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Modyfikacja struktury waznych zwigzkéw biologicznie czynnych w sposob
ograniczajacy ich swobode konformacyjng jest obecnie przedmiotem duzego zainteresowania.
Stanowi jedno z podejs¢ do =zrozumienia mechanizmu aktywno$ci oraz wptywu
poszczegbdlnych konformacji na wiasciwosci farmakologiczne. Jest takze strategia
poszukiwania doskonalszych lekow. Przyktadami z najnowszych badