji pentofuranozy. Mozna sie
wiec spodziewa¢ dwudziestu jakosciowo réznych, teoretycznie
mozliwych symetrycznych konformacji pierscienia rybozy. Trzeba
zaznaczy¢, ze niektdére z dwudziestu mozliwych konformacji beda
bardziej uprzywilejowane, a inne mniej. Przedstawiony powyzej na
rysunku 5 zapis konformacji rybofuranozy, oparty jedynie na
whasnosciach symetrii pierscienia cukrowego, okazat sie
niewystarczajacy, gdyz nie pozwalat na zastosowanie koncepcji
ciggtych zmian konformacji w ramach jednej Kkrzywej energii
potencjalnej. Nowy ulepszony zapis przedstawili Altona i
Sundaralingam C16,173. Ich koncepcja pozwala na jednoznaczne
okreslenie konformacji pierscienia furanozy przy pomocy dwoch
parametréow: Tfazowego kata pseudorotacji (P) i amplitudy maksy-
malnego pofatdowania Vmax'

Samo zjawisko pseudorotacji znane jest dla cyklopentanu juz
od dawna. Potwierdza je teoria C14,15,183 i doswiadczenie (19,
20,21,223. Polega ono na ciggdym przesuwaniu sie kata maksymal-
nego pofatdowania wokéd pierscienia bez przeszkody w postaci
wyraznej bariery entalpii swobodnej. W niepodstawionym cyklopen-
tanie kolejne konformacje posiadaja w przyblizeniu rowng
energie, ale roéznig sie katami skrecenia i katami wigzan.
Sytuacja ulega zmianie w przypadku czterohydrofuranu lub pento-
furanozy, gdzie niektdre konformacje bedg zdecydowanie bardziej

uprzywi lejowane energetycznie od innych.
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Konformacja zasady azotowej wzgledem pierscienia cukrowego

W zaleznosSci od wzajemnej orientacji przestrzennej

pierscienia furanozowego i zasady azotowej mamy do czynienia z

dwoma g#cSwnymi konformacjami nukleozydu: syn i anti C24,25,26,
27,83.

Na rysunku 8 przedstawiono graficznie definicje dla

konformacji syn i1 anti nukleozyddéw pirymidynowym EG63.
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Konformacje te sa charakteryzowane kagtem torsyjnym X
wigzania glikozydowego obejmujgacym nastepujgce atomy:
04°—CI1°-N9-C4 — dla nukleozyddéw purynowych
04°—CI1°-N1-C2 — dla nukleozyddéw pirymidynowych
W konformacji anti wiekszos¢ heterocyklu puryny, tj.
szesciocztonowy pierscien pirymidynowy lub atom tlenu 0oz
pirymidyny znajdujga sie poza ptaszczyzng rybozy, zas w konfor—
macji syn grupa C2-keto zasady pirymidynowej lub pierscien
szesciocztonowy zasady purynowej znajduja sie nad pHaszczyzng
rybozy. Weddug Prelog’a i Klyne’go okreslenie anti jest réwno-
znaczne z zakresem ap- Okreslenie syn jest jednoznaczne z
zakresem sp.
W literaturze sa uzywane rozne definicje dla okreslenia
kata torsyjnego wigzania glikozydowego. Ich zaleznosci w

stosunku do obecnie stosowanej definicji zaprezentowano w Tabeli

2 (C283.
TABELA 2

Obecnie stosowana Inne definicje R@Zn;ca_wdstop—

definicja kata kata torsyj— ggggniglgtigo-

torsyjnego X nego X wana a innymi

definicjami

puryna 04°-Cl1”-N9-C8 +180°
pirymidyna 04°-CI1°-N1-C6
puryna 04°-CI1°-N9-C4 C2’-CI1’-N9-Ca 625
pirymidyna 04°-CI°-NI-C2 C2’-C1°-N1-C6 ’
puryna C2°-C1’-N9-C4 +116 B0
pirymidyna C2’-C1°-N1-C2 ’

mobecna def, ~ Xstara def. * roéznica
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W przypadku gdy katy torsyjne przyjmujga wartosci posrednie
miedzy okreslajgacymi konformacje syn i anti, to odpowiadajgce im
konformacje nazwano w literaturze anglosaskiej “high—-syn"™ i
“"high-anti™ C29,30,313.

W konformacji anti nie ma szczegoblnych sterycznych
przeszkdéd miedzy pierscieniem cukrowym a zasada, zas w
konformacji syn duza czes¢ zasady jJest zlokalizowana nad
pierscieniem cukrowym, co daje poczatek do zamkniecia sie
miedzyatomowego kontaktu.

Analiza struktury krysztatu dla syn-nukleozydéw preferuje
dla pierscienia cukrowego konformacje C2’-endo C32,333.

Dok#adne badania krystalograficzne nukleozyddéw sugeruja, ze
nukleozydy purynowe o konformacji pierscienia cukrowego C2’-endo
wystepuja zarowno w konformacji syn jak i anti (w przyblizeniu w
rownych proporcjach). Natomiast jezeli pierscien cukrowy w
nukleozydach purynowych przyjmuje konformacje C3’-endo, to
orientacja wokoét wigzania glikozydowego jest anti C34D.

Rybonukleozydy pirymidynowe wystepuja bardzo rzadka w kon-
formacji syn, ktéra Jest zwigzana z konformacja pierscienia
cukrowego zarowno C2’-endo i C3’-endo. W tej serii dominuje
konformacja anti 1 zwigzana jest ona z konformacja pierscienia
cukrowego C3’—endo, podczas gdy dezoksyrybonukleozydy pirymidy-
nowe preferuja konformacje pierscienia cukrowego C2’—endo nad
C3’-endo (C2S,35,36,37,383.

Dla pirymidynowych nukleozydéw orientacja anti wokod
wigzania glikozydowego x Jest dobrze zgrana 1z konformacjag
pierscienia cukrowego C393. Kat torsyjny x die wigzania glikozy-
dowegc CI’-N jest skorelowany z C2’-endo i C3’-endo konforma-

cjami pierscienia cukrowego:

24
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-1S0° < ;t < -138° dla C3’-endo

-144° < » < -115° dla C2’-endo
W konformacji pierscienia cukrowego C3’-endo atom wodoru
przy atomie wegla C3’ jJest zorientowany aksjalnie i oddziatywuje
z C6—H zasady, w konsekwencji czego x wynosi. 180°. W konforma-
cji pierscienia cukrowego C2’-endo atom wodoru H3’ jest w
pozycji ekwatorialnej i zasada moze sie obraca¢ do zakresu '*-ac"

az do kontaktu 02-keta atomu tlenu z atomem wodoru HI’ C403.

Tabela 3 przedstawia orientacje atoméw w zaleznosci od réznej

konformacji pierscienia cukrowego.

TABELA 3

Konformacje Atom .
pierscienia

cukrowego N HI H2’ 02’ H3’ 03 H4’ Co’
C2’—endo e a a e e a b b
C3”-endo b b e a a e a e
04’ —endo e a b b b b a e
04’ —egzo a e b b b b e a

e,a oznacza orientacje guasiekwatorialng lub quasiaksjalnag,
poniewaz orientacja czysto aksjalna i ekwatorialna
przypisana jest tylko dla szescioczionowego pierscienia
cykloheksanu, a tu jest pewnym przyblizeniem,

b oznacza orientacje miedzy a i e.

j
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11.4.a. Inne strukturalne relacje zaleznosci dfugosci wigzania
glikozydowego CI’-N od kagta torsyjnego X

Dla duzej liczby nukleozyddw pirymidynowych ddugosc
wigzania CI°-N jest maksymalna 1 wynosi 1,52 R, jesli  kat
torsyjny x Jest bliski 180°; zmniejsza sie prawie Hliniowo do
1,48 A, gdy x zbliza sie do -140° 141,423. Dla nukleozyddéw
purynowych taka zaleznos¢ nie Jest tak oczywista Jak w serii
pirymidynowej. Dhugos¢ wigzania glikozydowego jest w tym

0
przypadku bardziej stata i wynosi ok. 1.46 A C413.

11.4_.b. Konformacja “high anti** (—sc)

Dla nukleozydéw purynowych konformacja anti rozcigga sie w
zakresie od 180° do -60°, czyli od anti (ap) do "high anti'™ (-sc)
Dla nukleozyddéw pirymidynowych wartos¢ x Jest Scisle ograniczona
do klasycznego anti. Przyczynag tych roéznic Jest steryczna
przeszkoda przy katach torsyjnych bliskich -120° miedzy atomami
wodoru pirymidyny C6-H lub puryny C8-H i atomami wodoruz piers-
cienia cukrowego. Jesli w pirymidynie C6-H lub w purynie C8-H
zastgpimy atomem azotu Jak w chemicznie syntetyzowanych azanu-
kleozydach, to wtedy steryczne oddzialtywanie nie ma miejsca 1
nukleozydy moga wystepowa¢ w konformacji "high anti'. Ta szcze-
golna konformacja Jest stabilizowana przez elektrostatyczne od-
pychanie miedzy atomem azotu N6 pirymidyny lub atomem azotu NB

puryny a atomem tlenu 05 grupy hydroksylowej 143,44,453.
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I1.4. c. Charakter rotacji zasady wokot wi_gzan™a_c[l i_kozydowego H
Swobodny obrot wokéd wigzania glikozydowego jest ograniczo-

ny. Rozwazanie modeli przestrzennych 146,471 oraz obliczenia te-

oretyczne 143,49,50,511 prowadzone réznymi metodami pokazaty, ze

w czasteczce istniejg okreslone oddziatywania utrudniajgce ten

obrét. Okreslenie czasteczkowej konformacji szeregu nukleozydow

i nukleotydow w stanie krystalicznym metodami rentgenograficzny—

mi pozwoli4o dok#adnie obliczy¢ diugosci wigzan i katy torsyjne

miedzy wigzaniami. Na tej podstawie Haschemeyer i Rich 1431

mogli obliczy¢ odlegtosci miedzy niezwigzanymi atomami cukru i

zasady jako funkcje kata torsyjnego i pofatdowania pierscie-

nia rybozy. Zaktadajgac znaczne oddziatywanie (odpychanie), gdy
odlegtos¢ miedzy dwoma atomami jest mniejsza niz suma ich pro-

mieni van der Waalsa mozna by#o okresli¢ bariery rotacji i

uprzywilejowane zakresy katow torsyjnych poszczegodlnych

nukleozydow.
Wnioski ogolne sa wiec nastepujace:

1. W wyniku silnych oddziatywan atoméw 02 i He z protonami H27,
H3' oraz z tlenem 04’ w nukleozydach pirymidynowych obserwu-
jemy uprzywilejowanie konformacji anti niezaleznie od ‘' pofak-
dowania pierscienia cukrowego.

2. Oddziatywanie miedzy atomami N3 1 Hs puryny z atomami wodoru
H2’ i H3 pierscienia cukrowego sa o wiele stabsze |1 w
zwiazku z tym bariery rotacji sa mniejsze niz w nukleozydach
pirymidynowych — mniejsze jest zatem uprzywilejowanie konfor—
macji anti.

Dokdadniejsze rozwazania teoretyczne problemu zahamowania

swobodnej rotacji wokét wigzania glikozydowego uwzgledniajag
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zalezncDSé catkowitej energii potencjalnej czasteczki, nukleo—
+ zydu od kata torsyjnego Obliczenia takie przeprowadzono
w oparciu o dane krystalograficzne réznymi metodami kwantowo—
—mechanicznymi (zwykle metodg orbitali molekularnych C49,50D
w réznych odmianach)przy uwzglednieniu szeregu czynnikoéw
wptywajacych na energie potencjalng jak: oddziatywania van
der Waalsa, oddziatywania elektrostatyczne (kulombowskie)
oraz potencjat skrecenia C471. Wyniki tych obliczen potwier—
dzajag koncepcje zahamowanej rotacji zasady oraz zwigzane z
tym istnienie dwéch najbardziej energetycznie uprzywilejowa-
nych konformacji syn i anti- Mozna by#o obliczy¢ wysokosé
bariery energetycznej oddzielajgcej obie konformacje. W za-
leznosci od stosowanej metody, bariera ta dla nukleozyddw

pirymidynowych wynosi od 7 do 3 kcal/mol na korzys¢ konforma-

cji anti (C48,52,53,543.

I11.4.d. Badanie uprzywilejowanej nukleozyddw syn—

—anti w roztworze

Konformacja, jaka przybiera dany nukleozyd w ciele statym,
jest wynikiem minimalizacji energii wewngtrzczgsteczkowej i
energii oddziatywan miedzyczgsteczkowych. Energia wewngtrzczas—
teczkowa jest w przyblizeniu réwna w ciele statym jak i w roz-
tworze. Natomiast oddziatywania miedzyczgsteczkowe sa w obu sta-
nach inne. Wpdywajg one w sposéb istotny na konformacje czas-
teczki C53. 0golnie w roztworze czasteczka jest konformacyjnie
bardziej '"swobodna'. Istnieje wiec mozliwos¢ rotacji miedzy za-
sadg a pierscieniem cukrowym. Czgsteczka nukleozydu w roztworze

znajduje sie w rownowadze rotamerowej syn—anti, ktéora dla nukle—
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ozydow pirydynowyc+1 jest przesunieta prawie catkowicie w —strone
anti, dla nukleozyddw purynowych to przesuniecie w strone anti
jest mniejsze. Do jakosciowego okreslenia podozenia roéwnowagi
konformacyjnej syn—-anti w roztworze stosowano szereg metod
instrumentalnych takich jak: spektroskopia NMR, IR, CD, czy po-

miary momentéw dipolowych C56,573.

IMart;; AH_NMR w badaniach konformacji syn-anti nukleozydow

w roztworze

Uprzywilejowanie konformacji syn lub anti w nukleozydach
pirymidynowych okreslono metodag NMR, wykorzystujac szereg ob-
serwacji porownawczych. Sposéb udozenia zasady wzgledem piers-
cienia cukrowego wp#ywa na przesuniecia chemiczne poszczegdlnych
protondw nukleozydu. Znajgac konformacje i odpowiadajace jej
przesuniecia chemiczne jednego nukleozydu pirymidynowego, mozemy
z pewnym przyblizeniem wnioskowa¢ o konformacji innych nukleozy-
déw (w podobnych warunkach rozpuszczalnika i temperatury — roz-
puszczalnik poprzez solwatacje okreslonych ugrupowan w
czgsteczce specyficznie wptywa na potozenie pierscienia cukrowe-
go wzgledem zasady C533, a temperatura przesuwa roéwnowage sSyn—
—anti>.

Prestegard i Chan C583 zbadali wpdyw obecnosci pierscienia
rybozy na protony H5 i He w urydynie w stosunku do uracylu.
Przesuniecie chemiczne He w uracylu by4o o 0,34 ppm mniejsze niz
w urydynie. Ten wyrazny efekt odstaniajacy pierscienia rybozy
wskazuje, ze proton He musi znajdowac¢ sie w sferze oddziatywania
pierscienia rybozy, czyli nad pierscieniem (im proton He jest

bardziej oddalony od pierscienia, tym wpdyw anizotropii magne—
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tycznej oraz wptyw elektryczny tlenu eterowego w pierscieniu na
He jest mniejszy). Fakt ten sugeruje dla urydyny konformacje
anti. Potwierdzajg to réwniez badania zaleznosci przesuniecia
chemicznego sygnatu He od tempertury C591. Ze wzrostem tempera-
tury wzrasta prawdopodobiennistwo przejscia zasady 2z podozenia
anti w podozenie syn, w zwiazku z czym sygnat od protonu Hse
przesuwa sie w kierunku wyzszych pol jako wynik likwidacji od-
staniajgcego dziatania grupy O57°H.

W latach 1971-1973 do okreslania konformacji syn-anti
zaczeto wykorzystywa¢ wpdyw anizotropii magnetycznej grupy kar—
bonylowej C2=0 pierscienia pirymidynowego na przesuniecia
chemiczne protondw rybozy. Przesuniecia chemiczne tych protondéw
w urydynie czy w cytydynie, ktdére to nukleozydy, wykazujga w roz-
tworze konformacje anti — traktuje sie jako wartosci wzorcowe.
Jezeli jakis inny nukleozyd pirymidynowy bedzie w konformacji
syn, to grupa C2=0 znajdzie sie nad pierscieniem cukru. Wpkyw
anizotropii magnhetycznej tej grupy spowoduje zmiany w przesunie-
ciach chemicznych protonéw rybozy uzaleznione od ksztattu anizo-
tropowego stozka ods#aniania grupy karbonylowej. Oprécz tego na
te przesuniecia chemiczne moga wphkywac¢ inne efekty np. elektro-
statyczne C613.

Witkowski 1 wspOdpracownicy C60,613 przebadali w ten sposdéb
kilkanascie nukleozyddéw pirymidynowych. Przesuniecia chemiczne

(w ppm) dla tych nukleozyddéw zebrano w Tabeli 4.
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TABELA 4

Nukleozyd He H5 HI*® H2*" H3*" H4*" H5" H5*™'
Cytydyna 8,25 6,46 6,33 4,65 4,65 4,65 4,32
5-Me-Cyd 8, 18 - 6,40 4,71 4,71 4,71 4,30
6-Me-Cyd - 6,31 6,15 5,30 4,86 4,48 4,31
6-oxo—Cyd - - 6,61 5, 16 4,80 4,42 4,27; 4,13
Urydyna 8,34 6,33 6,36 4,81 4,69 4,62 4,42; 4,22
5-Me-U a, 15 - 6,36 4,69 4,69 4,69 4,34
6-Me-U - . 6,19 6,10 5,27 4,85 4,46 4,30
6-0x0-U - - 6,57 5, 10 4,85 4,48 4,20
6-Aza—U - 8,05 6,56 5,03 4,82 4,56 4,31
5-Br-U 8,80 - 6,30 4,69 4,69 4,69 4,44
4-Tio-U 8,23 7,01 6,33 4,74 4,74 4,74 4,36

Wartosci podane w Tabeli 4 mierzone sg wzgledem TMS w kapilarze
w 107. rcztworze D"™O-

Poréwnanie przesunie¢ chemicznych protonéw rybozy w U,
5-MeU, e6-MeU oraz w odpowiednich pochodnych cytydyny pokazuje,
ze w O0-metylopochodnych sygnaty od protonéw H2® i H3" sg przesu-
niete w kierunku pol nizszych, a HI", H4" oraz H5 i H5"" w kie-
runku wyzszych p6l o Kkilka dziesigtych czesci ppm. Badanie
modeli przestrzennych e6-MeU wykazato bliskie oddziatywanie
miedzy grupa e-metylo a co skutecznie przesuwa
rownowage rotamerowag w Kkierunku syn. Ten sam typ zmiany
przesunie¢ chemicznych protonéw rybozy obserwowano we wszystkich
nukleozydach pirymidynowych, w ktérych grupa C2=0 znajduje sie
nad pierscieniem cukru. Z danych o przesunieciach chemicznych
protondw rybozy, nie znajac precyzyjnie charakteru anizotropii

grupy karbonylowej C60,621, mozemy jedynie wnioskowa¢, ze w






przypadku, — gdzie nie obserwujemy znacznych zmian w
przesunieciach chemicznych w stosunku do nukleozydow poréwnaw-
czych, mamy do czynienia z konformacjg anti. Wnioski te maja
charakter wybitnie jakosciowy i przyblizony.

Dotychczas brak w literaturze systematycznych badan
metodami NMR uprzywilejowania konformacji syn-anti w nukleo-

zydach purynowych.

11.4.Ff._NMR w badaniach konformacji syn-anti nukleotyddéw
w roztworze

Okreslenie konformacji woké+ wigzania glikozydowego nukleo—
tydow jest stosunkowo proste, jesli mamy 5"mononukleotyd. Jesli
wystepuje on w konformacji anti, to proton He w nukleotydach
pirymidynowych lub Hs w nukleotydach purynowych znajduje sie w
bezposrednim sasiedztwie ujemnie natadowanej grupy fosforanowej .

Wp4+yw pola elektrostatycznego grupy Tfosforanowej na te
protony manifestuje sie w zmianie ich przesunie¢ chemicznych w
zaleznosci od wielkosci #adunku na fosforanie.

Schweizer i wspoédpracownicy C633 badali wp>tyw grupy
fosforanowej na protony Hs8 i He w 57,3" i 27"-fosforanach
nukleozyddéw purynowych i pirymidynowych. Wpdyw ten mozna wykazac
w oparciu o nastepujgce obserwacje.

1. Zmieniajac pD (pH+0,4) roztworu nukleotydu mozna uzyskac
rézny stopien jonizacji grupy fosforanowej: forme nie—
zjonizowang monoanion i dwuanion. Zmiana pD w zakresie od 5,9
do 7,4 powoduje wzrost formy dwuanionowej z 10/C do 90/C. Wigze
sie z tym zmiana stopnia przestaniania Ks +ub He. Przy pB=7,4

dla 5" -nukleotydéw protony te sg o okoto o,1 ppm odsd#oniete w
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stosunku do pD=5,9._ldentyczna zmiana stopnia jonizacji w
3’--fosforanach i w 2*—fosforanach nie wptywa odstaniajs™co na
interesujgce nas protony. Brak wpdywu odstaniajgceego wynika
ze struktury czgsteczki; grupy 3°"- lub 2’-fosforanowe sg tak
oddalone od protondéw HS lub H6, Zze nie wpdywajA odstaniajAco.
PorownujAC przesuniecia chemiczne protonéw zasadowych w
nukleotydach z odpowiednimi nukleozydami przy tym samym pD
stwierdzono odstanianie H3 czy H6 o okoto 0,12 ppm w
przypadku 5’—fosforanow, 3’—fosforany nie wykazuja zadnego
wptywu grupy fosforanowej na protony zasady. W ="—fFosforanach
obserwowano przestanianie protonow HS w purynie (0,05 do 0,08
ppm) Hlub H6 w pirymidynie (0,05 do 0,06 ppm).
Istniejg rozne dowody na wigzanie wodorowe w nukleozydach i
nukleotydach pirymidynowych pomiedzy grupg karbonylowg C2=0 a
02’H, ktore w duzym stopniu mogtoby stabilizowa¢ konformacje
anti. Usuniecie tego wiazania np. 2’dezoksynukleotydach
spowoduje zmniejszenie udziatu rotameru anti w roztworze, a
co za tym idzie zmniejszenie wpdywu odst#aniajgcego grupy
5°—fFfosforanowej na proton HO przy zmianie pD od 5,9 do 7,4. W
serii  2*-dezoksy ten efekt odstaniajacy jest o LO-70v,
mniejszy niz w serii rybo.
Protony H2' i1 H3 w 2’dezoksypurynonukleotydach sg przesu-
niete ku nizszym polom o oko#o 0,3 ppm w stosunku do 2’-
—dezoksypirymidynonukleotydéw. Jest to prawdopodobnie wyni-
kiem odst#aniajgcego efektu anizotropowego piecioczdonowego
pierscienia puryny, gdy ten znajdzie sie w plaszczyznie obu
protonéw. Ma to miejsce tylko w konformacji anti. Obliczanie

gestosci elektronowej piecia— i szescioczionowego pierscienia
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w adeninie 11— guaninie wykazuje, ze jedynie pierscien
piecioczdonowy ma podobny rozkdfad gestosci elektronébw w obu
nukleozydach. Poniewaz przesuniecia chemiczne protonéw H2' i
H3’ w 5”’—dezoksy GtIP 1 5°-dezosky AMP sa podobne, wnosimy z
tego, ze pozostajg one pod pierscieniem piecioczdonowym, a
wiec posiadaja konformacje anti.
Badanie przeprowadzone przez Smitha i wspoO#pracownikéw Co43
nad zaleznoscig przesuniecia chemicznego protonoéw He w
5’ -nukleotydach pirymidynowych od temperatury wskazuja, ze ze
wzrostem temperatury zanika wpdyw ods#aniajgcy grupy 5’-fosfo—
ranowej na He. Zmiana przesuniecia chemicznego H6 wynosi ok. 0,3
ppm w kierunku wyzszych pél przy przejsciu od temperatury 15° do

53°C. Potwierdza to silne uprzywilejowanie konformacji anti.

I11.4.9g. Zastosowanie metody dichroizmu kotowego do badania kon-
formacji wokét wigzania glikozydowego

Badanie efektu Cottona umozliwia wyciagniecie wnioskow
odnosnie budowy przestrzennej zwigzku. Wnioski o0 strukturze
czgsteczki uzyskuje sie analizujgc znak i wielkos¢ efektu
Cottona dla poszczegélnych przejs¢ absorpcyjnych C79,803.

Badania konformacyjne polegaja na analizie tych efektéw i
poréwnywaniu ich 2z whasciwosSciami zwigzkow homologicznych.
Pomiary efektédw Cottona oddajg cenne ustugi w zakresie badan
nukleozydow i nukleotydoéw £91,82,833, pozwalajgc na uzyskiwanie
danych dotyczacych konformacji czasteczek wokéd wigzania gliko—
zydowego. Efekt Cottona zalezy od konformacji czasteczki, a
takze od chromofcru, ktdérym jest zasada azotowa £82-863. Okazuje

sie, ze mozna uja¢ w reguty £82,84,863 zaleznosci znaku efektu
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Cottona od wartosci kata glikozydowego. Mowig o tym w sSposob
jJakosciowy regudty Ulbrichta £82,843, ktore zostaty ustalone na
podstawie obserwacji roznych nukleozydoéw pirymidynowych.
Bardziej ilosciowo zaleznosci te przedstawia diagram Milesa £81,

863 (rys. 9).

Rys. 9. Zaleznos¢ efektu Cottona od kata glikozydowego dla
nukleozyddéw pirymidynowych i1 purynowych

Znak efektu Cottona dla nukleozydéw pirymidynowych jest
dodatni, jezeli nukteozyd wystepuje w konformacji anti,
natomiast jezeli czasteczki przyjmuja konformacje syn, wtedy
znak efektu Cottona jest ujemny. Nukleozydy purynowe charaktery-
zuja sie odwrotng zaleznosciags konformacja anti odpowiada ujem-
nemu efektowi Cottona, przy czym wielkos¢ efektu Cottona jest

mniejsza w pordwnaniu z pochodnymi pirymidynowymi rys. 9.
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11.4.h. Zastosowanie statych sprzezenia wegiel-wodér do badania
konformacji wokdét wigzania glikozydowego

Badania nukleozyddéw i nukleotydow traktujg czasteczki  jako
catos¢, jak réwniez dotyczg elementdow skdadowych, tj. oddzielnie
cukru i1 zasady. Badania te skupiaja sie na wykazaniu mierzalnosci
statych sprzezenia atomu wegla i protonu przez trzy wigzania I
zastosowania ich do analizy konformacyjnej czasteczki.

Dla nukleozyddéw purynowych przeprowadzono badania statych
sprzezenia T i CoHl” celem okreslenia konformacji wokét
wigzania glikozydowego CS7-901.

Kompleksowe badania statych sprzezenia atomu wegla i
protonu w nukleozydach pirymidynowych wykonat® D.B. Davies (8B,

873. Badat on state sprzezenia JUH przez jedno wigzanie, 2

CH

przez dwa i 3 przez trzy wigzania.
Lemieux 1 inni  na podstawie badan H NMR cyklicznych
nukleozyddéw uracyl owych wzbogaconych weglem C w  pozycji  C2

badali wicynalne state sprzezenia atomu wegla i protonu w zalez-
nosci od obrotu wokéd wigzania glikozydowego. Otrzymana
zaleznos¢ przypomina krzywg Karpiusa dla sprzezenia wicynalnych
protonoéw-

Na podstawie pomiardéw Leraieux’a, korzystajac =z proporcjo—
nalnosci statej sprzezenia 3J do 0032 Davies £833 zaproponowat
dla petnego zakresu katow x zaleznos¢ przedstawiong na rysunku
10. Korzystajac z zatozenia upraszczajacego o0 pednej symetrii™
pierscienia zasady heterocyklicznej przyjat symetryczny przebieg
zaleznosci staltej sprzezenia C6H1 od kata Przy-
blizony charakter tego zatozenia wynika miedzy innymi z roéznej
dfugosci wigzan Ce—Nl, jak rowniez z roéznicy elektroujemnosci

podstawnikéw atomu tlenu i atomu wodoru zwigzanych z C2 i Ce.
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ANTI SYN

Rys. 10

Na podstawie tak otrzymanej krzywej wida¢, ze pomiar tylko
jednej ze stalych sprzezenia daje jedno-
znacznej odpowiedzi na pytanie, w jakiej konformacji (syn czy
anti) wystepuje czagsteczka. Natomiast pordéwnanie ich wielkosci
okresla preferencje jednej z mozliwych konformacji syn lub anti.
Przewaga konformacji syn wystepuje jezeli A JC6H1” a
konformacji anti dla przeciwnej relacji.

W najprostszy sposob C873 wystarczy przeanalizowa¢ AJ w
pierscieniu purynowym dla C8H1’-C4H1”, a w pierscieniu pirymidy-
nowym AJ dla COH’-C2Hi".

Jezeli preferowana jest konformacja anti, to AJ>0, jezeli

zas konformacja syn, to AJ<O.
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11.5. Konformacia egzocyklicznei orupy hvdroksymetvlenowe j

Interesujgcym elementem struktury nukleozydéw 1 nukleo-
tydow jest potozenie egzocyklicznej grupy Hz2Cs’-05°H. Podczas
rotacji wokét wigzania C4°-C5° otrzymuje sie trzy uprzywilejo-
wane, naprzemianlegte izomery konformacyjne (rys. IDj odpo-
wiadajace minimum energetycznym C65-701. Do opisu tych konfor-
macji uzywa sie dwoéch katéw torsyjnych C713;

(05°-C5°-C47-047)
13U (05°-C5°-C4°-C3”)
lub uzywa sie terminéw (+) lub (-) gauche lub trans.

+ SC

(goLoche, gcuiche)

05"

ap

(gauche, iyrom™)

- SC

(iyrome, gauche)

Rys. 11
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Wed#ug IUPAC—IUB £63 do =zdefiniowania orientacji wokod *
wigzania C4°—C5’ wazny jest tylko kat torsyjny

W ponizszej Tabeli 5 zaprezentowano symbole uzywane obecnie
i dawniej dla okreslenia trzech uprzywilejowanych konformacji.

TABELA 5

223§2®§n Inne symbole dla okreslenia orientacji wokot
Y igzania C4°-C5’
symbol vy wiaza
+SC gauche—gauche; (+) gauche; gq: (M9
—sc trans—gauche; trans; tg; t
ap gauche—trans; (-> gauche; Qt; (-)g

W trzech powyzej przedstawionych naprzemianlegdych kon-
formacjach wystepuja najmniejsze oddziatywania niewigzaniowe
grupy 5’hydroksylowej z pozostatymi atomami pierscienia cukro-
wego.

W krysztatach nukleozyddéw stwierdzono znaczne uprzywile-
jowanie dla rotameru +sc, a ilosciowy udziat poszczegélnych
struktur rotamerowych przedstawia sie nastepujgco:

+sSC > ap > -sc

Uprzywilejowanie konformacji +sc w nukleozydach proébowano
tdumaczy¢ oddziatywaniem atomu tlenu 05 z grupg CS-H w nukle-
ozydach purynowych lub z grupg Ce-H w nukleozydach pirymidyno-
wych. Takie td#umaczenie nie jest dobre, gdyz w nukleozydach a,
gdzie ze wzgleddw strukturalnych to oddziatywanie nie moze
mied miejsca przewaza rowniez konformer +sc. Uwaza sie, ze
oddziatywania typu dipol-dipol miedzy atomami tlenu ox1’ i 05
sa bardziej korzystne w konformacji +sc niz w pozostatych

C723. Z obliczen Yathindra i Sundaraiinghama £473 przeprowa-
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dzanych na 5’-AMP_wynika, ze istnieje Scisty zwigzek pomiedzy
pofatdowaniem pierscienia rybozy, konformacjg rotamerowg egzo—
cyklicznej grupy a utozeniem zasady w stosunku do
pierscienia cukrowego.

Jesli uwzgledni¢ zaleznos¢ energii potencjalnej czastecz-

ki od kata oraz kata y (ktory obrazuje obrét grupy egzo-—
cyklicznej wokoét wigzania CA’-CS’), to okazuje sie, ze najbas—
dziej faworyzowana jest konformacja gauche-gauche.
Podobne wyniki dla 5°-TMP, 5°-CMP i 5’-UMP sugerujg stosunkowo
duzg sztywnos¢ konformacyjng 5’-nukleotydéw w pordéwnaniu z
odpowiednimi nukleozydami, gdzie w znacznie wiekszym stopniu
dopuszcza sie mozliwos¢ istnienia innych konformacji .

Badania rentgenostrukturalne wykazaty, ze konformer +sc,
w ktorym wigzanie C5’-05" lezy powyzej pierscienia, w Kkrysta-
licznych nukleozydach 1 nukleotydach, wystepuje znacznie
czesciej niz konformery ap czy -sc C733. Takze obliczenia
energetyczne i badania modeli przestrzennych wykazuja, ze kon-
fcrmer +sc powinien by¢ najbardziej uprzywilejowanym sposrod
wyzej wymienionych.

Do okreslenia konformacji egzocyklicznej grupy H.~C5”-05"H
w roztworze najbardziej przydatna jJest metoda protonowego
rezonansu magnetycznego. Wykorzystanie roéwnania Karpiusa do
analizy statych sprzezenia wicynalnych atoméw wodoru, uzyska-
nych z widm NMR, pozwala okresli¢ wzgledng populacje
struktur konformacyjnych wystepujacych podczas obrotu dookota
wigzania C4°-C5”.

Zaktadajac szybkie wzajemne przejscie miedzy trzema na—

przemianlegdtymi kcnfcrmerami oraz poréwnujgac wicynalne state
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sprzezenia J i J miedzy protonami H4’-H5 1 H4’-H5”’
Blackburn i wspodpracownicy C693 okresSlili wzgledng populacje

kazdego kon-formeru stosujac zaleznosci;

I =PI YREMe YR s
%ﬁw:PQic'+RPHc+4ﬂPmc
P+ P, + P, =1

gdzie Px’ Pn i P”I sg utamkami molowymi kazdego =z i1zomerow
konformacyjnych.

JIBL JHB’ JIHB'_ ‘State sprzezenia miedzy protonami H4’ I

H5’B przy zatozeniu, ze czasteczka wystepuje catkowicie jako
klasyczny, naprzemianlegty konformer +sc, -sc, ap.

Jior Jiier I

iic’ Jnic — State sprzezenia dla protonéw H4~>, H5°C.

Lemieux opierajac sie na danych uzyskanych ze skrecat-
nosci optycznej sugerowat, ze klasyczne konformery nie odpo-
wiadaja minimom energetycznym. w rozwazaniach nalezy
uwzgledni¢ odpychanie miedzy atomem tlenu grupy hydroksymety-
lenowej 05 i1 atomem tlenu pierscienia cukrowego 04~.

Poniewaz nie mozna precyzyjnie okresli¢ kata, przy ktorym
wystepuje minimum energetyczne, obliczentia udziatu poszcze-
golnych konformeréw przeprowadza sie dla klasycznych, 60° kon-
formeréw, jak rowniez dla tych, w ktdérych uwzgledniono odpy-
chanie miedzy atomami tlenu, wprowadzajac 15° poprawki.

Wartosci statych sprzezenia, wystepujace w réwnaniach
podanych przez Blackburna, obliczono stosujgc zaproponowang
przez Karpiusa zalezno$S¢ miedzy statg sprzezenia wicynalnych
atoméw wodoru a katem dwusciennym (p pomiedzy plaszczyznami, w
ktorych one lezg C743. Zalezno$¢ Karpiusa przedstawiono na

rysunku 12.
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30° 60° Q0° ~"20° ~BO° ~MBO°
Rys. 12
J, = J,cos & + ¢
c = 0,28 Hz
State] przypisuje sie wartosci w zakresie od 8-16 Hz (C753.
Abraham £763 proponowat, aby statej przypisa¢ wartosci:
J = 9,27 Hz dla 0° < 0 < 90°
J = 10,36 Hz dla 90° < O < 180°
W widmach ~H NMR nukleozyddéw obserwujemy sygnaty pocho-
dzgce ze sprzezenia atoméw wodoru H4' z H5’B 1 H4 z H5°C.

Jednak na skutek szybkiej rotacji wokét wigzania C4’°-C5*
protony H5’B i H5°C sg nierczroznialne i w konsekwencji tego

nie wiadomo, Kktorg z wartosci J e i “a's5-c Pri:ypitné
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sprzezeniu protonu H4’ z H5"B, a ktérg H4” z H5°C. Wobec tego
obliczenia popu:aqji konformerdéw przeprowadza sie przypisujac
state sprzezenia na dwa sposoby:
) J,.., H4’-H5'B 2) J,., = H4"-H5"C

J,ec = HAT-H57C J4.S.C H4"-H5"B

Niezaleznie od sposobu przypisania statych sprzezenia,
wyboru statej czy tez uwzglednienia oddziatywan miedzy
atomami tlenu, w przewadze wystepuje kon-former +sc. Jego
przewaga jest niezalezna od oznaczenia atoméw wodoru H5’B i
H5”C, oznaczenie to ma wpdyw bardzo wyrazny na udziat kon-for—
meréw -sc, ap- A zatem ocena indywidualnych udzia#déw izomerdw
konformacyjnych —sc czy ap wymaga absolutnego oznaczenia
protonéw H5"B i H5"C. Remin i Shugar C773 wykonali to ozna-
czenie yjprowadzajac w pozycje 3’ grupe tos-foranowg i porownu-
jac wartooci przesuniec¢ chemicznych w nukleozydach i nukleo—
tydach. Obecnos¢ grupy -fos-foranowej w czasteczce nuklectydu ma
znaczny wpdyw na przesuniecia protonéw H5’B i H5’C. Pordéwnanie
danych dla urydyny i 3° monofostoranu urydyny dowodzi, ze
proton H5°C jest bardziej przestaniany w nukleozydach niz w
nukleotydach, natomiast protony H5°B maja bardziej zblizone
przesuniecia chemiczne. Stwierdzono, ze we wszystkich tych
zwigzkach dominuje kon-former -t-sc, a wiec proton H5°C w przeci-
wienstwie do H5*B dhuzszy okres czasu znajduje sie w sasiedz-
twie grupy -fos-foranowej i1 ze wzgledu na jej odstaniajacy e-fekt

lezy w nizszym polu:

Urydyna H5’B 3,907 ppm H5”C 3,803 ppm

3" UMP H5”B

3,898 ppm H5°C

3,852 ppm
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Znacznie prostsza metodg prowadzgca do obliczenia popu-
lacji kon-formerdow jest analiza sumy statych sprzezenia
+ 3 C68.663, ktdorg odczytujemy z widma. W tym przypadku
nie ma koniecznosci rozréznienia protonéw H5*B i H5’C. Suma ta
pozwala na obliczenie wzglednego udziatu kon-formeru +sc i
+acznego udziatu konformeréw ap i —sc. Jakikolwiek wzrost
populacji kon-formeru -t-sc powinien wiec prowadzi¢ do zmniejsze-
nia zmierzonej eksperymentalnie sumy podczas
gdy wzrost udziatu kon-formeru ap lub —sc. Kosztem konformeru
+SC powinien wpdywa¢ na wzrost wartosci tej sumy.

Wzgledny udziat konformeru +sc — oblicza sie z zalez-

nosci C703;
PSC = (12-2)/8

gdzie Z = JNSW + JfST
I1.5.a. Wpkyw modyfikacji zasady na konformacje egzocyklicznej
grupy H,,C5"-05"H
Hruska i1 wspoéd#pracownicy 170,673 przeprowadzili metoda™H
NMR poréwnawcze badania urydyny, 5"monofosforanu urydyny oraz
6-aza urydyny i 5’moncfosforanu 6-aza urydyny. Miaty one dac
odpowiedz, jaki wpdyw na konformacje egzocyklicznej grupy
hydroksymetylenowej ma zastgpienie atomu wegla w pozycji 6—
-uracylu atomem azotu. Udziat konformerdéw obliczona na podsta-

wie sumy JVS?

4°5°C
TABELA 6
Suma U aza U 57UMP 5’aza UMP
J4l3'8 'Jf' J4.5.C 7,4 3,3 5,5 10,7
JP_3|B + JP—S'C - - 8,3 11,7

aa
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Poréwnanie wartosci tych sum dla urydyny i 6-aza urydyny
wskazuje, ze obecnos¢ atomu azotu w pozycji 6-uracylu ma
wyraznie destabilizujacy wpdyw na konformacje +sc. Zamiana
atomu wegla na atom azotu w zasadzie uracylowej 5’mono-
fosforanu urydyny ma jeszcze wiekszy wpdyw na zmniejszenie
udziatu konformeru +sc w 5’monofosforanie azaurydyny .

Procentowy udziat konformeru +sc przedstawia sie nastepujaco:
U=607. 6-aza-U=407. 5”UMP=80% 5”azaUMP=157.

Zmniejszenie udziatu konformeru +sc w 5’aza UMP mozna
wyjasni¢ elektrostatycznym oddzialtywaniem miedzy atomem azotu
w pozycji 6 i1 ujemnym dadunkiem grupy fosforanowej. Potwier-
dzity to obliczenia teoretyczne gestosci #adunku, ktore wyka—
zaity, ze pozycja 6-urydyny jest centrum dodatnim, natomiast w
6—aza—urydynie ujemnym, co w pod#aczeniu z ujemnym Hadunkiem
grupy TfTosforanowej powoduje destabilizacje konformeru +sc- W
przypadku konformeréw ap i —-sc oddziatywanie takie nie
wystepuje i te whasnie konformery sg uprzywilejoviane dla 6-aza
UMP. Roéwniez oddziatywaniem elektrostatycznym mozna inter-
pretowa¢ wzrost populacji konformeru +sc w 5’UMP w stosunku do
urydyny. W nukleotydzie wystepuje przycigganie miedzy centrum
dodatnim zasady, tj. atomem i-wegla C6 a grupa fosforanowa,
powodujac wzrost udziatu konformeru +sc- Natomiast mniejszy
udziat struktury konformacyjnej +sc w 6-aza urydynie niz w
urydynie wskazuje na istniejgce odpychanie miedzy atomem azotu

w pozycji 6 a grupa 5’hydroksymetylencwa.

s
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I11.S.b. Zaleznos¢ miedzy konformacja pierscienia cukrowego a
orientacjg egzocyklicznej grupy H”NC5’-05°H
Stwierdzono, ze wiekszemu udziatowi konformeru +sc odpo-
wiada wzrost udziatu konformacji C3’endo, natomiast
konformacja C2’endo wystepuje w przewadze wtedy, gdy zwieksza

sie udziat konformeréw ap lub —sc C783.
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111.1. Wykaz

Cyd
Ado
£:Cyd
cMo

etenozwiazki

CydH -CI
CydH"~-NO~
CydH*«HAPO”

Cyd CO, N———

cyd ="HCI

AHACYdCO ,N——-

/\/\Cyd .

stosowanych skrotow

cytydyna
adenozyna
etenocytydyna
etenoadenozyna

ogolna nazwa dla uktadow zawieraja-
cych dobudowany tzw. mostek etenowy
do fragmentu zasady heterocyklicz-
nej czasteczki macierzystej.

Mostek etenowy tworzy #gcznie z dwoma
atomami azotu (endo- i1 egzocykliczny-
mi> ukdad imidazolu sprzezony z
pierscieniami pirymidynowymi lub pu-
rynowymi

chlorowodorek cytydynx
azotan cytydyny
fosforan cytydyny

cytydyna, w ktoérej wymieniono atomy
wodoru podgczone z atomami azotu i
atomami tlenu na deuter

deuterowany chlorowodorek cytydyny;
cytydyna jest rowniez 0O,N-deuterowana

cytydyna, w ktdorej wymieniano atomy
wodoru podaczone z atomami azotu i
tlenu na deuter oraz dodatkowo wymie-
niono na deuter atom wodoru po#gczony
z atomem wegla CS

deuterowany chlorowodorek cytydyny,
w ktérym cytydyna jest O,N deutero-
wana oraz atom wodoru przy weglu C5
jest réwniez wymieniony na deuter

deuterowany azotan cytydyny, gdzie
cytydyna jest O,N deuterowana

s
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/\/\Cyd .

Cyd+~_PO
Y 3

~HACyd + ~3PON

cCydsHCI
£Cyd-~HCI
AHAFiCyd « ~CL
AHRCCyd="HCI
cCydesHNON

£Cyd +~NO_

AN4:=Cyd*~ND.,

£CydH3PO™
£Cyd-"3PON

deuterowany azotan cytydyny; cytydyna
jest D,N deuterowana oraz atom wodoru
przy atomie wegla C5 jest wymieniony
na deuter

deuterowany -fosforan cytydyny; cyty—
dyna jest O,N deuterowana

deuterowany fosforan cytydyny, gdzie
cytydyna jest D,N deuterowana i do-
datkowo deuter jest w pozycji 5;C5-D

chlorowodorek etenocytydyny

deuterowany chlorowodorek etenocyty-
dyny; cCyd jest O,N deuterowana

chlorowodorek etenocytydyny deutero-
wany przy atomach azotu i1 tlenu oraz
w pozycji C5

deuterowany chlorowodorek etenocyty—
dyny, gdzie etenocytydyna jest O,N
deuterowana oraz dodatkowo wprowa-
dzono deuter na miejsce atomu wodoru

w mostku etenowym przy atomie wegla C8

azotan etenocytydyny

deuterowany azotan etenocytydyny,
w ktorym cytydyna jest O,N deutero-
wana

deuterowany azotan etenocytydyny,
gdzie cCyd jest O,N deuterowana oraz
dodatkowa wprowadzono deuter przy
atomie wegla C5

fosforan etenocytydyny

deuterowany fosforan etenocytydyny,
w ktorym etenocytydyna jest O,N
deuterowana
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S-MeCyd~-Cl

3-MeCyd -f40"

3-MeCyd -CHASON
3-MeCyd*CO ,N-"H3-CI "

3-MeCyd CO,N- H3-NO™

3-MeCyd*CO,N-"3 « CHASON

3-Me”H"Cyd*-ClI

3-MeMH Cyd*-NO*

3-Me~MCyd™* + CHASON

Ado-HCI
Ado+NC1l

Ado*HNO

deuterowany -fosforan etenocytydyny,
gdzie etenocytydyna jest D,N deute-—
rowana oraz dodatkowa atom deuteru

jest przy atomie wegla C5

chlorek 3-metylocytydyny (atom
wodoru przy atomie azotu N3 zostat
zastgpiony grupa metylowa)

azotan 3—metylocytydyny ’
metyl osiarczan 3-metylocytydyny

deuterowany chlorek 3-metylo-
cytydyny, gdzie cytydyna jest Q,N
deuterowana

deuterowany azotan 3—metylocytydyny,
cytydyna jest D,N deuterowana

— deuterowany metylosiarczan 3-metylo—

cytydyny, cytydyna jest O,N deutero-
wana

deuterowany chlorek 3-metylo-
cytydyny, gdzie cytydyna jest O,N
deuterowana oraz réwniez jest deute-
rowana przy weglu C5

deuterowany azotan 3-metylocytydyny

. cytydyna deuterowana jest przy atomie

wegla C5 oraz O,N deuterowana

deuterowany metylosiarczan 3-metylo-
cytydyny, gdzie cytydyna jest O,N
deuterowana oraz dodatkowa deuter
jest przy atomie wegla C5

chlorowodorek adenozyny

deuterowany chlorowodorek adenozyny
gdzie adenozyna jest O,N deuterowana

azotan adenozyny
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Ado m~NO.

Ado-HPON
Ado+ AMPON

cAdo-HCI
cAdo-"HCI

~®Ado*NC1

Pu
Py
Cyt
£:Cyt
Do
Ac

X—ray

DSC
TGA

A-E.

deuterowany azotan adenozyny;
gdzie adenozyna jest O,N deuterowana

-fosforan adenozyny

deuterowany fosforan adenozyny;
adenozyna jest O,N deuterowana

chlorowodorek etenoadenozyny

deuterowany chlorowodorek eteno-—
adenozyny, gdzie etenoadenozyna
jest O,N deuterowana

deuterowany chlorowodorek adenozyny
gdzie adenozyna jest O,N deuterowana
oraz deuter zastgpit atom wodoru
przy atomie wegla CS

fazowy kat pseudorotacji

amplituda maksymalnego pofatdowania
kat torsyjny wzdduz wigzania C4’-C5’
kat torsyjny wigzania glikozydowego
puryna

pirymidyna

cytozyna

etenocytozyna

donor

akceptor

analiza rentgenograficzna monokrysz-
tat ow

roznicowa kalorymetria skaningowa
termograwimetria

analiza elementarna
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C/\

Cs

Ado

R =

Numeracja atoméw w oierscieniach heterocyklicznych

/

N cs 3N

3C c6 . 1C

6 Cyd

mC"1-i -

:>(? ; sC-

[
=©

yll
o - —y
o Pu, Lb Py
*frag”rmemi cidcroug = N
- L>2"
|
03" 270
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1IV. BADANIA WEASNE: WYNIKI 1 ICH DYSKUSJA

IV.1. Wykaz obiektéw badawczych

Cyd; Cyd- HCI; Cyd<HNO : Cyd-H3PO"; CydeHCI0";
(Cyd>=-HC10";

"HACyd ; NHACyde™HCH, "H"NCyde"HNo3; AHNCyd-"H3Po";

dCyd-HCI ; dCyd-HNO; dCyd-HzP0O"; dCyd-HCI107;

(dCydI~-HCl;  (dCyd)=*HNos3;  (dCyd)=*HaPo”;  (dCydI~-HCIOA;

cCyd; £Cyd-HCI; £Cyd=HNO3; £Cyd-H3PD";
"Wo2:cyd; AHA<rCyd « AHCE; ~HACCyd PHNO.t5 “HAECYd-"HaPQ™;
2HBceyd; 2h8ccyd-Hel ;
3-MeCyd <ClI ; 3-MeCyd -NO; 3-MeCyd -CHASON;
3-Me™H~Cyd*-CI 3-Me™HMCyd* +NO ; 3—Mchyd*|CH,,SO;\;

o
Ado; Ado-HCI,; Ado-HNO™; Ado-H3PO";
fAdo; rAdo-HCI,;

~"H®Ado; "~H™AdoHCI

IV.2. Stosowane metody badawcze
IV.2_.a. Analiza rentgenograficzna (X-ray)
W pracy mojej opieram sie na danych, jakich dostarcza ana-
liza X-ray: '
— o ddugosciach wigzan i wartosciach katéw w czgsteczce
— o0 konformacji czagsteczki (cztery parametry Altcny P, u_, v,
y>, '
— O systemie wigzan wodorowych w czasteczce.
W celu pordéwnania sity kazdego wigzania wodorowego wprowa-

dzono parametr AHB C1161, ktéry wyraza stopien skrécenia od-
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legtosci miedzy atomami protonodonora (D) -i protonoakceptora
(A) uwikdanymi w wigzanie wodorowe w stosunku do sumy promieni
van der Waalsa A1 D

AHB = (rD + rA) - da
rD, rA - promienie van der Waalsa atoméw A i D
ro = 1,45 A; rN = 1,55 A; rCl = 1,86 A C1053

da - odlegtosc Wiedzy atomami A i D wynikajgca z danych rent-
genogra-ficznych

AHB = (rD rA) — da 10 a > 160

UrueiM parametrem charakteryzujacym wigzanie wodorowe

J®st parametr AW CI1163, czyli entalpia zmian w systemie

wigzan wodorowych w poréwnaniu z entalpia tych samych ukdadow

bedacych uwik#anych w wigzanie wodorowe; —AHN wyrazamy w
kcal/mol.

Stosowang przeze mnie tymczasowg korelacje miedzy

parametrami AHB i -AH° przedstawiono w Tabeli 7 C1003.
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TABELA 7

Zaleznos¢ miedzy ddugosciami wigzan wodorowych wyrazonych przez
parametry AHB a wartoscig roznicy entalpii —AH°

1* 2* ' H 2% _ApH°"A*  moc
AHB  -AH° _Mmoc AHB  -AH®
AHB wigzan AHB
wodorowych wodorowych
0 0] 375 8,25
25 0,37 bardzo 400 9,00
50 0,75 stabe 425 9,75 0-030  mocne
75 1,12 450 10,50
100 1,50 !
- 0.015 1 460 13,5
125 1,87 470 16,5
bardzo
150 2,25 480 19,5 0.300
175 2,62 skabe 490 22,5 mocne
200 3,00 500 25,5
225 3,75
250 4,50
275 5,25
300 6.00 0.030 Srednie
325 6,75
350 7,50
1, wartosci AHB wyrazono w TR
*
2 / wartosci -AH° wyrazono w kcal/mol
3X ~AHN . o .
/ stosunek wyraza roznice entalpii (w kcal/mol) przypa—

dajaca na skrécenie wigzania wodorowego o 0,001 i, czyli o
jedng jednostke AHB.

W przypadku wigzan wodorowych bardzo s4abych i s#abych
skrécenie ich ddugosci o kazde 0,001 & zwieksza ich moc o
0,015 kcal/mol. Takie samo skrocenie d¥ugosci wigzan wodo-
rowych w zakresie wartosci AHB od 201-450 (wigzanie wodo-
rowe Srednie i mocne) zwieksza ich moc o 0,030 kcal/mol, a
w zakresie wartosci AHB od 451 do 500 az o 0,300 kcal/mol.
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w efekcie skrocenia wigzan wodorowych o 50 jednostek AHB,
czyli o 0,05 A w obrebie wigzan wodorowych bardzo s#abych
i stabych zwieksza ich moc o 0,75 kcal/mol, a w obrebie
wigzan wodorowych Srednich i mocnych o 1,5 kcal/mol, zas w
przypadku wigzan wodorowych bardzo mocnych o 15 kcal/mol.

IV.2_b- Spektroskopia w podczerwieni

Dane otrzymane z analizy rentgenograficznej odnosnie
dfugosci wigzan kowalentnych i1 wodorowych bydy mi pomocne przy
interpretacji widm IR. Widma IR zapisywano na aparacie Perkin-
-EImer 180. Pracowano na pd4ytkach z KBr. Widma wykonywano w
postaci zawiesin Kkrystalicznych substancji w nujolu i we
fluorolubie. Dla ultatwienia $Sledzenia zachodzacych zmian,
widma IR pogrupowane sa w pary, w ktérych jedno dotyczy

substancji normalnych, a drugie substancji deuterowanych. W

zakresie od 4000-2000 cm " przedstawiono widma we fluorolubie,

a od 2000—400 cm "~ widma w nujolu.

IV.2.c. RO6znicowa kalorymetria skanningowa (DSC) i analiza
termograwimetryczna_ (TSA)

Dane uzyskane z pomiarow termochemicznych (DSC i TGA)
wykonanych w zespole prof.dr W. Zielenkiewicza umozliwidy mi
uchwycenie i porownanie efektéw endo |1 egzotermicznych oraz
wielkosci ubytkédw masowych, towarzyszacych procesom topnienia,
transformacji, dehydratacji 1 rozkdadu badanych przeze mnie

zwigzkow.
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IV.2_.d. Metoda CNDO/2 B
W oparciu o geometrie czgsteczek ustalong metodami rent-
genograficznymi obliczono, weddfug metody CNDO/2 samouwzgled-
niajacego sie pola, pozytywne i negatywne gestosci elektronowe,
ktére przypisano poszczegdlnym atomom danego zwiazku. Wartosci
te bydy mi pomocne do okreslenia natury Kkroétkiego wewngtrz-

cMA=»teczkowego kontaktu 6C—H...05* w niektdorych nukleozydach i

ich solach.
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1V_.3. Wyniki wczesniejszych ustalen odnosnie struktury Cyd.

cCyd ™ ich soli chlorowodorkowych

IV.3_a. Struktury elektronowe Cyd i gCyd

Pierscien pirymidynowy w krysztale cytydyny (rys. 13)
C973 jest hybryda rezonansowa, gdzie oprocz granicznej Fformy
obojetnej istotny udziait maja dwubiegunowe formy rezo-
nansowe; w efekcie wystepuje znaczne wyréwnanie dfugosci wig-
zan endocyklicznych przy roéwnoczesnym wydduzeniu wigzania C2=0
i skréceniu wigzania C4-N4 CI183. W strukturze hybrydu rezo-
nansowego pierscienia pirymidynowego w Cyd dochodzi do vMytwo-
rzenia czastkowych +4adunkéw dodatnich na NI i N4 oraz
czastkowych #adunkéw ujemnych na C2 i N3. W postulowanej ko —

niugacji prowadzgacej do rozdziatu dadunkéw nie bierze udziatu
tylko wigzanie NI-C2.

Wprowadzenie mostka etanowego do czasteczki cytydyny
wigze sie z szeregiem istotnych zmian w d#ugosciach wigzan
fragmentu heterocyklicznego w etenocytydynie Cl12,1193. We
fragmencie tym mozna wyrézni¢ dwa ukdady wigzan: trzy
sprzezone ze sobg wigzania podwdjne C8?C7—N4:C4—§E:C6 oraz
dipol mezomerycznej grupy laktamowej 8;hm02-JNg. Te dwa
uktady sg od siebie oddzielone czterema wigzaniami C2-N3,
N3-C4, N3—C8, NI-(C¢>. DHugosci tych wigzan sa zblizone do
ddugosci wigzan pojedynczych C-N.

Podsumowujgc, przejscie Cyd—~"rCyd drastycznie ogranicza
rozsuniecie 4adunkéw wystepujace w pierscieniu pirymidynowym
cytydyny. To rozsuniecie 4adunkdéw w czgsteczce etenocytydyny
sprowadza sie tylko do dipola grupy Jlaktamowej, ktéry jest

izolowany od uk#adu sprezonych trzech wigzan podwdjnych.
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IV.3.b. Protonowanie Cyd i1 sCyd za pomocg kwasu solnego

W czAsteczce cytydyny protonowanie zachodzi na atomie
azotu N3, zas$ w etenocytydynie miejscem protonacji jest atom
azotu N4. Silne rozsuniecie cza,stkowych #adunkédw dodatnich i
ujemnych, jakie wystepuje w czgsteczce obojetnej cytydyny,
zostaje w jej kationie zastgpione mocno ograniczong delokali—
zacja dadunku dodatniego CI133. )

W obojetnej czagsteczce etenocytydyny rozsuniecie +Hadunku
dodatniego i ujemnego ograniczalto sie do hybrydu rezonansowego
grupy laktamowej, a po protonacji dochodzi do delokalizacji
+adunku dodatniego na caty obszar obu pierscieni. W kationie
etenocytydyniowym czgstkowy dadunek dodatni jJest zlokalizowany
na trzech atomach azotu NI, N3, NA4.

Oproécz roéznic sg tez podobienstwa strukturalne miedzy
obojetnymi czgsteczkami a ich solami. W czasteczkach obojet-
nych cytydyny i etenocytydyny grupa karbonylowa jest w#gczona

do mezomerii laktamowo—laktimowej, natomiast w obu kationach

CydH”™ i1 cCydH”™ grupa karbonylowa ma charakter izolowanej grupy
ketonowej. Mostek etenowy w tfCydHM-CI posiada charakter
izolowanego wigzania podwOéjnego C=C.

Uproszczone struktury elektronowe pierscieni heterocyk—

licznych Cyd, sCyd, CydH °CI i eCydH -Cl przedstawiono na
rysunku 13.
Przy przejsciu Cyd—"ydH”™ CI1 133 i sCyd--5-fCydH™ CI 123

nastepujga zmiany w ddugosciach wigzan i w wartosciach katéw.
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HCL

Cyd 0/dH*Cl

<0

CLHoC

E Cyd ECydH a-

Rys. 13. struktury elektronowe pierscieni heterocyklicznych
Cyd 1 cCyd 1 ich soli chlorowodorkowych.

0-r






IV.3.c. Konformacja molekularna fragmentéw nukleozydow,;
Konformacje badanych czgsteczek opisuje za pomocag
czterech parametrow Altony C97,983:
~ P — -fazowy kat pseudorotacji
- — amplituda maksymalnego po-fatdowania

— y — kat torsyjny wokét wigzania egzocyklicznego

C4’-CY%’
~ X ~ torsyjny wigzania glikozydowego
Rodzaj i stopien pofatdowania pierscienia rybozowego jest

charakteryzowany przez parametry P i VA, a konformacja egzo-
cyklicznej grupy hydroksymetylenowej H”C5*-05’H i orientacja
zasady wzgledem pierscienia cukrowego sg opisane katami tor—
syjnymi odpowiednio j*(05°-C5°-C4"-C3”) oraz ;~(C6-N1-C1°-01~>.

Te cztery parametry to najprostsza droga do opisu
geometrii i konformacji czgsteczek nukleozyddéw (Rys. 14).

Dane te wskazuja na podobienstwa konformacyjne istniejace
wewnatrz obojetnych zasad: cytydyny i1 etenocytydyny oraz podo-
bienstwa miedzy CydH "CI i £:CydH -CI . Drastyczne roéznice
obserwuje przy przejsciu od wolnej zasady do jej soli w posz-

czegolnych parach Cyd—"ydH"™-CIl i eCyd—>-cCydH™-CI”".

Pierscien cukrowy w obojetnych nukleozydach (Cyd i £Cyd>
wystepuje w konformacji 3’endo (°“"T?), podczas gdy w Formach

xx

protonowanych (Cde+ i "CydH ) konformacja pierscienia cukro-
wego jest 2’endo (“E,~T"). Wartosci fazowych katéw pseudorota-—
cji dla Cyd i sCyd sg niskie i bardzo podobne (9,1°; 10,6°),
podczas gdy dla ich soli chlorowodorkowych wartosci P sa wyso-
kie i tak w CydH -CI P wynosi 162° i jest to idealna wartosc¢
dla konformacji E, zas w jsCydH -CI P wynosi 170,5°, co wska-

2UJO na OKu 8O odchylenie od 2E i prowadzi do kon-formeru.
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Pomimo drastycznych roéznic dla wartosci P w Cyd,"" cCyd i
ich chlorowodorkach, pozostate trzy parametry maja podobne war-

tosci. We wszystkich przypadkach 4ancuch boczny przyjmuje kon-

formacje gauche”™ (+sc weddug nowej nomenklatury), maksymalna
amplituda pofatdowania u. oscyluje woké+ wartosci 38°, a
orientacja heterocyklicznej zasady wokét pierscienia cukrowego
jest we wszystkich zwigzkach anti. Jednak bardziej wnikliwa
analiza konformacyjna wskazuje, ze wystepujace roznice w war—
tosciach parametrow y i ~ powinny by¢ brane pod uwage.*

Katy torsyjne wokéd wigzania C4°-C5’ dla pary zasad (Cyd
i £Cyd) sa bardzo podobne (47,1°; 47,6°) i konformacja jest
gauche (+sc), ktdéra w obu przypadkach jest zdeformowana ok.
13° od idealnej konformacji gauche”. Wartos¢ y w protonowanych
nukleozydach (CydH"-Cl, «:CydH"-cl) tez miesSci sie w zakresie
konformacji gauche”, ale oba rotamery sg znacznie mniej zde-
formowane niz obojetne nukleozydy (w Cyd*HCI o wartos¢ 6,5°, a
w ~rCydH -CI o 1,6°). Wieksze roéznice wystepuja w wartosciach
glikozydowego kagta torsyjnego chociaz wszystkie mieszczg
sie w zakresie anti.

W obu obojetnych czasteczkach wartos¢ x Jest mniejsza od
20°, a roéznica miedzy wartoscig x w Cyd i eCyd wynosi 8,5°,
podczas gdy w kationach wartosci X sga o ok, 30 wyzsze
réznig sie miedzy sobg tylko o 3,1°.

Wed4ug Altony C1023 wartosci x wskazujg na dwumodalny

rozktad: gdy x — to konformacja dla rybozy jest
3’endo, typ N gdy x = 52° -15°, to konformacja jest 2’endo typ

Dane nasze potwierdzajg powyzszg regute, nie wskazujag
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jednak, Kktory z powyzszych dwdéch zakreséw jest termodynamicz-
nie bardziej stabilny.

Wszystkie powyzsze dane sg zebrane w tabelkach na rysunku 14.

1V.3.d. Krotki kontakt wewngtrzczasteczkowy

W Cyd i1 «CydH"*~-Cl jest obserwowane "‘wigzanie'™ wewngtrz-—

czgsteczkowe C6-H...05”. W Cyd d#ugos¢ H...D wynosi 2,33 ;, a
w sCde+—CI_ 2,27 g. Weddug Kkryterium z pracy C1033 odlegtosc
ponizej 2,4 2 miedzy atomami H...O moze by¢ zakwalifikowana
jako stabe wewngtrzczgsteczkowe wigzanie wodorowe. W czastecz-
kach Cyd i sCyd cztery parametry charakteryzujgce konformacje
czgsteczki sa catkiem podobne, =za$ o obecnosci wewngtrz—
czasteczkowego "'wigzania' wodorowego C6-H.._05 wystepujgcego
w krysztale Cyd moze sSwiadczy¢ 8,5° rdéznica w wartosci kata
torsyjnego x miedzy Cyd i eCyd.

Jak juz wspomniatam, wewngtrzczgsteczkowe wigzanie
wodorowe tego typu wystepuje zaréwno w Cyd jak i w «CydH™N-Cl~,
chociaz parametry P, y i X sg drastycznie rézne. Te obserwacje
wskazujg, ze parametry konformacyjne sg wzajemnie zalezne i
moga prowadzi¢ do réznych konformacji z minimum energii.
Jednak rola wewngtrzczasteczkowego wigzania wodorowego
C6-H...05 w Cyd i fCydH™-Cl jest nadal niejasna. Powstanie
tego kontaktu moze takze zaleze¢ od miedzyczgsteczkowego
oddziatywania. Mozna postawi¢ pytanie: dlaczego bliski kontakt
C6—H...05* nie wystepuje w czasteczce CydHM*CI ? Wszystkie
parametry konformacyjne protonowanych zasad sg zblizone. Obie
czasteczki wystepuja w konformacji 2’endo, konformacje egzo-
cyklicznej grupy hydroksymetylenowej jest (+)gauche, utozenie

czesci zasadowej wzgledem pierscienia cukrowego jest anti.






Istniejgce drobne réznice miedzy parametrami wydajga sie byo
wystarczajgce dla obecnosci w cCydH™M*CI wewngtrzczasteczko-
wego “‘wigzania” wodorowego miedzy C6-H...05* (C1043. Odlegtosc
C6-H...05" w Cde+*Cl_ wynosi 2,608 2, aw fCyd 2,54 2, czyli
w tycki dwoch przypadkach sa to odlegtosci istotnie dtuzsze od
tych, ktére wedtug kryteriodw rentgenogra-f icznych mozna
zakwalifikowa¢ jako wewngtrzczasteczkowe ™"wigzanie'"™ wodorowe

C1033.

IV.3.e. Oddziatywanie miedzyczgsteczkowe

Na rysunku 14 przedstawiono schematycznie wigzania wodo-
rowe istniejgce w monokrysztatach Cyd, £Cyd, CydH"™-CI i
cCydn*~"-CI””.

Oba obojetne nukleozydy wykazujg wysoki stopienn homoaso—
cjacji. Liczba réznych wigzan wodorowych, w ktorych bierze
udziat kazdy nukleozyd jest réwna liczbie grup N-H i O—-H pro—
tonodonorowych znajdujacych sie w czasteczce Cyd i1 cCyd.

W przypadku cytydyny donorami w sieci miedzyczgsteczko—
wych wigzan wodorowych sg dwa atomy wodoru podgczone z atomem
azotu N4 oraz trzy atomy wodoru po#gczone z atomami tlenu 02°,
03’ 1 05" we fragmencie cukrowym.

Funkcje protonoakceptorow pednig: atom azotu N3, atom
tlenu z grupy karbonylowej jako podwéjny protonoakceptor oraz
dwa atomy tlenu z grup hydroksylowych 02’ i 03". Centra proto—
nodonorowe i1 protonoakceptorowe sa rozdozone roéwnomiernie we
fragmencie cukrowym i zasadowym. Kazda czgsteczka cytydyny jest
podaczona z innymi czagsteczkami za pomocg dziesieciu miedzy—
czagsteczkowych wigzan wodorowych. Catkowita energia tych 10

HBs wynosi 7,98 kcal/mol.
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- Wprowadzenie mostka etenowego do czasteczki Cyd (Cyd—-—/
—~N"sCyd) zmniejsza liczbe centrow protonodonorowych z pieciu
do trzech. Zostaje zlikwidowana réwnowaga w rozdziale grup
protonodonorowych 1 akceptorowych w zrCyd. W czgsteczce eCyd
wszystkie grupy protonodonorowe (trzy) sa skupione we fragmen-
cie cukrowym. W pierscieniu heterocyklicznym sg dwa centra
protonoakceptorowe. W czgsteczce cCyd jest szes¢ wigzan wodo-
rowych. Interesujacym jest fakt, ze catkowita energia tych
szesciu wigzan wodorowych wynosi 9,78 kcal/mol i jest prawie o
2 kcal/mol wyzsza od energii wigzan wodorowych w Cyd.

W czasteczce cytydyny najsilniejszym centrum protonoak-
ceptorowym jest atom tlenu grupy karbonylowej, a drugim waznym
centrum jest atom azotu N3. W £Cyd najsilniejszym centrum pro—
tonoakceptorowym jest atom azotu N4. W cytydynie wszystkie
grupy hydroksylowe wystepuja jako akceptory 1 donory. Ich
zdolnosci protonoakceptorowe sg niskie. W £Cyd zas$s grupy
hydroksylowe sg silnymi centrami protonodonorowymi, a tylko
atom tlenu 03’ Jest protonoakceptorem. Protonowanie Cyd zmie-
nia wkasnosci protonodonorowe i protonoakceptorowe czasteczkKi.
Grupy hydroksylowe prawie catkowicie zatracity swoje wkasnosci
protonodonorowe i1 protonoakceptorowe. Protonowana czgsteczka
cytydyny wystepuje prawie wydgcznie jako protonodonor, centra
donorowe zlokalizowane sa we fragmencie heterocyklicznym. Role
protonoakceptora spe#nia tu anion chlorkowy. Kazdy anion Jest
poczwérnym protonoakceptorem, 4#czac w ten sposéb cztery
kationy. BezposSrednia homoasocjacja kationow dochodzi do g#osu
tylko poprzez bardzo stabe wigzanie wodorowe miedzyczgsteczko-

we 03°-H...02”. Dwa silne centra protonoakceptorowe w Cyd (02

(0]0)
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i N3) catkowicie zatracity te whasnosci w kationie CydH”, atom

tlenu na skutek zmienionego charakteru wigzania C=0, ktdre nie
uczestniczy w mezomerii laktamowej i zachowuje sie w Kkationie
CydH™ jak izolowana grupa ketonowa. Atom azotu N3 na skutek
protonacji 1 czesciowego 4+adunku dodatniego umieszczonego hna

tym atomie.

Protonowanie ~:Cyd, prowadzace do £CydH™*CIl~, zmniejsza

istotnie system homoasocjacji w ~CydH™ na skutek Tlikwidacji

wdasnosci protonoakceptorowych atomu azotu N4 i tlenu grupy
karbonylowej C=0. Jedynym centrum protonoakceptorowym w katio-
nie ~rCydH” pozostat atom tlenu O05°. W krysztale irCydK™-CI™
kazdy anion chlorkowy jest potréjnym centrum protonoakceptoro-
wym, H4aczac wokét siebie trzy rézne kationy cCydH™N. Bezpo-
Srednia homoasocjacja kationu fCydH dochodzi do gdosu poprzez
bardzo stabe wigzanie wodorowa 02°—H._..._.05".

Mimo podobienstw wystepuja interesujgce roéznice miedzy
strukturami  krysztatéw CydH"*’-Cl1 i £CydH™-CI"*“. Trzy wazne

centra protonodonorowe CydH** sg zlokalizowane w czesci cyto—

zynowej, podczas gdy w £CydH tylko jedna grupa protonodonoro-—
wa znajduje sie w pierscieniu heterocyklicznym, a pozostate
dwie grupy znajdujg sie we Ffragmencie cukrowym.

Sita czterech wigzan wodorowych z anionem chlorkowym jest
wyraznie rézna w CydH -ClI s trzy z nich maja Srednig moc, pod-
czas gdy czwarte jest stabe. W £CydH**Cl~ jedno wiazanie wodo-
rowe jest silne, jedno jest Sredniej mocy i Jedno jest stabe.

Wartosci aktywnosci donorowych powyzszych wigzan wynoszag
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N4-H  N3-H N4-H 05*-H 03*-H N4-H 02*-H
kcal/mol 3,3> 2,84 2,39 1,70 1,01 0,82 2,39
£CydH™  CydH™  CydH™  z:CydH™  ArCydH™*  CydH™  CydH~

Trzy najbardziej kwasne protony sg zwigzane 2z atomem

azotu. Takze grupa hydroksylowa 05*-H w rCdef—CI_ ma dosyd

wysokag aktywnos¢ protonodonorowa.

IV_3.-f. Interpretacja widm w podczerwieni dla Cyd, gCyd j
i-Ed chlorowodorkow

Przeprowadzona powyzej strukturalna analiza pordéwnawcza

Cyd, cCyd i ich chlorowodorkéw oparta o dane rentgenogra-ficzne
wykazata, ze przeksztatcenie czagsteczki cytydyny w
etenocytydyne jak i protonowanie tych czasteczek wprowadza

szereg istotnych zmian strukturalnych zaréwno we -fragmencie
heterocyklicznej zasady jak i we fragmencie cukrowym, a takze
w ich wzajemnym przestrzennym usytuowaniu i oddziatywaniach.
Dane rentgenograficzne postanowidam poréwna¢ z widmami tych
preparatow w podczerwieni. Widma IR krystalicznych preparatow
z powodu silnej homoasocjacji, w ktdérej uczestniczg wszystkie
grupy OH 1 N-H jako protonodonory, sa bardzo trudne a
wlasciwie niemozliwe do peknej interpretacji, czyli do
przypisania kazdemu pasmu oscylacji okreslonego wigzania. W
celu utatwienia tego zadania otrzymano substancje 0,N-—
-deuterowane, na ktorych widmach IR obserwuje sie daleko idace
zmiany w stosunku do widm preparatéw niedeuterowanych, dla
ktérych rejon 3500—1500 cm * by* nieczytelny. W preparatach
deuterowanych mozna w tym rejonie zaobserwowaC cztery zespoty
pasm. Trzy z nich pochodzg od drgan walencyjnych trzech

roznych typow wigzan X-H.
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Pierwszy zakres 3500-3200 cm » oraz zakres 2800—-1900
cm_l, to pasma odzwierciedlajace miedzynukleozydowe lub
miedzyjonowe oddziatywania pochodzace od drgan rozciggajacych
wigzan N-H; N-~H; O-H; O-"H.

Drugi zespot pasm jest skoncentrowany w rejonie 3200-2800
cm_l; wywodzi sie on od drgan walencyjnych wigzan C-H.

W zakresie 1800—1500 cm ™ wystepuja pasma wywodzgce sie
od drgan walencyjnych wigzan podwéjnych C=0; C=N; C=C i drga-
nia pierscieni heteroaromatycznych.

Omawianie widm IR rozpoczne od pasm odzwierciedlajacych
oddziatywanie miedzynukleozydowe, tj. rejon 2800-1900 cm W
rejonie tym wystepujg dwa lub wiecej szerokich i wiekszosci
z4ozonych pasm. Ksztatt i iIntensywnos¢ tych pasm wskazuje na
wyrazne roznice miedzy rozpatrywanymi nukleozyriami. Réznice te
biorg poczatek od réznego typu i liczby wigzan N-2H i O—""
uwik#anych w rézny typ wigzan wodorowych (Tabela 8).

W Tabeli S przedstawiono IS miedzyczasteczkowych wigzan
wodorowych wystepujacych w krysztakach Cyd, cCyd, CydH -ClI ,
cCydH™-Cl . Przyjmuje, ze te same sieci wigzan wodorowych,
ktére sa obserwowane w krysztatach technikami rent—
genogra-ficznymi wystepujg tez w krysztatach O,N deuterowanych
pochodnych. Wszystkie pasma wystepujgce w rejonie 2600-1900
cm 1 przypisuje drganiem walencyjnym wigzain 0-2H i N—2H, ktére
uczestniczg w miedzyczasteczkowej asocjacji.- Upraszczajac

sprawe, zak#adam, ze parametr -AH® charakteryzuje roéwnie

dobrze wzglednag site wigzain wodorowych jak i deuterowvch.
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Poréwnanie typow wigazan wodorowych wystepujacych w kryszta—

+ach Cyd,

£:Cyd i

ich solach chiorowodorkowych. Wzgledna sida

pojedynczych wigzan wodorowych jest scharakteryzowana przez
wartosé —AH®

DO
N3-H
N4-H*
N4-H"
02*-H
03*-H
05*-H

DO—H

N3-H

N4-H’

N4-H"

02*-H

03’ -H

C5*-H

Wysoki

i>0 —"H. .
(0]

Cyd

...02*
(v2480)

.. .02
(u2570)
...03*
(k2590)

N4
v2430

.. .02
V2360

...\c
vDO— H.._AC

___CI~-
v2200

...Cl-
v2320

-..CI*
1>2410

)

--..02
v2580

. *». 03 A

parametr —AH

.Ac

-AH®
kcal/mol

0,70

0,4+

1,44

~AH®

. kcal/mol

sCyd
e _AH®
uDO—‘lH_-.AC kcal/mol
_ 03*
152440 1,49
_..N4
£2250 2,20
. .02
172500 1,20
S=ooooE==»===*=3Jcs ==========-=g
XrCydH***- ¢
A _AH®
vDO— H-_.-Ac kcal/mol
_..c1”
v2150 3,68
---05 0,23
_..c1”
U2500 1,01
_..C1”
U2430 1,70

odpowiada mocnemu wigzaniu wodorowe—

L . . 2 . fe = 2 _
mu. Z szesciu wigzan wodorowych N—"H mozna wyroznic¢ trzy silne

i trzy stabe wigzania wodorowe.

dorowych protonodonory sg w istocie w postaci N»

W tych silnych wigzaniach wo-

a nie w
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postaci N— H, poniewaz wigzania te sa obecne w >krysztatach
CydH -CI i sCydH -ClI . Analiza rentgenogra-ficzna jednoznacz-

nie okresla miejsce protonowania. W obu wyzej wymienianych

solach proces ten zachodzi na atomach azotu (na N3 w CydH™N-CI

i na N4 w .cCydi™-Cl ). Z danych X-ray wnioskuje takze, =ze

dodatni #adunek w obu kationach jest zdelokalizowany roéwniez
na inne atomy azotu. Poniewaz w tych trzech silnych wigzaniach

wodorowych centra donorowe sg +#atwo dostepne dla aniondw

chlorkowv®ch, przyjmuje, ze ro6znice w wartosciach AHB lub —AH°

tych wigzan odzwierciedlajg wzgledng kwasowosS¢ grup N"-H,
lis

czyli wzgledng aktywnos¢ protonodonorowg. W konsekwencji

najsilniejszg grupa protonodonorowg wsrod omawianych nukleozy-
déw jest grupa N*M|-H w cCydH™-CI ; -AH® = 3,68. WSrod dwunastu
wigzan wodorowych z grupami O-—" mozna wyro6zni¢ cztery bardzo
stabe i1 osiem stabych wigzan wodorowych. Moc tych wigzan waha
sie w granicach od 0,01 do 2,63 kcal/mol. Poniewaz grupy O-H,
uczestniczgce w dwunastu wigzaniach wodorowych O-H.._Ac od-
dzialywujg z czterema réznymi centrami protonoakceptorowymi,
ktérych role pednig: atomy azotu, grupa karbonylowa, grupy
hydroksylowe i aniony chlorkowe, wiec trudno jest poroéwnac¢ ich

wtasnosci protonodonorowe i okresli¢ wzgledng ""kwasowosSc¢'.

Rejcn drgan rozciggaiacvch wigzan podwdinvch (1750-1500 cro~">
W rejonie tym oproécz pasm wywodzgacych sie od drgan roz-
ciagajacych wigzan podwéjnych C=0, C=N i C=C wystepuja takze
pasma pochodzgce od drgan rozciggajacych pierscieni heterocyk-
licznych jak réwniez obecne sg pasma od drgan zginajacych wig-

zan N-H i O-H. Aby wykluczy¢ z ponizszej dyskusji te ostatnie
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pasma, mnie iInteresowa¢ widma IR preparatéow O,N deutero—
wanycb. W rejonie 1750—1500 cm * mozna zaobserwowa¢ trzy lub
cztery interisyv'™>»ne 1 przewaznie szerokie pasma absorpcyjne.
Poniewaz pasma te sa, w pewnym stopniu pochodnymi elektronowych
struktur heterocyklicznych -fragmentow zasadowych nuk#eozydéw,
ich interpretacje bede opiera¢ o struktur>" elektronowe tych
fragmentow oméwnionych wczesniej (rys. 13).

Crtery pasma pojawiajgace sie na widmie IR cytydyny w za-

kresie 1750—1500 cm » mozna przypisa¢ nastepujgaco; 1640 cm " —

pasmo dla drgan grupy karbonyloviej C=Q bedacej silnie wcigg-

nieteyj w mezomerie Blaktamowg. Pasma 1605 i 1500 cm_1

odpowiadaja drganiom pierscieni heteroaromatycznych, zas pasmo

przy 1520 cm * pochodzi od drgan rozciagajacych wigzania egzo—

cyklicznego C4-N4, ktdére ma czesciowo charakter wigzania pod-—

2

wojnego (widmo nr i). W widmie IR protonowanej Cyd (Cyd“H" -Cl17)

2w zakresie 1750—1500 cm ~ nadal sg cztery pasma, ale z powodu

zmian w elektronowej strukturze protonowanego fragmentu

pirymidyny obserwuje wyrazne ich przesuniecie w strone wyzszej

czestosci 1 lepsze ich rozdzielenie. Grupa karbonylowa, nie
bedac uwik#ana w zaden rodzaj meroinerii, absorbuje przy 1710
cm Pasmo to jest przesuniete o 70 cm » w strone wyzszej

czestosci w stosunku do tego, ktore wystepuje na widmie IR
Cyd. Jest to konsekwencjg protcnowania na atomie azotu N3,
ktéra znosi rozdzielenie #adunkéw obecne w Cyd i1 wprowadza de—
lokalizacje tadunku- Przy 1520 i 1530 cm_1 wystepuja pasma
pochodzace od zdeformowanych drgan walencyjnych pierscienia
heteroaromatycznego. Silne pasmo przy 1655 cm * pochodzi praw-
dopodobnie od drgan walencvjnych dwéch skoniugcwanych wigzan

podwéjnych 6C=C5-C4=NH" Ciosl (widmo nr 2).
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Wprowadzenie mostka etenowego do czasteczki cytydyny wy—"
raznie zmienia strukture elektronowg czasteczki oraz widmo IR.
W zakresie 1750-1500 cm t wystepuja tylko trzy pasma

absorpcyjne przy 1675 cm 1615 cm ~ i 1540 cm Pierwsze z

nich pochodzi od drgan walencyjnych vC=0 i jest przesuniete w
strone wyzszej czestosci p 35 cm N w stosunku do odpowiadajag-
cego mu pasma na widmie IR Cyd. Grupy karbonylowe w dwéch nu-
kleozydach Cyd i sCyd uczestnicza w mezomerii laktamowej lub
imino—enamino—laktamowej, ale poniewaz rozdzielenie 4adunku w
sCyd jest mniejsze, dlatego wigzanie C=Q jest krotsze w sCyd i
w konsekwencji drgania walencyjne uC=Q sg przesuniete do
wyzszych czestosci. Grupa laktamowa nie jest skoniugowana z
drugim chromo-forem obecnym w rCyd, tzn. z systemem trzech sko-—
niugowanych wigzan podwéjnych. Ten chromofor jest zaznaczony
na widmie IR £Cyd przez dwa pasma 1615 i 1545 cm » (widmo nr
3). Podobnie bardzo duze zmiany wprowadza protonowanie TCyd,
chociaz rézne od tych, ktore obserwujemy w protonowanej Cyd.
Podobienstwa koncentrujg sie w czestosciach drgan grupy karbo-—
nylowej, ktéra w obu kationach posiada drgania walencyjne
przesuniete w strone krotszych dhugosci -fal i tak dla drgan
vC=0 w £Cyd2H+—CI_ czestos¢ wynosi 1720 cm_l (widmo nr 4), a
dlavc=0 w Cyd H *C1 czestos¢ wynosi 1710 cm™1 Wigzanie pod-
wéjne z mostka etenowego C=C nie Jest skoniugowane z innym i

absorbuje przy 1630 cm™L
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Re_lon drgan rozciggaiacvch wigzan C-H wystepujacvch we

fragmentach heterocykl icznvch zasad 3200-3000 cm * i
czesciach cukrowych 3000-2800 cm *

Na widmach IR preparatéw O,N deuterowanych nukleozyddw
mozna w rejonie 3200-2800 cm " wyrézni¢ dwa kompleksy pasm od-
dzielone od siebie gktebokim minimum przy ok. 3000 cm Ostre
pasma zlokalizowane przy wyzszej czestosci pochodzg od drgan
walencyjnych fragmentdéw zasad heterocyklicznych. Atomy
wegla wystepuja tu w hybrydyzacji sp2. Drugi ~zespé+ drgan
pojawiajacy sie przy nizszych czestosciach 3000-2800 cm~"
zwigzany jest z drganiami walencyjnymi uC-H fragmentéw cukro-
wych. Wegiel posiada tu hybrydyzacje sp”™. We fragmentach zasad
heterocyklicznych w przypadku pary Cyd i CydH™*CI wystepuja
dwa wigzania C-H (przy atomach wegla C5 i C6>, wiec mozna sie
spodziewa¢ dwoéch pasm absorpcji. Zas w przypadku £Cyd i
tfCydH™-Cl  wystepuja cztery wigzania C-H (przy atomach wegla
C5, Ce6, C7 1 C8), czvli mozna oczekiwa¢ czterech pasm
absorpcji.

W widmie IR Cyd (widmo nr 1) wystepuje tylko jedno
szerokie pasmo absorpcji z maksimum przy 3080 cm Na pod-
stawie danych rentgenograficznych wnioskuje, ze endocykliczne
wigzania we fragmencie zasady heterocyklicznej w krysztale Cyd
sa usrednione (z wyjatkiem wigzania N1-C2), co moze powodowac
usrednienie drgan dwéch wigzan C-H do jednego pasma absorpcji
na widmie IR Cyd. Fakt, ze oba wigzania C-H posiadajg jedno
pasmo absorpcji, moze by¢ takze spowodowany istnieniem sdabego
wewngtrz czgsteczkowego "“wigzania*" wodorowego miedzy

C6-H__ C5".
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w preparacie 0O,N deuterowanym cytydyny wprowadzono takze
deuter na miejsce atomu wodoru przy atomie wegla C5. Na widmie
IR tego preparatu obserwuje wyrazne zmniejszenie intensywnosci
pasma absorpcji przy 3080 cm_1 Na widmie IR preparatu
Cyd H *C1 wystepuja dwa dobrze rozdzielone ostre pasma przy
3120 cm ~ i1 przy 3060 cm * (widmo nr 2).

A Z analizy struktury elektronowej protonowanej Cyd
wnioskuje, ze pierwsze z wyzej wymienionych pasm pochodzi od
drgan walencyjnych uC5-H, poniewaz atom f/egla C5 jest blizej
4+adunku dodatniego, Kktdory jest rozprzestrzeniony na atomach
azotu N3; N4 niz atom wegla C6. Dowodem na to jest widmo IR
preparatu 2H5Cyd2H+lCI_, w ktérym oprécz wymiany atoméw wodoru
przy atomach O,N na deuter wprowadzono réwniez atom deuteru w
miejsce atomu wodoru przy atomie wegla C5. Pasmo absorpcji,
ktére by#o zlokalizowane przy 3120 cm 7 ulegto bardzo
wyraznemu zmniejszeniu (widmo nr 2). W widmie IR xrCyd obserwuje

cztery pasma absorpcji pochodzgce od drgan walencyjnych

czterech wigzan vCsz—H. Wystepuja one przy nastepujacych

liczbach -falowych: 3150 cm~~, 3105 cm~"~, 3085 cm~~, 3070 cm~-"

(widmo nr 3).
Protonowanie eCyd wprowadza duze zmiany na widmie IR pre—
I —

2 - . - . -
paratu sCyd H -CI ; w rezultacie otrzymuje sie cztery rozdzie-

lone pasma wywodzgce sie od drgau® walencyjnych vC-H przy nas-
tepujacych czestosciach: 3200 cm~», 3150 cm~~, 3120 cm~", 3075
cm Dwa pierwsze pasma przy wyzszej czestosci pochodzg od
drgan walencyjnych vC8-H i vC7-H, a pozostate dwa drgania

walencyjne to uC5-H i1 vC6-H (widmo nr 4).
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Dosy¢ duze przesuniecie pasm pochodzacych od drgan wigzan
C—H z mostka etanowego w strone wyzszych czestosci mozna
wyjasnic¢ tym, ze wigzanie C7=C8 posiada charakter 1izolowanego
wigzania podwéjnego oraz wystepuje efekt indukcyjny; na obu
atomach azotu N3 i N4 zlokalizowany Jest czgstkowy +adunek
dodatni . !

Synteza preparatu cCydH™-Cl dodatkowo selektywnie deute—

rowanego w pozycji Cs w mostku etanowym vjykazata, ze na widmie

IR pasmo wystepujgce przy 3200 cm * bardzo znacznie zmniejsza

intensywnos¢, czyli stad mozna wyciagng¢ wniosek, ze pochodzi
ono od drgania vCs—H. Pasmo przy 3070 cm " przypisuje drganiom

uCe—H, a przy 3120 (:m_-1 drganiom vC5-H. Do takiego przypisania
poszczegélnych pasm upowazniaja mnie dane z analizy rentgeno—
graficznej dotyczace bliskiego kontaktu C6-H.. .05, wystepuja-
cego w czasteczce cCyd2H+—CI_.

Przeprowadzono rowniez reakcje selektywnego deuterowania

soli cCyd dodatkowo w pozycji C5. Na widmie IR 2H50CydAAH+*C1_

nie wystepuje pasmo przy czestotliwosci 3120 cm~", czyli nale-

zy ono do drgan vC5-H.

Drgania walencyine #C—H czesSci cukrowei
We wszystkich badanych zwigzkach wystepuje ta sama liczba
wigzan C-H we fragmencie cukrowym. Jest ich w sumieG,
Bardzo trudno jest przewidywa¢ zmiany w pasmach absorpcji
drgan walencyjnych vC-H czesci cukrowej, poniewaz protonowanie
czy wprowadzenie mostka etenowego nie obejmuje bezposrednio

reszty cukrowej nukleozydu.
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Przeglad rejonu drgan w czesci cukrowej pokazuje,
ze nie ma prostej korelacji miedzy konformacjg pierscienia
cukrowego a podtozeniem pasm absorpcji pochodzacych od drgan
walencyjnych vC—H fragmentu cukrowego.

Wstepna analiza pordéwnawcza widm IR badanych zwigzkéw w
tym rejonie, w ktdérym wystepujg drgania uC-H reszt cukrowych
zacheca do otrzymania preparatow selektywnie deuterowanych np.
w grupie metylenowej i przy atomie wegla CI°, gdyz
wtedy mozna by poszczegdlne drgania skorelowa¢ =z konformacja
pierscienia cukrowego i konformacja +auScucha bocznego

Co"HM-0S"H.
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IV. 4. Wpdyw przeciwaniondw NO_ i. HMPO”N na konformacje protonowaneao”

kationu CydH™ — wvniki wczesniejsze

Postaram sie teraz odpowiedzie¢ na pytanie czy, a o 1ile
tak, to jaki wptyw na konformacje 1 strukture elektronowa pro-—
tonowanych nukleozyddéw wywiera rézny przeciwanion.

Zajme sie oméwieniem cytydyny protonowanej kwasem azoto-
wym czyli CydH™-NO”, ktdérego struktura monokrysztatu zostata
rozwigzana na drodze''rentgenograficznej C1073. Anion azotanowy
NON  stosunkowo rzadko wystepuje w Jjonowych strukturach
organicznych, stad niezbyt duzo wiemy o0 jego zdolnosciach
asocjacyjnych, ktére muszg by¢ istotnie inne od anionu
chlorkowego. PH#aska struktura 1 delokalizacja 4adunku ujemnego
na trzy atomy tlenu stwarza mozliwosci dimeryzacji anionu NO.A
z odpowiednio usytuowanymi grupami protonodonorowymi czesci
kationowej.

Ddugosci wigzan i1 katy walencyjne w kationie cytydyniowym

ze soli azotanowej przedstawiono na rysunku 15.
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Poréwnanie tych danych z danymi uzyskanymi dla kationu
cytydyniowego soli chlorowodorkowej wykazuje, ze nie ma
wyraznych roéznic w wymiarach ddugosci wigzan i w wartosciach
katow czesci cytozynowej i na tej podstawie zaktadam, ze
struktura elektronowa kationu cytydyniowego w CydH”N*NO”™ winna
by¢ taka sama Qlub bardzo podobna do tej zaproponowanej
wczesniej dla kationu CydH™ w soli chlorowodorkowej. Inna jest
wartos¢ kata torsyjnego x (17,0°) wigzania glikozydowego w
CydH od tej, ktorag obserwuje sie w CydH -CI ~ 45,7°).
Obie te wartosci, mimo ze réznigce sie o blisko 30°, mieszczg
sie w zakresie konformacji "anti'.

.N _AH_' i
Itcor 1/mol

MM

M."5

Cycl ¢ om

Vo "en r X
2>"en<lo cuntL

A2.7° 35._4* 53.6"

Rys. 16






Fakt ten jest prawdopodobnie powszechny w nukleozydach, w
ktérych wystepuja réznice w konformacjach czgsteczkowych i w
oddziatywaniach miedzyczgsteczkowych, nie znamy jJednak dotad
przyczyn, ktére powoduja tak znaczne roéznice w wartosciach
katow torsyjnych ;T anti™.

Na rysunku 16 przedstawiono schematycznie system Wia"zan
wodorowych w soli azotanowej cytydyny jak roéwniez w tabeli

podano wartosci czterech parametréow Altony.

Pierscien cukrowy w CydHM*NON posiada konformacje 3"endo

2"egzo (“"T™)» Konformacja pierscienia cukrowego jest charakte-

ryzowana przez fazowy kat pseudorotacji P, ktdory wynosi 12,77
i amplitude maksymalnego pofatdowania rowng 35,4°.
torsyjny wokéd egzocyklicznego wigzania C4"-C5° 'y wynosi
53,6°, co oznacza, ze jest preferowana konformacja ¢"*’<-5C).
Kat torsyjny wigzania glikozydowego X wynosi 17,0°, czyli
wartosé jego miesci sie w zakresie antil

Konformacja pierscienia cukrowego w azotanie cytydyny

CydH™-NON jest wyraznie inna od obserwowanej w chlorowodorku
cytydyny CydH**~-Cl , natomiast jest bardzo podobna do teil,
ktéra charakteryzuje wolng zasade Cyd.

Pierscien cukrowy w cytydynie wystepuje w konformacji
3"endo (“T™). P wynosi 37,9°, a ma wartosé 37,9°. Kat tor-

syjny dla wigzania C4"-C5" y wynosi 47,1° i przyjmuje konfor-
macje g~, a kat torsyjny X przyjmuje wartosé 18,4° i miesci
sie w zakresie "anti'.

W obu zwigzkach tzn. w Cyd 1 CydH <NO™ obserwuje sie

wewnatrzczasteczkowe "'wigzanie'" wodorowe C6-H...05".

S3






13 1111

Anion azotanowy w krysztale CydH *NOW znajduje sie nad
kationem cytydyniowym w odlegtosci 3,2 & i pokrywa sie z re-
gionem C4-C5-C6-N1 kationu cytydyniowego. W efekcie powstaje
"para jonowa'" na skutek elektrostatycznego przyciagania miedzy
czastkowymi dadunkami ujemnymi anionu NO™ zlokalizowanymi na
NIO, 012 i 013 oraz czastkowymi +4adunkami dodatnimi kationu
cytozyniowego zlokalizowanymi na NI, N3, C2 i C4 - co w

uproszczony sposOb przedstawia rysunek 17.

Rys. 17
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Sie¢ wigzan wodorowych w CydH”eNO  (TABELA 9)

D-H...A —AH® kcal/mol

wigzania miedzyczasteczkowe

N3-H3...013 2,61 ‘
N4-H>_...011 0,29 p
N4-H"__ 012 0,01
02"-H...011 0,01
03"-H__ 05" 1,00
05"-H...02 0,01
C5-H.. .013 1,53

"wigzania™ wewngtrzczasteczkowe

C6-H__ 05" 3,05
02" -H...03" 1,28

Najsilniejszym wigzaniem wodorowym jest wigzanie N3—H...
..013. Grupa hydroksylowa 02°"—H jest protonodonorem i tworzy
rozgatezione wigzania wodorowe, z ktorych jedno jest miedzy-
czgsteczkowym wigzaniem wodorowym 02"—H.._.011, a drugie jest
wewngtrzczasteczkowym wigzaniem wodorowym 02°-H._._03".

Podobne wewnatrzczgsteczkowe wigzanie wodorowe 02*-H...03"
jest obserwowane w ~AdoH *Cl1 , ale pierscien cukrowy wystepuje
w tej czasteczce w konfbrmaqji 2"endo Cﬁlo).

W krystalicznym azotanie cytydyny wystepujg takze dwa
"wigzania" wodorowe C-H...0 z udziatem atoméw wodoru H5 i H6.
Jedno z tych wigzan C6-H...05" to wewngtrzczasteczkowe
"wigzanie'™ wodorowe, bardzo podobne do obserwowanego w Cyd.

lepszego zbadania wpdywu przeciwanionu na konformacje

i strukture elektronowg protonowanych nukleozydéw otrzymatam
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rowniez fos-Foran cytydyny CydH -H-PO.. Otrzymatam takze D,N
deuterowane analogi -fosforanu 1 azotanu cytydyny oraz ich
specyficzne deuterowane sole w pozycji C5—2H (widmo nr 7).

W widmach IR tych preparatow (widmo nr 6,7) w zakresie
2800—1900 cm gdzie wystepuja drgania walencyjne wigzan
iW—ZH i %KL—H mozna zaobserwowa¢ roéznice, co Swiadczy o
réznych systemach wigzan wodorowych w omawianych dwéch solach!
azotanie 1 Tosforanie cytydyny.

W rejonie 3200-3000 cm gdzie obserwuje sie drgania
walencyjne wigzan i"C—H w azotanie cytydyny sg widoczne dwa

nakdadajgce sie pasma przy 3085 cm ~ (dla vC5-H) i 3080 cm~"

(dla vC6-H). Takie przypisanie pasm jest na pewno prawiddowe.
co wynika z widma IR ""H""CydH -NO , na ktdérym pasmo przy 3085
cm " nie wystepuje.

W fosforanie cytydyny CydH -HMPON w rejonie 3200-3000

Cm_1 wystepuja rowniez dwa blisko potozone pasma, tym razem

pasmo przy 3080 cm * odpowiada drganiom VvC5-H, a przy 3070
cm " drganiom vC6—H.

W zakresie 1750-1500 cm " dla drgan rozcigagajacych wigzan

podwéjnych nie obserwuje sie wiekszych zmian 2z wyjatkiem

roznicy dla pasma odpowiedzialnego za drgania grupy

karbonylowej C=0. | tak w CydH ‘MO- drganie to wystepuje przy
1685 cm a w CydH™M-HMPO drgania grupy karbonylowej
wystepuja przy 1700 cm R6znica ta moze wynika¢ stad, ze w

azotanie cytydyny tlen karbonylowy jest protonoakceptorem dla
atomu wodoru z grupy hydroksylowej 05°-H (05°-H...02) (patrz

widma 6 i 7).

>30






Na widmie (nr 5) poréwnuje O,N deuterowane preparaty
azotanu 1 -fosforanu cytydyny z D,N deuterowanymi preparatami!

cytydyny i1 chlorowodorku cytydyny.

Widma IR CydH NO™ i CydH eH™PQ sa wyraznie 1inne od

widma CydH"~-Cl w rejonie drgan rozciagajacych vC z-H, ale sa
Sp
one podobne do widma cytydyny w tym zakresie. Na tej podstawie
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przypuszczam, ze protonowany-kation CydH™ w CydHMHMNPON posia-

da wewngtrzczAsteczkowe "wigzanie” wodorowe C6-H...05",
podobnie jak wolna zasada Cyd i azotan cytydyny CydH “NO™,
ktorych istnienie postuluje analiza rentgenogra-ficzna. Celowe
w tym miejscu jJest pytanie, czy moje przypuszczenie jest
uzasadnione, tzn. czy postulowane wewngtrzczgasteczkowe, “wigza-
nie” wodorowe jest istotnie zwigzane z konformacjag pierscienia
cukrowego (2"endo lub 3*endo>. OdpowiedZz na to pytanie moze
da¢ analiza rentgenogra-ficzna dla Cde*P—I-!NPO*T (w tym czasie,
gdy to pisatam, analiza X-ray dla -fos-foranu cytydyny byda w
toku).

Z danych X-ray dla CydH”™-NO™ i dla Cyd wynika, ze w obu
monokrysztatach wystepuja wewnatrzczasteczkowe "wigzanie"
wodorowe.

Podobna jest takze konformacja catych czgsteczek w obu
krysztatach (podobne cztery parametry konformacyjne Al tony).
Na szczegdlne podkreslenie zastuguje taka sama konformacja
pierscieni cukrowych w obu zwigzkach, tzn. 3’endo (“T")- Czyli
przy przejsciu Cyd ~CydH *NO™ jest zachowana konformacja
pierscienia cukrowego, podczas gdy przy przejsciu
Cyd~73de+‘CI7 pierscien cukrowy zmienia konformacje z 3*endo
na 2’endo, czyli zmiany w strukturze elektronowej czesci
zasadowej wprowadzone przez protonowanie cytydyny nie maja
wyraznego wpdywu na konformacje pierscienia cukrowego w
kationie cytydyniowym. Role te spe#niaja przeciwaniony, cCoO
daje sie zaobserwowac¢ przy poréwnaniu struktur Cyd, CydH~-CI'™™
i CydH"~-NO”.

Aktywnosci protonoakceptorowe anionéw chlorkowych i azota-

nowych sa bardzo rézne, co jest prawdopodobnie zwigzane z ich
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roznymi  wymiarami, roézng geometrig i topografig centroéw
protonoakceptcrowych
Gba aniony preferujag fo."”mowanie wigzan wodorowych z naj-
bardziej aktywnym protonodonorem, chociaz kazdy z nich
realizuje to w inny sposéb, na skutek roznej geometrii tych
anionéw-vAnion chlorkowy posiada konfiguracje tetraedryczng, a
anion aébtanowysp+aska — trygonalng. |
Anion chlorkowy w CydH "Cl wigze trzy kationy cytydyniowe
wydgcznie przez trzy donory N —H, tworzgc asymetryczng struk-
ture rozcigagajgaca sie w trzech wymiarach. Ten rodzaj oddziaty-
wan nie zostawia fragmentom cukrowym wiekszych mozliwosci do
realizacji ich wkasnych specyficznych typow asocjacji, prawdo-
podobnie z przyczyn eterycznych. Stad w CydH™-CI istnieje
jedno stabe wigzanie wodorowe miedzy fragmentami cukrowymi, w
ktoérym grupa hydroksylowa 03’-H jest protonodonorem, a atom
tlenu z grupy hydroksylowej 02°-H jest protonoakceptorem oraz

wigzanie wodorowe miedzy pierscieniem cukrowym a anionem

chlorkowym, gdzie grupa 02°’—-H jest protonodonorem. Ten system

heteroasocjacji powoduje zmiane konformacji fragmentu
cukrowego z 3’endo do 2’endo. Poniewaz grupa hydroksylowa
05°—-H jest w monokrysztale CydH "CI w  minimalnym stopniu

uwikdana w asocjacje miedzyczasteczkowg (tworzy tylko bardzo
stabe wigzanie wodorowe z atomem tlenu grupy hydroksylowej
03’—H), bydé moze jest za mocno labilna, aby mog#o powstac
wewngtrzczgsteczkowe "wigzanie'"™ wodorowe C6-H.._.057, w ktdorym
atom tlenu grupy 05°-H bydby akceptorem protcnu z grupy C6—H.

Anion azotanowy jest pltaski. Geometria jago jest sprzyja-

jaca do tworzania dwéch wigzan wodorowych z kationem CydHA.
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Zak¥adam, +e realizacja tego typu heteroasocjacji miedzy
NON i CydH”™, prowadzgca do pary jonowej z dwoma wigzaniami
wodorowymi powoduje, ze -fragmenty cukrowe nie tracg swoich
wdasnych zdolnosci do tworzenia wigzan wodorowych. W efekcie
ich aktywnosci protonodonorowe i protonoakceptorowe sg reali-

zowane bez przeszkdéd w podobny sposéb jak w krysztale

cytydyny.
Grupa hydroksylowa 05°—H w CydH~"NOMN jest zaangazowana W

dwoéch miedzyczasteczkowych wigzaniach wodorowych. Nie jest

wiec tak labilna jak to ma miejsce w CydH™M*CI i by¢ moze
dlatego tworzy dodatkowy krotki wewngtrzczgsteczkowy
"kontakt', ktory w CydH™-NO™ jest krotszy od podobnego

kontaktu obserwowanego w Cyd.

Na podstawie widma IR O,N deuterowanego preparatu
Cyd2H+°2wAP0“ zaktadam, ze w krysztale Tfosforanu cytydyny
istnieje rowniez tego typu wewngtrzczasteczkowe ‘‘wigzanie"
wodorowe, jednakowoz pierscien cukrowy wystepuje w tej soli w
konformacji 2’endo. Obie hipotezy strukturalne wymagaja
weryfikacji przy pomocy analizy rentgenograficznej, ktdra jest
zaawansowana.

Krystalizacja CdeH*ZHAPOK w obecnosci mocznika, w zalez-
nosci od stosowanego rozpuszczalnika, w ktérym prowadzi sie
krystalizacje, daje dwa polimorfy. Powstaje wiec Kkrysztat
trwaty, ktéry byt omawiany powyzej i ktdérego analiza rentgeno—
graficzna jest w toku oraz druga forma metastabilna, prawdopo-
dobnie bez wewngtrzczgsteczkowego ''‘wigzania' wodorowego i
przypuszczalnie o konformacji 3*endo pierscienia cukrowego.

Te dwie ostatnie hipotezy wymagaja roéwniez potwierdzenia.
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Mozna jednak juz teraz wnioskowa¢, opierajac sie na bardzo
reproduktywnych danych 2z widm IR, Zze proces protonowania
czgsteczki cytydyny moze zmieni¢ catkowicie, czesciowa lub w
pedni zachowa¢ konformacje pierscienia cukrowego.

Z dokonanych obserwacji wynika, ze zmiany konformacji
fragmentéw rybozowych w protonowanych kationach cytydyniowych
CydH™ sa wywotane gtdéwnie przez towarzyszace przeciwaniony.
Obrazujg to w upraszczany sposob dane zamieszczone w Tabeli
10.

TABELA 10. Pordéwnanie konformacji nukleozydéw (Nu) oraz ich
protonowanych kationéw (NuH®) z réznymi przeciw—

anionami (A ).

A Konformacja Krotki kontakt
Nu NuH ’ A Nu i NuH™ C6-H__ 05’
Cyd + CydH . NO~ 3 endo:; g ; anti +

— +
£Cyd. CydH' + H.,POA(I1) 3’endo; g ; anti
th

CydH + CI 2’endo; g ; anti —
CydH . H.,P0" (1) 2*endo; g : anti +
£Cde+. cl 2’endo; g ; anti +

+ oznacza wystepowanie krotkiego kontaktu w czgsteczce
— oznacza brak tego "wigzania"

2 tabeli powyzszej mozna wyciagng¢ dwa rc¢zne wnioski:

1) Czasteczka cytydyny i jJej protonowane kationy nie maja pre-
ferowanej konformacji pierscienia cukrowego, co moze
Swiadczy¢ o gietkosci tego pierscienia.

2) Obojetna czasteczka Cyd i jej protonowanv® kation oraz £:Cyd

posiadaja wyraizny stopien sztywnosci i preferuja konforma—
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cje pierscienia cukrowego 3’endo z #ancuchem bocznym w
konformacji g oraz konformacje anti wzdduz wigzania gliko—
zydowego .

Pierwszy wniosek wypdywa z nastepujgcego toku rozumowa-
nia: o 1ila trzy kwasy: solny, azotowy i Tfosforowy po
protonowaniu cytydyny prowadzg do czterech réznych
strukturalnych uporzadkowan w kationach cytydyniowych CydH?,
to mozna zatozy¢, ze iInne kwasy beda stabilizowaty inne
konformacje lub beda prowadzity do otrzymania soli, w Kktoérej
wystepuje mieszanina réznych konformerdéw protonowanych
kationéw CydH”, niezdolna do krystalizacji.

Drugi wniosek postulujacy, ze Cyd i jej protonowane
kationy preferujg konformacje fragmentu rybozowego 3’endo
wyplv*wa z obserwacji, konformacja ta wystepuje w obojetnej
cytydynie i £rCyd w dvjoch solach: CydHM*NQ™ i CydH” H.MPOM.
Konsekwencjg tego wniosku jest zatozenie, ze anion chlorkowy
wykazuje tendencje do modyfikacji preferowanej konformacji
kationow nukleozydoi*ych na skutek ich tetraedrycznej silnej
heteroasocjacji w obrebie swoich czterech centrow protonoak—
ceptcrowych. Tetraedrycznie zasocjowane kationy CydH i ”~:CydH
wokot anionow chlorkowych posiadajg w efekcie znikome mozli-
wosci homoasocjacyjne, ktére decydujag o istnieniu preferowanej

I:anformacji 3’endc dla pierscienia cukrowego.

Dalszg konsekwencjg tej hipotez®/ jJest zatozenie, ze
aniony i H.A"PO" oddziatywuja z kationami nukl eozydowymi w
sposéb #agodniejszy anizeli anion"/ Cl , nie zmuszajgc ich do

niekorzystnych zmian konfarmacyjn®/ch.
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5. Myniki ostatnich badan rentaanoaraficznvch i_ ' termo-

chemicznvch

IV.5.a. Struktura i whasciwosci -fosforanu cytydyny CydH onPoﬁ

Ostatnio wykonana analiza rentgenograficzna CydH™NHAPON

E1201 dostarczyda nowych informacji jak rowniez potwierdzida i

skorygowata wczesniejsza hipotezy C1153.

Na rysunku 18 przedstawiono geometrie kationu cytydynio-

wego w Fosforanie cytydyny.



Hrj\ 1
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W CydH 'HAPOA pierscien cukrowy wystepuje w konformacji
2’endo P = 163,9°, co potwierdza moje wczesniejsze przypusz-
czenie na podstawie widma IR perdeuterowanego krystalicznego
preparatu fosforanu cytydyny. Wystepuje on w takiej samej kon-
formacji jak chlorowodorek cytydyny (P = 162,1).

Pozostate trzy parametry maja roéoviniez wartos¢ bardzo po-
dobng do tych, ktore wystepujg w soli chlorowodorkowej (patrz

rys. 14). tancuch boczny wystepuje w konformacji gauche+ (+sc)

(46,6°), amplituda maksymalnego pofatdowania v wynosi 40-0°.
m

a orientacja heterocyklicznej zasady woké+ pierscienia cukro-

wego jest anti, wynosi 34,3°.

* Na rysunku 19 przedstawiono schematycznie system wigzan

wodorowych wystepujacych w krysztale CydH™-H_"PO~.

/ ~AH®
483 iCcal AnoL
0.84
// /

e p: 5 85
© ] 1. 55
f A

\ H

_ 26. 22
| Vy ~
6.0n
/® 2 N-H 3
P-® 2 PO-H 2
A coH 3
3
5C0H  _3_ 3
8
Rys. 19
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TABELA 11. Sie¢ wigzan wadarowych w CydH"N-HNPON-

D-H...A —AH® kcal/mol
0]1P)-HI3LI*. . .03’ 2,93

o(4FV-HFA. . .05’ 3,21
N3-H3..-02P 6,03 !
N4-H41__ O3P 4,83

N4-H42 . ..04P 0,84
027-H2’....03P 4,23 [
03°-H3’....02P 3,57
05°-H5’....02 0,58

W fniejscu postul! owariego wczesniej wewnatrzczasteczkowego
"wigzania' wodorowego typu C6-H...Q5 wystepuje miedzykationowe
wigzanie wodorowe typu C5-H. ..02. Analiza rentgenogra-ficzna
dostarczyta bardzo waznych obserwacji dotyczacych sieci wigzan

wodorowych i systemu powigzania miedzy sobg kationu cytydynio—

wego CydH”™ z anionem HMPO™- Anion diwodoro-fosforanowy, dziata-
jac jako podwéjny protonodonor, #gczy dwa kationy CydH”™ na-
przemiennie poprzez 5 i1 3’ grupy hydroksylowe rybozy, symulu-
jac w ten sposo6b wigzania fos-forodiestrowe wystepujace w natu—
raln*/ch ol igonukleotydach serii rybo i dezoksy. Wyzej wymie-
nione wigzania sg wzglednie silne, a energia wszystkich wigzan

wodorowych v; CydHN-FpPO”™ vjynosi 26,22 kcal/mol i1 blisko dwu-

krotnie przewyzsza sumaryczng energie wigzan wodorowych wyste—
pujac>"ch w krystalicznych preparatach CycT-CI (17,66 kcal/
/mol) i CydH"~-NO” (13,47 kcal/mol).

Na rys. 20 przedstawiono schemat upakowania w krysztale

CydH™* + H,,PoT.
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Rys. 20

Powyts>e obserwacje zachecidy mnie do pogtebienia dotych-
czasowej wiedzy na temat struktury i whasciwosci fosforandw

Cyd (dCyd>. Interesowaty mnie nastepuja”™ce zagadnienia:

— czy rozwigzana struktura CydHN-HAPON wyraza jedno z  Kkilku
mozliwych oddziatywan pomiedzy Cydk** a czy tez
wypdywa z optymalnego dopasowania miedzy tymi jonami?

— czy z rozwigzanej struktury mozna przewidzie¢ strukture

molekularng i1 krystaliczng dCydH™-H,,PQ ?

— czy synteza i wHasciwosci dCydH podobnej czy

istotnie rézne w stosunku do posiadanego fosforanu Cyd?
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Proba odpowiedzi na powyzsze pytania

CydH™-HMPON, ktdrego struktura zostata rozwigzana,

powstaje w wyniku optymalnie dopasowanych oddziatywan o cha-
rakterze wodorowym i elektrostatycznym miedzy jonami CydH™ i
HAPON- Préby zmiany stechiometrii obu jondéw, zmiany w warun-
kach syntezy tej soli i jej rekrystalizacji 2z roéznych roz—
puszczaknikéw oraz ze stopu nie prowadzg do powstania innego
polimor-fu. Wyjatek stanowi metastabilna -forma Il CydHN"HAPON,
ktora powstaje, gdy w miejsce kwasu orto-fosforowego zastosowa-
+am krystaliczny bezwodny -fos-foran mocznika i krystalizowatam
z ukdadu MeOH/HMO. Z dobrag wydajnosciag otrzymatam metastabilng
mforme Il CydH F“HMPO”™, ktora roézni sie widmem IR od -formy trwa-
+ej (1) (widmo nr 5>. Nie mozna jej jednak przekrystalizowad,
gdyz natychmiast przeksztatca sie w -forme trwaltg |I. Przejscie
to obserwuje sie rowniez w ciele statym w czasie przechowywa-
nia preparatu w temperaturze pokojowej, a jeszcze szybciej w
wyzszej temperaturze.

Zebrane dotad obserwacje sSwiadczg jednoznacznie, ze roz-
wigzana struktura molekularna i krystaliczna nie jest przypad-
kowa, tylko jedyna, +atwo tworzaca sie -formg, nawet prz>" nie-
domiarze i nadmiarze kwasu orto-fos-forowego w stosunku do Cyd.
Dzieki optymalnemu dopasowaniu miedzyjonowemu sumaryczna
energia sieci wigzan wodorowych jest dwukrotnie wyzsza w -fos—
mforanie cytydyny od energii wigzan wodorowych w chiorowodorku

i azotanie cytydyny.
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IV.S.b. Mono-i semi- fosforany__dezoksycytydyny ~ 1

wstepna iInformacje strukturalne

Szczegotowa analiza wigzan wodorowych wystepujacych w
CydHM*HzPo”™ ujawnida interesujagce zagadnienia strukturalne
(rys. 19).

Jezeli z sieci os$miu wigzan wodorowych wy#gczy sie dwa
wigzania, w ktorych grupa jest protonodonorem i protono-
akceptorem (symulowanie transformacji fosforanu Cyd w fosforan
dezoksycytydyny), to ostabnie w istotny sposéb (4,23 kcal/mol)
potaczenie fragmentu rybozowego CydW*** z monoanionem fosforano-
wym, a takze zlikwiduje sie stabe poltaczenie miedzykationowe
(0,58 kcal/mol). Brak tych dwéch wigzan nie narusza podwoéjnego
trypletu wigzan wodorowych, ktérymi anion diwodorofosforanowy
jest powigzany z fragmentem cytozynowym i rybozowym protonowa-
nego kationu dCdeﬂ.

Z przeprowadzonej analizy strukturalnej jednoznacznie

wynika, ze struktura Kkrystaliczna postulowanego Tfosforanu

dezoksycytydyny (dCydH”eHMPO”) powinna by¢ bardzo podobna do
tej wystepujacej w Fosforanie cytydyny (CydHN-HMPON), a wiec z
naprzemiennym #gczeniem dwoéch fragmentébw rybozcwych poprzez
pojedynicze aniony divdcdorofosforanowe dziatajgce jako podwdjne
protonodonory w stosunku do grup 3*OH i 5’DH.

Otrzymatam morckrysztai riCydH"*-H"PO”N, KktOry poddany zos-
tat analizie rentgenograficznej CiZll. Praca nie zostata jesz-
cze catkowicie zakonczona, ais z otrzymanych juz wynikow
wstepnych wynika jednoznacznie, ze monodiwodorofosforany Cyd i
dCyd sag izostrukturalne, a wiec topografia komponentdéow katio-
nowych 1 anionowych musi by¢ bardzo podobna w sieciach

krystalicznych obydwu soli.
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Na rysunku 21 pokazano schematycznie system wigzan

wodorowych w dCydH

d Cyd He* e

Rys. 21

Monofosforan dCyd, a wiec analog CydH *H"PO", tworzy sie
tylko w obecnosci duzego nadmiaru kwasu fosforowego (1,8 M) w
stosunku do dL,yd (1 M). Mozna go przekrystal izowaé tylko w
obecnosci 0,8 M HMPOMN. Jezeli nie dodaje kwasu do rekrystali-
zacji, to 4atwo i z dobrymi wydajnosciami tworzy sie semifos-
fcran dezoksycytydyny (dCyd)2H"*"-H.,Po-~.

Zaskakujaco roéozne whasciwosci krystalicznych monofosfo-—
ranéw Cyd i dCyd dajg sie dobrze powigza¢ z danymi otrzymanymi

ze wstepnych ustalen analizy rentgenograficznei dla
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dCydH -HMPOMN. Struktura krystaliczna dCydn"A* HMPO’’, zachowujac
ciag wigzan wodorowych symulujacych wigzania 3", 5" -fos-forodi—
estrowe, jest mniej zwarta od tej, Kktorg obserwuje sie w
CydH a wiec tatwiej moze dochodzi¢ do nieodwracalnych
transformacji na skutek rozluznienia oddziatywan miedzy
komponentami w konsekwencji braku grupy 270H. Jednag z
mozliwych trans-formacji jest powstanie 2z dwoéch czasteczek
fosforanu dezoksycytydyny czasteczki semifosforanu dezoksycy-
tydyny 2z wydzieleniem czgsteczki kwasu Ffosforowego. W
(dCydJ™H P°~tuluje powstanie monoprotowanego kationu
dimeryctnega, w ktérym kation CydH jest powigzany trzema

wigzaniami wodorowymi z obojetng czgsteczka Cyd (rys. 22).

IH
to-H A

4/\

Rys. 22
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Analiza rentgenograficzna tej soli jest w toku C1223.
Z upakowania komponentéow w komérce elementarnej wynika, ze
postulowana struktura dimerycznego monokationu CydH”™.._.Cyd jest
w pedni mozliwa.

Warto w tym miejscu przypomnie¢, ze proby otrzymania
krystalicznego semifosfcranu cytydyny nie powioddy sie. Zawsze
otrzymywano monofosforan cytydyny, gdy stosunek Cyd:HMPON  wy-

nosit+ 1:0,5 mola jak i wtedy gdy wychodzono z molowych miesza-
nin CydH*~-H""PO’ + Cyd-

Zebrane dane jednoznacznie wskazujg na roéznice wystepuja-
ce w syntezie, strukturze i whasciwosciach diwodorofosforanéw
Cyd i dCyd. Roé6znice te sg wywodtane brakiem Jlub obecnoscig

grupy 2°0H.

WABNEN WHasSci™wgsci_termochemiczne fosforanéw Cyd i dCyd

Dane otrzymane z analizy termograwimetrycznej (TEA) 1
roznicowej kalorymetrii skaningowej (DSC) zestawiono na sche-
matach 1, 2, 3.

Na schematach tych przedstawiona jednoczesnie wyniki z
pomiaréw DSC i TGA przy szybkosciach pomiaru 10°/min, 2°/min,
1O/min i 0,50/min. Na wykresach podano temperature dla efektoéow
cieplnych (endo- i1 egzotermicznych) i ich energie (kJ/mol)
oraz temperature, przy ktdérej nastepuje najszybszy ubytek masy
i procent tego ubytku.

Nie rozpatrujac chwilowo réznic zachowan termochemicznych
wynikdych z réznych szybkos$ci ogrzewania preparatéw i poréwnu-

jac rtriierzone efekty miedzy trzema fcsforar.ami tylko przy
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szybkosciach ogrzewania 10 /min, rzucaja sie w oczy drastycz-
ne roéznice miedzy nimi.

Mono-fosforany: CydH -HMPON 1 dCydH -HMPOMN topia sie odpo-
wiednio przy 190 i 152°C, natomiast semifosforan dezoksycyty-
dyny (dCyd)"HN*H2PO™ ulega gwaktownemu rozkdadowi w temperatu-
rze okodo 189°C, ktéremu towarzyszy bardzo duzy ubytek masy
030%) -

Najtrwalszym z wymienionych trzech fosforandw jest mono—
fosforan CydHM-HMPON, gdyz jezeli go sie szybko stopi, a potem
natychmiast ochtodzi, to widmo IR zestalonego stopu jest iden-
tyczne z widmem krystalicznego preparatu przed stopieniem.
Monofosforan dCyd, mimo ze topi sie w temperaturze o 40°C
nizszej, nie ulega po stopieniu zestaleniu, gdyz procesowi
topnienia towarzysza dwa blisko lezgce procesy endotermiczne
(160 i 165°), a nastepnie proces egzctermiczny przy 170°,
ktéremu towarzyszy silny ubytek masy (ok. 15%).

Po tych pieciu efektach cieplnych produkt pirolizy mono-

fosforanu dCyd uspokaja sie, aby w temperaturze ok. 226° ulec

kolejnemu wzglednie matemu efektowi endotermicznemu, a w tem-
peraturze ok. 245°C drugiemu ubytkowi masy (ok. 4%). Siedmiu
efektom cieplnym i masowym, jakie charakteryzujga monofosforan
dCyd, mozna przeciwstawi¢ tylko trzy wzglednie dwa efekty
odpowiednio dla monofosforanu Cyd i semifosforanu dCyd. 2 da-
nych zamieszczonych na schematach 1, 2, 3 wynika, ze tempera-
tury przejs¢ fazowych i rozk#adu sg zalezne od szybkosci

ogrzewania badanych substancji. W przypadku CydHM-HNPO™ i

dCydH -HAPON przeprowadzono po cztery pomiary z szybkosciami

ogrzewania 10, 2, 1, 0,5 stopnia na minute, a dla (dCyd)"H*-

*HAPOMN trzy pomiary z szybkosciami 10, 2 i 1 stopien na minute.
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Na schematach zaznaczono Q1inig kropkowg poczatek i koniec
kazdego przejscia -fazowego oraz kazdego procesu transformacji
i rozktadu. W miejscu, gdzie efekt osigga apogeum, podano jego
temperature i wielkos¢ efektu w kJ/mol lub w procentach ubytku
masy -
iy A

CydH (schemat 1) topi sie bez rozk#adu w zalez—
nosci od szybkosci prowadzonego pomiaru przy temperaturze
190°, 180°, 176°, 171° z efektem endotermicznym a energii od
50-63 kJ/mol. Po dalszym ogrzewaniu stopu DSC wykazuje nowy
efekt endotermiczny ok. 20 kJ/mol, pojawiajacy sie odpowiednia
przy temperaturach: 207,5°, 190°, 182° i 173°C, po ktérym roz—
poczyna sie ubytek masy ok. 13%, ktor-/ osigga apogeum w tempa-

raturze 215°C dla szybkosci 10°/min, a dla szybkosci 2°/min w

temperaturze 204°C.

W tych temperaturach rozk#ad przypomina spokojne *Kipie-
nie czarnego mleka™. Z przytoczonych danych wynika, ze w miare
zmniejszania szybkosci pomiaru apogeum noviego efektu endoter-
micznego zbliza sie do temperatury topnienia, ktéra obniza sie
walniej; w efekcie réznica miedzy tymi efektami, wynoszaca
17,5°C przy szybkosci pomiaru 10°/min, spada dc 2° przy szyb-
kosci pomiaru 0,5°/min.

Wstepne badania produktu pirolizy CydHNHMNPON wskazujag na-

stepujacy jej mechanizm: drugi efekt endotermiczny, majacy
miejsce w stopie, jest zwiazany z peknieciem wigzania glikozy-
dowego i nastepczymi reakcjami dehydratacji 1 karbonizacji
reszt rybozowych. W efekcie g#déwnym produktem pirolizy jest
diwodorofosforan cytozyny. Ubytek masy odpowiada oderwaniu sie

t-rzBch czasteczek wooy konstytucyjnej z fragmentu r-/bozowego.

lo:






Jak to juz uprzednio powiedziana, monofosforan dCyd charakte-
ryzuje sie przy szybkosci pomiaru 10°/min piecioma efektami
cieplnymi, w tym jednym o charakterze egzo i dwoma ubytkami
masy. Te ostatnie nie sa czude na zmiany szybkosci pomiaru i
zachodza w temperaturach 170° <ok. 17% ubytku) i 245° (ubytek
masy wynosi 4%). Wszystkie pozostalte efekty cieplne sa nato-
miast zalezne cxi szybkosci pomiaru. Kiedy pomiar przeprowadza
sie wolniej, efekty przesuwaja siez réznymi szybkosciami do
nizszych temperatur. Najszybciej czyni to efekt egzotermiczny,
ktory przy szybkosci pomiaru 10°/min zachodzi w temperaturze o
18O wyzszej od temperatury topnienia, a przy szybkosci
0,5°/min tylko o 2° wyzszej, wyprzedzajac o 3°C dwa pozostate
— obecnie potgczone — efekty endotermiczne.

Omawianym procesom termochemicznym towarzyszy brunatnie-
nie substancji az do catkowitego zaczernienia. Z danych otrzy-
manych z pomiaréw DSC i TGA wynika jednoznacznie, ze dwustop-
niowa piroliza dCydH™N-HMPON Jest poprzedzona zespolonymi efek-
tami endo— i egzotermicznymi prowadzacymi do przejs¢ fazowych,
potaczonych z reorientacjg i transformacjag fragmentéw jonowych
soli.

Zaktadam, ze efekt egzotermiczny jest wywodany transfer—

macja pojedyrtczych monokationow dCydH"*" w dimeryczne monokatio—

ny (dCydH ...dCyd), a towarzyszgce efekty endotermiczne sg wy-
wotane deprotonacja czesci pojedynczych monokationdéw i proto—
nacja czesci monoanionéw dCydH"*MHNAPON ———— N -dCyd + kMPO~M.

Procesom tym towarzyszy pekanie wigzan glikozydowych. Semifos—
foran dCyd ulega rozktadowi bez uprzedniego stopienia, a nas-

tepujacy po nim silny ubytek masy ok. 33% nie ma charakteru
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gwattownego i poprzedzony jest duzym efektem endotermicznym od
125-141 kJ/mol. Jezeli zwalnia sie tu pomiar, to te dwa zja-
wiska oddalaja sie od siebie, a jednoczesnie zachodza w niz-
szej temperaturze.

Przy szybkosci 10°/min ta réznica miedzy maksimami dla
efektu endo i ubytku masy wynosi 6°C i1 poczatek ubytku masy
obserwuje sie zanim efekt endotermiczny osigga swoje maksimum.
Przy szybkosci 2°/min rdéznica wynosi 15°C, a przy szybkosci
I°/min 19°C i tu konczy sie efekt endo i potem dopiero zaczyna
sie ubytek masy. Blisko dwukrotnie wyzszy ubytek masy, majacy
miejsce przy pirolizie semifosforanu dCyd sugeruje, ze i w tym
przypadku po peknieciu wigzania glikozydowego dochodzi do de-
hydratacji 1 karbonizacji reszt dezoksyrybozowych.

Przedstawione powyzej mechanizmy pirolizy (dCydI™HN-HNPO™
i Cydn"*"HNPON jak roéwniez hipoteza, ze w stopie dCydHN-HNPO™
dochodzi do transformacji fosforanowej soli dCyd w 5’monoester
5*dCMP, ktory z kolei ulega dwustopniowej dehydratacji, wyma-

gaja dalszej weryfikacji i uscislenia.
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IV. 6. Synteza i_ wkasciwosci mono- i, semipr-otonowanvch soM -
cvtvdvnv i. dezoksvcvtvdvnv. wstepne studia por«Swnawtfe

Tabela obrazujaca tworzenie sie krystalicznych soli CytJ

i dCyd.
Cyd dCyd

H A . -

mono semi mono semi
HCI + - + +
HNO3 + - +
NAZNeY + — (+) » +
HC10” + + + +

4

* ta soOl krystalizuje tylko przy okoto dwukrotnym nadmiarze

+ powstajz” krystaliczne preparaty o stechiometrii nukleozydu
do kwasu 1:1 (mono) Hlub 2:1 (semi), ktére dajg sie +Hatwo
przekrystalizowac

— nie udato sie otrzymaC preparatow krystalicznych o stechio-
metrii “semi”

W serii rybo, oprécz juz opisanych soli cytydyny: chloro-
wodorku”™ azotanu 1 fosforanu, otrzymakam roéwniez nadchloran
CydHN-CION oraz seminadchloran (CydI™HA-CION.  Jest to  jak
dotad jedyny przypadek, ze w serii rybo tworzy sie krystalicz-
na semisol o stechiometrii Cyd:HClO21 2:1.

Mimo usilnych staran nie udato sie otrzyma¢ krystalicz-
nych semisoli w pozostatych trzech przypadkach.

tatwe powstawanie dwoch soli ' nadchloranowych Cyd moze
wynika¢ jedynie ze struktury elektronowej i geometrii anionu
nadchloranowego oraz z bardzo matej aktywnosci protonoakcepto—
rowej tego anionu.

Anion nadchloranowy CIO™ ma konfiguracje tetraedryczng

C1261, Przedstawiono to na rysunku 23.
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Rys. 23

Zaktada sie, ze jon nadchloranowy powstaje przez przydag-
czenie czterech atoméw tlenu do jonu chlorkowego Cl~ o hybry-
dyzacji sp”, ktdérego cztery pary elektronowe zastaty zuzyte do
wytworzenia wigzan z atomami tlenu.

Wigzania CI-0 w anionie nadchloranowym sa krétsze niz na-
lezatoby tego oczekiwa¢ dla pojedynczych wigzan 6. 2 tego
wzgledu przyjmuje sie, ze na skutek pokrywania sie orbitalu p
atomow tlenu z niezajetym orbitalem d atomu chloru moga wytwo—
rzy¢ sie dodatkowe stabe wigzania zwane wigzaniami rrd. W anio-
nie CIOMN przyjmuje sie obecnoS¢ czterech takich wigzan skiero-
wanych réwnolegle do wigzan <.

Eardzo mata aktywnos¢ protonoakceptorowa anionu CI0

4
w>/nika z tego, ze 4adunek ujemny zlokalizowany jest przede
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wszystkim na atomie chloru znajdujacego sig* w sSrodku ciezxkoscl
tetraedru, do Kktérego atomy tlenu utrudniaja zblizenie
eiektrostatyczne kationdw CydH . W e-fekcie grupy protonodono-—
rowe tych kationéw mogg tylko oddziatywa¢ =z bardzo s+abymi
akceptorowymi zlokalizowanymi na atomach tlenu anio-—
noéw CIOZ-
Dezoksycytydyna tworzy bardzo 4atwo mono i semi sole ze
wszystkimi wyzej oméwnionymi kwasami .

Nelszy tu zaznaczy¢, ze krystaliczny mono-fos-foran dezo-
ksycytydyny: dCydH"~H~PO~ bardzo +#atwo przeksztalca sie w

semifosforan dezoksycytydyny (dCyd)2H"*"-Hz2Po~ przy proébie re-
krystal i zacji bez dodatku kwasu tostorowego.

Pozostate trzy sole w tej serii mozna rekrystalizowac¢ i
stechiometria ich nie ulega zmianie.

Badania nad strukturg i whaisciwosciami soli dezoksycyty—
dyny zostaty dodatkowo wprowadzone do mojej pracy w celu
wstepnego porownania ich z analogicznymi solami cytydyny.

Wymagaja one dalszych badac¢ strukturalnych i termochemicznych.
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Iy-7. Interpretac jg widm IR gCde”wNO® I gCde’\-H,aI’.‘PO*.T
Drgania rozciggajace wigzan #C—H wystepujgce w zakresie
3200-2800 cm™t
W widmach IR soli frCyd w rejonie 3200-3000 cm_l wyste-
puja cztery pasma absorpcji fragmentéw zasad hetero-
cyklicznych wywodzgce sie z oscylacji wigzan C8-H, C7-H, C6-H,
C5-H.
Liczby -falowe dla tych pasm w zaleznosci od towarzyszgacego

anionu zebrano w Tabeli 12.-

TABELA 12

' 210ydb-F* ' NO~A  ACydH"~A-HAPO~  eCydH*" +ClI

"S—H 3180 cm* 3190 cm~" 3200 cm~-"
vC7-H 3150 cm*" 3160 cm * 3150 cm~"
vCO-H 3070 cm * 3070 cm~" 3075 cm *
vC5-H 3120 cm~" 3130 cm*" 3120 cm *

W przypadku trzech soli cCyd, oprécz preparatow O,N
deuterowanych, otrzymano réwniez ich selektywnie deuterowane
pochodne, w pozycji C5. Na widmach IR tych preparatéw znika lub
ulega bardzo znacznemu zmniejszeniu pasmo absorpcji dla
drgania walencyjnego vC5-H (patrz widmo 10).

Rejon 300(3-2800 cm ~ drgahn  rozciagajacych H
mfragmentéw cukrowych posiada na widmach IR trzech omawianych
soli £Cyd cztery naktadajgce sie pasma. Pro-file tych pasm na
poszczeg6lnych widmach sag inne.

Ro6znice te prawdopodobnie wynikaja z roznych konformacji

pierscieni cukrowych, a takze z réznych sieci wigzan wodoro—
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wych wystepujacych w strukturach krystalicznych tych soli. N
Potwierdzenie tego przypuszczenia moga dostarczy¢ dane z analiz

rentgenogra-ficznych, ktdére dotad nie zostaty zakornczone.

Rejon 2800-1900 cm~" odzwierciedlajacy system wigzan

deuterowych w czgsteczkach: cCydHM-NO™ (widmo nr 8) oraz w

jcCydH “HNPON (widmo nr 9) jJest takze trudny do interpretacji
bez danych z X-ray. W tym rejonie wystepuja drgania roz-
ciggajace wigzan mN—ZH i v0—2H uwikd#ane w miedzyczgsteczkowe i
wewnatrzczgsteczkowe oddziatywania.

Rejon 1750-1500 cm—

Wystepujga tu drgania rozciggajgace wigzan podwdéjnych uC=0,

vC=N, vC=C-
TABELA 13
uC=0 1715 cm*“ 1715 cm*n 1720 cm““* 1675 cm*“"
vC=N: vC=C 1640 cm**? 1625 cm*" 1630 cm * 1615 cm~"

Drgania rozciggajace dla grupy karbonylowej w cCydH -NQW
(widmo nr 8) oraz w cCydH”NHMPON wystepuja przy 1715 cm * i sa
przesuniete o 40 cm * w strone wyzszej czestosci w stosunku do
drgan walencyjnych grupy karbonylowej w ~rCyd, co Swiadczy o
tym, ze grupa karbonylowa w solach zrCyd tj. w azotanie i
efosforanie, podobnie jak w chlorowodorku, nie jest uwik#ana w
mezcmerie Blaktam—laktim.

Pasma drgan rozciagajacych trzech wigzan podwdjnych i-"C=N

i vC=C (6C=C5—-4C=N-SC=7C) sa najsilniej przesuniete batochro-
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mowo w obojetnej cCyd (1615 cm ~), co Swiadczy o 1ich najsil-

niejszej konitugacji w tym zwiazku. Protonowanie zachodzace na
atomie azotu N4 prowadzi do wyraznego =zaburzenia koniugacji
tych wigzan, co manifestuje sie przesunieciem hipsochromowym
pasm na widmach IR odpowiednio o 10, 15 i 25 cm ~ w solach
fosforanowych, chlorowodorkowych i azotanowych. Dane te zdajag
sie sSwiadczy¢ o istotnych roznicach w strukturze elektronowej
protonowanych kationéw eCyd w zaleznosci od typu oddziatywuja-
cych z nimi przeciwanionéw. Najmniej deformujacym Kkoniugacje
trzech wigzan podwéjnych jest anion fosforanowy a najsilniej
anion azotanowy.

W tym pierwszym przypadku moze to by¢ spowodowane domnie-
manym (z widma IR) wigzaniem wodorowym w punkcie i1nwersji
(4C=N.._H~N._.O"PH™)» w ktorym zakdadam, ze protonacja atomu
azotu N4 jest podowiczna, a wiec takze istotnie mniejszy +adu-
nek dodatni jest zlokalizowany na fragmencie etenocytozyniowym
uktadu. W przypadku azotanu i1 chlorowodorku natomiast protona-
cja na N4 jest pedna i system oddziatywan miedzyczasteczkowych
jest podobny, o czym Swiadczg profile pasm w rejonie 2500-2320
cm W przypadku anionu NON istnieje mozliwos¢é utworzenia,
oproécz silnego wigzania wodorowego N~—H.._.ON 0”, dodatkowego
wigzania przez ten sam anion z korzystnie usytuowanym "kwas-
nym** atomem wodoru z grupy 5C-H. Zak#adam, ze tego +typu od-
dziatywanie anionu azotanowego z fragmentem kationowym ~CydH*
zaktoci w wiekszym stopniu koniugacje trzech wigzan podwdjnych
anizeli oddziatywanie anioniu chlorkowego =z grupa 4N™-H. W
efekcie w soli azotanowej eCyd potozenie pasm absorpcji vC=C i

t»C=N jest najmniej przesuniete batochromowo, czyli najbardziej
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sie roézni od pot#ozenia tych pasm w cCyd.
Przedstawiona interpretacja widm IR, mimo ze zgodna z
wartosciami obliczonych gestosci elektronowych (schemat 9)

wymaga potwierdzenia na drodze rentgenograficznej.
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IV.8. Strukturalne studia pordéwnawcze kationow CydH IE

3-HeCyd"*

Kolejne pytanie brzmi: jakie zmiany kon-formacyjne wpro-
wadza zastgpienie w kationie cytydyniowym (CydH") atomu wodoru
przy atomie azotu N3 grupa metylowg (3-MeCyd™)"? CI 173

W tym celu otrzymatam nastepujace sole 3-MeCyds
1) 3-MeCyd"*’-CH2SD~-H20 C1083
2) 3-MeCyd"~-CI*“ C1093

3) 3-MeCyd"~NO** CI 103

Interesuja mnie g#déwnie roéznice strukturalne miedzy

N3—protonowanym i N3—metylowanym kationem cytydyniowym.

CL®

Rys. 24
Na rysunku 25 przedstawiona d#ugosci wigzan 1 wartosci

katow walencyjnych dla kationu 3-metylocytydyniowego w jego

soli chlortcowel.
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Rys. 25

Poréwnujac wartosci katow i dhugosci wigzan przedstawione

na rys. 25 z wartosciami ustalonymi dla CydH™-CI CI093 mozna
zauwazy6, ze roznice strukturalne miedzy -fragmentem cytozynio—
wym w CydH™ 1 3-MeCyd”™ sa nieduze. Z tego tez powodu nie
nalezy oczekiwa¢ wyraznych roéznic w strukturze elektronowej
miedzy tyni dwoma kationami. Po zastgpieniu atomu wodoru przy

atomie azotu N3 grupg metylowa zmniejsza sie kat C2-N3-C4 o

1,8° i nieznacznie wyd¥fuza sie wigzanie N3-C o ok. 0,01 A-

Z danych rentgenogra-ficznych wynika, ze kon-formacja

kationu 3-MeCyd™ w soli chlorkowej jest prawie

identyczna z konformacjg, ktdora charakteryzuje kation cyty-—

dyniowy w soli chiorowodorkowej (CydH™*Cl ) (Tabela 14>

Drastycznym zmianom ulega natomiast system wigzan

wodorowycn  (Rys. 26), poniewaz w kationie 3—MeCyd" nie

wystepuje najsilniejsza grupa protonodonorowa wystepujaca w






protonowanym kationie CydH . Zostata ona zablokowana przez
grupe metylowa 1 w e-fekcie fragment 3—metylocytozyniowy dziata
tylko Jako podwéjny protonodonor, podczas gdy protonowany

kation cytozyniowy jako potréjny.

Rys. 26

W czgsteczce 3-MeCyd -ClI wystepuje pie¢ wigzan wodoro-

wych. Srupa N4="H2 jest podwéjnym protonodonorem: N4—H"_._..Cl i
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N4-H”"_ 02. Poza tym donorami sa grupy hydroksylowe Z—piers-
cienia cukrowego 02"-H...CI , 03"—-H...C1 i 05"-H...Cl . Anion
chlorkowy wystepuje tu jako czterokrotny protonoakceptor. Pro-
tonoakceptorem jest jeszcze w 3—MeCyd *C1 atom tlenu z grupy
karbonylowej .

Sieci wigzan wodorowych w 3—MeCyd"*Cl i CydH "Cl sa

catkowicie inne. W CydH™-Cl anion chlorkowy tworzy trzy wig-

zania wodorowe z grupami protonodonorowymi umieszczonymi w
pierscieniu heterocyklicznym (sa to N4—H*, N4—-H"' i N3-H) oraz
czwarte wigzanie wodorowe z grupg 2"0-H -fragmentu cukrowego. W
3-MeCyd™-Cl  jest odwrotnie. Anion chlorkowy tworzy trzy wig-
zania wodorowe z protonami trzech grup O-H -fragmentu cukrowego
a tylko jedno z grupa N™4-H -fragmentu heterocyklicznego.

Na przyk#adzie azotanu 3-metylocytydyny chce odpowiedziec
na pytanie, jJakie zmiany kon-formacyjne w kationie
3-metylocytydyni owym wprcvjadza anion azotanowy zastepujac
anion chlorkowy.

DHugosci wigzan i wartosci katow walencyjnych w kationie
3-MeCyd™ w krystalicznej soli azotanowej (rys. 27) sa bardzo

zblizone do tych, ktére ustalono w soli chlorkowej (rys. 25).

Wyjatek stanowi wigzanie C2-hf3, ktdére w kationie 3-MeCyd” soli
0

azotanowej jest dduzsze o 0,026 A w stosunku do wartosci

ustalonych w soli chlorkowej. Kat C2-N3-C4 jest natomiast

identyczny z tym, ktéry okreslono w 3-MeCyd *C1 I wynosi
123,1°.
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Rys. 27

Zastgpienie anionu chlorkowego przez anion azotanowy w
metylowanym kationie 3-MeCyd™ nie wprowadzid4o zasadniczych
zmian w konformacji fragmentu cukrowego, co - przypominam -—
miado miejsce w protonowanych kationach Cde+. Nastgpity
natomiast znaczne zmiany w systemie wigzan wodorowych w
3—MeCyd ’NO”, co przedstawia rysunek 2S (poréwnaj z rys. 26)

Grupa egzoaminowa N4—H”N tworzy dwa wigzania wodorowe z
jednym atomem tlenu z anionu azotanowego z tym, *e grupy pro—
tonodonorowe N4-H pochodzg 2z 1nnej czasteczki (czyli dwa
kationy 3—MeCyd”™ tworzg po jednym wigzaniu wodorowym z tym
samym protonoakceptorowym atomem tlenu anicnu azotanowego).
Pozostate dwa atomy tlenu 2z anionu NON tworzg po jednym
wigzaniu wodorowym z tg samg dgrupg protoncdcncrowg O05°-H
(powstaje rozwidlone wigzanie wodorowe) . w 3—MeCyd *NO..
wystepuja ponadto dwa wigzania wodcrcwe miedzykationowe w

czesci cukrowej 03’ i 02°-H...C3”. W ten sposob

wszystkie mozliwe gruov protonodcnorowe zostaty wykorzystane-
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S—— R

AH°

Cyd NO3 3-Me Cyd*'NC

fnrxg'ment
Zasadoh” A-. 44 0.72
nroN&ni
Cuk~hin N_58 /1A9
amion A. 55 0.7k
2 -AHT >13.57 2-95

vJ keal//jj)oi

Rys. 28

Omy tlenu z anionu NOW oraz atomy

tlenu 03* 1 05* 2z -fragmentu cukrowego. Wszystkie wis”zania

Modorcwe wystepuja”™ce w cza,steczce 3—MeCyd™-NO™ zostaly sklasy—

-fikowane jako s#abe i bardzo stabe. W 3—MeCyd™*NO™ wystepuje

rowniex bliski kontakt wewnAtrzczAsteczkowy C6-H...05*.
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System wigzan wodorowych i 1ich energie dla CydH™*Np
przedstawiono na rys. 16. Na rys. 28 dla pordéwnania podano
energie wigzan wodorowych wystepujacych w tydH “NOM-

W celu wnikliwego pordéwnania wpdywu przeciwanionéw Cl i
NO™ na konformacje protonowanych i raetylowanych kationdw cyty—
dyniowych (CydH”™ i 3-MeCyd™) w tabeli 14 umiescitam wartosci
czterech parametrow, ktore ilosciowo charakteryzuja konforma-
cje catych kationdbw, a szczegdlnie wnikliwie ich fragmentow

cukrowych. Dla celdow poréwnawczych zamiescidam rowniez te dane

dla Cyd i metylosiarczanu 3-roetylocytydyny (S-MeCyd”™-CHNSON).

TABELA 14
Parametry pseudorotacji Katy torsyjne
r X
P kgﬂﬁgzm' m (+ancuch  (wigzanie
boczny) glikozyd.»>
3-MeCyd*""+Cl 163,0 40,3 55,2 g™ 45,2
3-MeCyd~-NO* 168, 1 0/0 37,0 53,6 g* 50,7
CydH™~-CI” 162, 1 40,3  53,5¢g° 45,7
CydH"** -NO~ 12.7 0 35,4 53,6 g 17,0
S-MeCyd"~+CHASO" 1694 % 38,4 62 g™ 46
Cyd 9,1 % 37,9 47,1 g™ 18,0

X w stopniach ("4 3

Z danych zawartych w powyzszej tabeli wynika, ze
parametry opisujgce konformacje w 3-MeCyd”™-NO sg bardzo
aodobne tvch obserwowanych w innych kationach

3-metylocytydyniowych, tzn. w 3-MeCyd -CI i 3-MeCyd *CH_SO, .

3

174






Nie obserwuj© sie «bwniez wiekszych zmian

parze CydH -Cl i 3-MeCyd °Cl
parA CydH”™NO i

L

natomiast miedzy

obrebie wartosci

wartosé P wynosi 12,7°,

wskazujg na inne kon-formacje

CydH
3

Wyraxna

3-MsCyd”™-NO~,
-fazowego kata pseudorotacji P.

a w 3-MeCyd”™’NO™ P 168,1°.

pierscieni

2
( 5 a w 3-MeCyd “ND™ ™ konformacji 2’endo ( .

tych parametréw w

réznica wystepuje

szczegolnie w

o

W CydHA*NO~

Wartosci te

cukrowych 1 tak w

"NON pierscien rybozy wystepuje w konformacji 3’endo
N

Obserwuje

sie tez znaczne réznice w wartosciach tarsyjnego kata x wokod

wigzania glikozydowego,

zakresie umownej konformacji anti.

Widma IR 3-MeCvd -CI

Struktury molekularne i

soli 3—MeCyd *“X , rozwigzane

mimo ze obie wartosci

krystaliczna wymienionych

mieszcza sie Ww

i. 3-NeCvd +NQ™ i. 3-MeCvd +CHNSON

trzech

za pomoca analizy

rentgencgraficznej 11108,109,1101 staram sie porownad z widmami

w podczerwieni. Do pordéwnan, z

uzywam widm
selektywnie deuterowanych w pozycji
W rejonie 3200—2800 cm

walencyjne wigzan uC-H oraz w

wigzan podwojnych tzn.

3-metyiQcytydyniowych sg bardzo podobne.

dwéch zakresow zebrakam w Tabeli

125

wyjasnionych juz

preparatéw O,N deutercwanych

rejonie
1750-1500 cm *

przyczyn,
oraz dodatkowo

C5.

w ktoérym obserwuje sie drgania

drgan rozciggajacych

widma IR trzech soli

Dane odnosnie tych

15 (widma nr 11,12,13).






TABELA 15

Rejon Rodzaj 3-MeCyd*=~-CI 3-MeCyd"~-ND™  3-MeCyd”™- CFLSON

Cem~ drgania (widmo 11) (widmo 12)** (widmo 13T

od 3200 1C5-H 3110 cm*” 3100 cm~~" 3130 cm~"

do 3000 vC5-H 3050 cm~~ 3070 cm*“*” 3070 cm~"

od 3000 w—CHrasyir 2930 cra-" 2920 cm* 2920 cm~"

do 2800 V-CH~ syn 2870 cm=" 2880 cm*"

od 1750 vC=0 1700 cra*" 1710 cm* 1705 cm~-~
drg. 1570 cm"'J 1575 cm~J 1570 cm*“J

do 1500  Siersc. 1535 cm 1525 cm A 1530 cm A
N4-C4 1640 cm~" 1660 cm““? 1665 cm~"

W rejonie 3000-2800 cm oprécz drgan rozciagajacych

szesciu wigzan uC-H z pierscienia cukrowego, ktdrych pasm

a

absorpcji nie analizuje, wystepujg dodatkowe dwa pasma
wywodzgce sie z drgan rozciggajacych grupy metylowej; vCHW
symetryczne i asymetryczne, ktérych liczby -Falowe podano
w tabeli 15.

W widmach IR trzech soli 3-metylocytydyny deuterowanych
selektywnie w pozycji C5, pasmo zlokalizowane przy wyzszych
liczbach falowych, a pochodzace od drgan rozciggajacych uC—H
ulega zanikowi lub znacznemu zmniejszeniu intensywnosci. Stad
mozna wnioskowa¢, ze pochodzi ono od drgan walencyjnych vC5-H.

Znaczne podobienstwa widm IR pordéwnywanych trzech soli
3-Me cytydyniowych, szczegdélnie w rejonie liczb falowych 1750-
—1500 cm Swiadczg o bardzo podobnej strukturze elektronowej
kationow 3-MeCyd , na ktdére nie maja wiekszego wpdywu towarzy-

szgace przedwaniony. A
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Widma IR pordéwnywanych trzech soli réznig sie miedzy sobg
znacznie w rejonie 2800-1900 cm'l, gdzie wystepujg pasma
absorpcji wywodzgce sie z drgan walencyjnych wigzan WN=2H i
vO- ktére sa uwik¥ane w réoznych systemach wigzan
wodorowych-

W Tabeli 16 zebrano dane odnosnie wigzan wodorowych
wystepujgcych w krystalicznych preparatach azotandéw i chlorkdéw
3—-MeCyd. W tabeli tej podjekam probe korelacji wzglednej
energiil poszczegdlnych wigzan wodorowych <-AH% z  Tliczbami

falowymi pasm absorpcji wystepujgcymi w widmach IR preparatéw

deuterowanych.
TABELA 16
S-MeCyd"*" + Cl 3-MeCyd™*" « NON
Do-H
. Ac —am-okeal o=l A _pp-Okeal ol
maol mol
zasada N4-H*" ---Cl~ 1,67 2320 ...D1(NO~) 0,36 od 2380
zsﬁiro— N4-H" 02 0,802 2430 -.-..-01(NO**) 0,36 do 2480
fragment 02"-H -...ClI~ 2,080 2280 __..o3" 0,01 2500
cukrowy 03" -H -..CI* 0,307 2570 ...05" 0,735 2320
. _ ...02(NO~) 0,01 2600

Mimo ze prowadzona przeze mnie proba korelacji wzglednej
energii wigzan wodorowych (obliczona z danych rentgenograficr-
nych) z podtozeniem pasm absorpcji w widmach IR preparatéw O,N
deuterowanych wypad#a niezadowalajgco, zdecydowatam sie jednak
oprze6é na danych w niej umieszczonych oraz odwota¢ sie do widm
IR (widma nr 11,12) i zwrdécic¢ uwage na istotne roznice wyste-

pujace w strukturach krystalicznych obu preparatéw. Réznice te






nie pozwalaja przeprowadzi¢ wzglednej analizy poréwnawczej
miedzy nimi w sposob podobny, jaki z powodzeniem mozna by4o
zastosowa¢ do poréwnania protonowanych kationéw CydH”™ i cCydH”N

w obecnosci anionow chlorkowych. Kation 3-MeCyd”™ rézni sie w

spos6b zasadniczy od protonowanego kationu CydH™ przede

wszystkim trwatoscig wynikajaca z bardzo duzych réznic w zasa-
dowosci Cyd i 3-MeCyd, co dobitnie wyraizajag wartosci pKa obu

zasad: 4,1 i 8,71. W efekcie deprotonacja CydH™ i przeksztat-

cenie w Cyd zachodzi juz w Srodowisku stabo kwasnym, podczas

gdy deprotonacja kationu 3-MeCyd”™ zachodzi dopiero w sSrodowis-
ku wyraznie zasadowym (pH 8-9). Protonowany kation CydH”™ jest

o0 cztery rzedy wielkosci silniejszym kwasem anizeli kation
3-MeCyd”™, ktory posiada pewne cechy czwartorzedowych soli amo-
niowych.

Wzgledna trwatos¢ kationu 3-MeCyd”™ stwarza mniejsze moz-
liwosci jego silnych oddziatywan 2z przeciwanionami. W obu
poréwnywanych w tabeli 16 solach najsilniejsze wkasnosci pro—
tonodonorowe posiadajag grupy OH fragmentu cukrowego (2°0H w
soli chlorkowej i 5°0H w soli azotanowej), a nie grupy 4N-H z
fragmentu heterocyklicznego. Stabilnos¢ kationu 3—MeCyd”™ i
mniejsza podatnos¢ fragmentu heterocyklicznego do heteroaso-
cjacji nie oznacza utraty mozliwosci zréznicowanego oddziaty-
wania kationdéw 3—MeCyd”™ z réznymi przeciwanionami — Swiadczg
o tym dane w tabeli 16. Anion chlorkowy twarzy cztery wigzania
wodorowe Srednio silne (1,67-2,08 kcal/mol) i s#abe (0,3 i
0,46 kcal/mol) z trzema grupami OH i jedng grupa N~4-H skupia-
jJac wokot siebie w rozny sposob zasocjowane cztery kationy

3—MeCyd , ktdére miedzy sobg sa potgczone miedzykationowym wig—
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zaniem wodorowym 4N —H...0=C2. Sumaryczna energia oméwionych

wigzan wodorowych w chlorku 3—MeCyd”™ jest blisko dwukrotnie

nizsza niz w chlorowodorku CydH” (rys. 26). WSrod wigzan two—

rzacych sie¢ krystaliczng 3—MeCyd™-Cl nie ma wigzan wodoro-

wych bardzo stabych i watpliwych, dlatego mozna zatozy¢, ze

wytworzona sie¢ wigzan deuterowych w krystalicznych prepara-

tach O,N deuterowanych bedzie podobnej kondycji. ~“~1adczg o

tym bardzo podobne profile pasm uOH, uN-H oraz PO-"H i w

widmach IR zwykdych i deuterowanych (widmo nr 11).

Zdecydowanie inaczej oddziatywuje anion NO~ =z kationem

3—MeCyd W miejsce skupisk czterokationowych wokéd aniondw

chlorkowych, w soli azotanowej dominuje #anncuchowa homoasocja-

cja fragmentéw cukrowych (3"0-H...05") silnie ze sobag powigza-

nych poprzez #ancuchowg poiiasocjacje TFfragmentéw heterocyk-

licznych wg schematu:

oNnNG™NO O\O™O NaNn
I\ll T 0™e”0
H- H———0——— H- *H.... O....H -H——-0-
N "N- N*
.CH: © O ..
N" N* '
IN O O
R R R
Opr6écz trzech wymienionych stosunkowo sdabych wigzan
wodorowych, ktére jednak decydujga o g#dwnym szkielecie wigzan
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wodorowych w strukturze krystalicznej 3-MeCyd -NO~, w soli tej
wystepuja trzy dalsze bardzo stabe wiazania wodorowe. Dwa z
nich fliajg charakter wigzan rozgatezionych, w ktorych donoreni
jest grupa 05"H, a akceptorami dwa atomy tlenu z tego samego
anionu NON. Trzecie bardzo st#abe wigzanie wodorowe wystepuje
miedzy grupami 2"0-H_...03" i spina dodatkowo 4ancuchy homoza—
socjowanych kationéw we fragmentach cukrowych. Na-podkreslenie
zastuguje niezwykle niska sumaryczna, wzgledna energia sieci
wigzan wodorowych w azotanie 3-MeCyd”™ (ponad czterokrotnie
nizsza od sumarycznej energii wigzan wodorowych w protonowanym
azotanie cytydyny, rys. 28). By¢ moze, ze obliczona 1z danych
rentgenograficznych sumaryczna energia sieci wigzan wodorowych
w krystalicznym azotanie 3-MeCyd”™ jest w rzeczywistosci wyzsza
na skutek efektu kooperatywnego, o czym sSwiadczy¢ moga potoze—
nia vO—H i vN-H oraz vO— Hi WVvN- H w widmach 1R* preparatu
zwykdego i1 deutercwanego. Nie mozna jednak wykluczy¢, ze sieé
wigzan deuterowych wystepujacych w preparacie deuterowanym
azotanu 3-MeCyd* rozni sie zasadniczo od sieci wigzan wodoro-
wych preparatu zwykdego, a w takim przypadku proéba korelacji
wartosci zgromadzonych w tabeli 16 jest catkowicie bezpodstaw-
na. Te sprawe w przyszdosci rozstrzygnie analiza rentgenogra—

ficrna monokrysztatu O,N deuterowanego azotanu 3-MeCyd”™.

Na podstawie dotad zebranych danych eksperymentalnych za-
k#adam, ze protonowany kation CydH”™ nie posiada jednej silnie
preferowanej konformacji, stad zmiana przeciwanionu na inny O
istotnie réznym systemie oddziakywan miedzyjonowych moze takze
w istotny sposéob zmieni¢ konformacje pierscienia cukrowego w

kationie CydH , np. z C2"endo na C3"endo i1 odwrotnie. W przy-—
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padku kationu 3-MeCyd zak#adam, ze jego wielokrotnie wieksza
stabilnos¢ od" kationu CydH™ sprzyja tendencji do wystepowania
-fragmentu cukrowego w pre-ferowanej kon-formacji C2"endo, 0O czym
Swiadczg rozwigzane na drodze rentgenograficznej struktury
trzech soli 3-MeCyd”™ o bardzo r6znych whasciwosciach protono—
akceptorowych i1 topografii przeciwanionéw: CI , NOW i CHWSOX-
Aniony te w bardzo rézny sposéb oddziatywuja =z kationami
3-MeCyd , ale oddziatywania te sg z reguty istotnie stabsze
niz w analogicznych solach Cyd (rys. 26 i1 28) i1 nie sg 1iDne w
stanie zmieni6é preferowanej konformacji kationéw 3-MeCyd™,
ktéra jest stabilizowana kompleksem czynnikéw wewngtrzkationo-
wych.

Te hipoteze bytoby wskazane sprawdzi¢ np. poprzez prepa-
ratyke i precyzyjne okreslenie struktury soli Tfosforanowej
3—MeCyd. Wskazane bydoby otrzyma¢ zaréwno diwodorofosforan jak
i monowodorofosforan 3-MeCyd. Tego ostatniego Tfosforanu
(ZCde+'HPOX2) nie mozna otrzyma¢ dla Cyd ze wzgledu na s#abg
zasadowos¢ Cyd, ale nie powinno by¢ trudnosci z jego otrzyma-
niem w przypadku silnie zasadowej 3-MeCyd. Wed#ug moich prze-
widywan w tej ostatniej soli powinna by¢ utrzymana preferowana
konformacja C2"endo, tymczasem +trudno przewidzie¢ w jakiej
konformacji bedzie wystepowat kation 3-MeCyd”, gdy jego prze—
ciwanionem bedzie anion diwodorofosforanowy. Z danych X-ray
dla CydH wynika, ze HMPON wspodtworzy najsilniejsza
sie¢ wigzan wodorowych w grupie soli z kationem CydH™. Byc¢
moze, ze takze w przypadku kationu 3-MeCyd anion diwodorofos-
foranowy bedzie niezwykle aktywny zmieniajagc w efekcie prefe-

rowang konformacje C2"endo na iInng.
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Proba uporzadkowania interpretacjj pasm absorpcii
wywodzgacych sie od drgan rozciggaiacvch wigzan vg*Pz—H
wystepujacych w widmach IR krystalicznych preparatow
Cyd. gCyd i_ ich soli

Na schemacie nr 4 pordéwnano potozenie i wzgledng inten-
sywnos¢ dwéch pasm absorpcji u6C-H i1 Vv5C-H wystepujacych w
osmiu widmach IR O,W deuterowanych preparatéw Cyd, H Cyd oraz
ich soli chlorowodorkowych azotanowych 1 dideuterofosforano-
wych (patrz takze widma nr 1,2,6,7).

Podobne poréwnanie dokonana na schemacie nr 5 odnosnie
czterech pasm absorpcji: i>5C-H; v6C-H, t7C-H; vSC-H, wystepu-
Jjacych w osmiu widmach IR podobnie deutercwanych preparatow
cCyd i 1ich soli z kwasami: solnym, azotowym i ortofosforowym
(widma nr 3,4,B,9).

Dane zawarte w tych dwoéch schematach umozliwidy mi
sporzadzenie zbiorowego schematu nr 6, w ktérym wszystkie za-
mieszczone w nim pasma zostaty przypisane oscylacjom okreslo-
nych wigzan C-H. Przypisanie podozenia pasm absorpcji Vv5C-H i
v6C-H zostato dokonane bardzo precyzyjnie w oparciu o widma IR
selektywnie deuterowanych przy C5 preparatow Cyd i fCyd.
Podobnie precyzyjnie okreslono potozenie pasm v8C-H i Vv7C-H w
widmach IR cCyd i1 jej chlorowodorkowej soli w oparciu o widma
IR analogow tych zwigzkéw selektywnie deuterowanych przy C8.
Przypisanie tych dwéch pasm: vSC-H i u7C-H w widmach IR azota-
néw i Fosforandw eCyd zostato dokonane przez analogie,
zaktadajac, ze P7C-H jest takze w +tych solach najbardziej
przesunietym pasmem w kierunku fal kroétkich, czyli lezy przy

wyzszych liczbach falowych.
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w celu ukatwienia przeprowadzenia analizy pordéwnawczej
tych waznych pasm absorpcji, bo wywodzacych sie od drgan roz-
ciggajacych wigzan C-H przy ole-finowych atomach wegla o hybry—
dyzacji sp2, umiesScitam w Srodku schematu nr 6 pasma VvC-H
dotyczgce widm IR obojetnych czgasteczek Cyd i sCyd, a powyzej
i ponizej ich analogiczne pasma w protonowanych Kkationach
CydH i ~CydH . Aby +datwiej przesledzi¢ wpdyw przeciwanionow
na potozenie tych ostatnich pasm, kationy oddziatywujgce z
anionami diwodorofosforanowymi 1 azotanowymi zostaly umiesz-
czone w tych samych szeregach, a te w solach chlorowodorkowych
oddzielnie, miedzy innymi dlatego, ze struktury molekularne i
krystaliczne obu soli chlorowodorkowych zastaty ustalone na
drodze rentgenograficznej, podczas gdy struktury soli azotano-
wych 1 Tosforanowych doczekaty sie takiego rozwigzania dotad
tylko w serii cytydyniowej.

Analiza danych zamieszczonych na schemacie nr 6 prowadzi
do nastepujacych spostrzezen.

Pasma wywodzgce sie od drgan rozciggajacych v6C-H sa we
wszystkich osmiu porownywanych zwigzkach ulokowane przy naj-
nizszych liczbach falowych, przy czym mieszcza sie w bardzo
waskim przedziale 20 cm *» w zakresie miedzy 3080 cm * (Cyd i
CydH" "NO~) a 3060 cm (CydH" -C1 ). Tak $ciste upakowanie tych
pasm nie odzwierciedla w prosty sposéb struktur Kkrystalicznych
badanych zwigzkéw. W trzech z nich tj. w Cyd, CydH™-NO_ i
rCydH *Cl1 1istnieje uzasadnione przypuszczenie, ze wigzania
6C-H sa uwik#ane w wewngtrzczgsteczkowe wigzanie wodorowe z
tlenem grupy hydroksylowej 05", co powinna powodowa¢ batochro—

mowe przesuniecie pasm absorpcji wywodzacych sie z oscylacji
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tychze ‘wigzein od 50 do 100 cm_l, Tymczasem te +trzy pasma sa

ulokowane na granicy krotkofalowej przy 3080 em™ w Cyd i

CydH™-NO™ lub bardzo blisko niej (3075 cm w cCydH™™CI . Z

tego faktu mozna by wysung¢ dwa rézne wnioski:

— kryterium rentgenograficzne zaktadajace obecnos¢ wigzania
wodorowego, gdy odlegtos¢ miedzy atomem wodoru a atomem pro—
tonoakceptorowym jest mniejsza anizeli 2,4 X (przy kacie A-H
...B wiekszym od 120°) nie dotyczy wigzan wodorowych, vj kto-
rych protonodonorami sg grupy C-H,

— wiazanie vtodorowe typu C-H.._.B wyraza swg obecnos$¢ na widmie

IR przesunieciem hipsochromofdym a nie batochromowym pasma

Ostatni v>»nioHek bydby jednak niezgodny z licznymi  obser—
wacjami (dokonanymi takze w naszym Zak#adzie), z Kktdorych
wynika, ze i'C—H...B (a w konsekwencji takze vC-D.._E) ulegaja
bardzo wyraznym przesunieciom batochromowym, ktérych wielkosc
moze byC¢ miarg zasadowosci 1 dostepnosci centrow protonoakcep-
torowych B tworzacych wigzania wodorowe z grupami C-H C107,
1153. Istnieja takze liczne przykdady Swiadczgce, ze Kryterium
rentgenograficzne (2,4 2) rowniez obejmuje wigzania wodorowe
typu C-H...B.

Pozostaje wiec sprobowac odpowiedziec na pytanie,
dlaczego trzy wewngtrzczasteczkowe wigzania wodorowe, ktore
odpowiadaja kryterium rentgenograficznemu, wydamuja sie z re-
gut empirycznych stosowanych w spektroskopii [IR?

Wydaje mi sie, ze stosunkowo dobrze poznane i scharakte-
ryzowane sa wigzania z protonodonorowymi grupami C-H, w ktéo—

rych atomy wegla maja hybrydyzacje sp*™®, a “kwasny'" charakter
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tych grup wynika 2 podstawnikcb5w wyciggajacych elektrony (atomy
chlorowcéw, grupy cjanowe, grupy karboksylowe). Wigzania wodo-
rowe 2 takimi grupami C-H odpowiadaja Kkryterium rentgenogra—
mficznym 1 regudom spektroskopii IR. Bardzo s#abo natomiast sg
poznane te przypadki, w ktérych whkasciwosci "kwasne" wykazuje
grupa C-H wchodzaca w sk#ad wigzania oletinowego. I w tych
przypadkach niezbedne sa grupy wyciggajace elektrony, aby
wigzania C-H zdobyty w#asnosci prctonodonorcwe. Sytuacja w
przypadku "kwasnych™ wia®zan znacznie sie jJednak
komplikuje, gdyz oprécz efektu indukcyjnego, wiekszos¢ grup
wyciggajacych elektrony posiada wolne dwéjki elektronowe
wykazujgce whkasnosci elektronodonorowe i efekty mezomeryczne.
Pod tym wzgledem struktury elektronowe fragmentdéw cytozynowego
i etenocytozynowego sg szczegoOlnie bogate, gdyz w pilierwszym
przypadku wigzanie olefinowe jest czescig sk#adowg pierscienia
4-aminopirymidynDweao, w ktorym Ct> sgsiaduje z ""laktamowym'
atomem azotu NI, a C5 jest w potozeniu /? w stosunku do zasado-
wego atomu azotu N3 i grupy egzoaminowej. W drugim przypadku to
samo wigzanie olefinowe jest skontugowane poprzez wigzanie
iminowe: 4C=N4 2 drugim wigzaniem olefinowym SC=C7 wchodzgcym
w skdad pierscienia imidazolowego. To drugie wigzanie
olefinowe od strony atomu wegla C3 43czy sie bezposrednio z
“laKtamowym'™ atomem azotu N3, a od strony atomu wegla C7 2
iminowym atomem azotu N4.

Uproszczona struktura elektronovja woké+ wigzan C-H przy
clefinowycn atomach wegla frag/aentu Cyt i1 irCyt bedzie sie kom-
plikowata zarowno wskutek czynnikédw wewnetirznych jak 1 zew-

netrznych. Do czynnikébw wewnetrznych zaliczam w pierwszym
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rzedzie mezomerie laktam—laktim (i jej skoniugowane -formy),
zalezng od geometrii pierscieni heterocyklicznych prowadzgaca
do ukd#adoéw dibiegunowych na skutek rozdziatu #adunkow.

Do czynnikéw zewnetrznych zaliczam proces protonowania i
oddziatywanie miedzyjonowe miedzy protonowanym kationem a jego
przeciwanionem. Proces protonowania likwiduje co prawda roz-
dziat +adunkdéw, prowadzi natomiast do mezomerycznej i induk-
cyjnej delokalizacji +4adunku dodatniego, ktére to efekty
wzmacniaja aktywnos¢ protonodonorowg fragmentu CytH™*" i £CytH™,
natomiast likwiduja lub minimalizujg aktywnosci protonoakcep—
torowe tychze fragmentow.

Jak juz uprzednio zaznaczyd#am, nie spotkatam w literatu-
rze precyzyjnej informacji na temat czynnikéw, ktdére powodujag

przesuwanie sie drgan rozciggajacych wiaian uC-H.

Korelacje empiryczne rozroOzniajg potozenia H od

H i n ramach tych pierwszych odré6zniajg vw(—H w
grupach CH?, i CH, a takze w grupach CINC-H, CIMCH™ i
CICK™.

Sprébuje uporzadkowa¢ te sprawy w obrebie osSmiu badanych
zwigzkow.
Jak juz wspomniatam, pasmo v6C—H we wszystkich 2z nich

jest przesuniete najbardziej batochromowo i miesci sie w
wagskich granicach 20 cm *~ (od 3080 do 3060 cm *).

Byé moze, ze ten maty rozrzut w potozeniu tego pasma jest
spowodowany czesciowym dadunkiem dodatnim na atomie azotu NI
wywodanym w Cyd i1 cCyd mezomerig laktam—laktim, a w ich solach
delokalizacja #adunku dodatniego, ktéry rozprzestrzenia sie

takze na atom azotu NI.
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Zaktadajcie, e podozenie pasm vC™z-H m heterocyklicznym
systemie pierscieniowym moze by¢ zalezne od wyzej wymienionych
czynnikoéw, dalszg, dyskusje nad potozeniem pasm vC—H zgromadzo-
nych na schemacie nr 6 bede prowadzida biorac pod uwage istot-
ne parametry struktury krystalicznej 1 elektronowej tychze
soli. Parametry struktury krystalicznej sa zgromadzone na
schemacie nr S i dotycza szesciu zwigzkéw, ktérych struktury
krystaliczne zostalty rozwigzane na drodze analizy rentgenogra-
oficznej. Parametry te umozliwiaja pordwnanie sumarycznych
wzglednych energii wigzan wodorowych wystepujacych w
strukturach krystalicznych tych zwiazkéw, ale — co wazniejsze
— umozliwiajg takze pordéwnanie czgstkowych udziatéw w tych
oddziatywaniach: reszt rybozowych, reszt cytozynowych (Cyt)

etenocytozynowych (jpCyt) w -formach obojetnych, a takze w

protonowanych CytH” i ~CytH” oraz ich przeciwanionéws CI , NO
w

i HMPON. W celu lepszego wnikniecia w istote tych oddziaktywan
w energiach czastkowych udziatédw zostaty uwzglednione procen-
towe aktywnosci protonodonorowe (Do) i protonoakceptorowe (Ac)
danych -fragmentéw.

Parametry obrazujgce struktury elektronowe sg zgromadzone
na schemacie nr 9. Dotyczg one tylko pieciu zwigzkéw i1 zostaty
oparte na danych opubli kowanych przez nas w '*Chemica Scripta”
w 1986 roku CI151.

W schemacie nr 9 sg zamieszczone (obliczone metodag
CNDO/2) wzgledne gestosci elektronowe wszystkich atoméw wcho-
dzgcych w sk#ad czgsteczek nukleozyddéw obojetnych 1 ich proto—
nowanych kationéw w solach chlorowodorkowych i azotanowych
(tylko dla CydH *NOW). Gestosci elektronowe atoméw wchodzacych

w sktad przeciwanionéw zostaty pominiete.
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Na ty/n samym schemacie dokonano zsumowania gestosci
elektronowych przypadajacych na wszystkie atomy, czyli na te
budujgace -fragment rybozowy 1 heterocykliczny (zasadowy). Na
tej podstawie mozna byd#o przypisa¢ obojetnym nukleozydom
wyrazng separacje +tadunkéw: dodatniego (niedomiar elektronéw)
od ujemnego (nhadmiar elektronéw), a w przypadku ich protonowa—
nych kationéw rozdziat #adunku dodatniego na -fragment rybozowy
i kationy CytH”™ i zrCytH".

Nim przejde do zbiorczej interpretacji podozenia pasm
vC"pZ—H zgromadzonych na schemacie nr 6, chce zwréci¢ uwage na
najistotniejsze roznice w strukturze krystalicznej i elektro-
nowej omawiainych zwigzkéw, ktére wynikaja z danych zamieszczo-
nych na schematach nr 8 i1 9. '

1. Sumaryczna energia wigzan wodorowych w obojetnych nukleozy-
dach (Cyd i jpCyd) jest istotnie mniejsza od tej wystepuja-
cej w ich solach. Stanowi ona od 73>1 (rCyd™Ci ) do ZOX

(Cde+—HAPOA) energii wigzan wodorowych wystepujacych w
strukturze krystalicznej danej soli.

2. Transformacja Cyd-»cCyd zwieksza co prawda o ok. 22% suma-
ryczng energie sieci wigzan wodorowych, réwnoczesnie jednak
burzy réwnowage aktywnosci Do i Ac, jaka wystepowata w
krysztale Cyd miedzy fragmentem Cyt (J]51%; w tym 28%Do/
/73%Ac) a rybozowym (£49%; w tym 72%Do/277.Ac). W sCyd
fragment ~:Cyt stracit catkowicie aktywnos¢ Do (mostek
etenowy wypar+ dwie czyli wszystkie grupy donorowe), a jego
udziat w energii sieci wigzan wodorowych stanowi tylko 35%.
W efekcie fragment rybozowy zostat '"zmuszony™ do przejecia
catkowitej aktywnosci donorowej uk#adu, zwiekszajac swioj

udziat w energii sieci wigzan wodorowych do 65%.
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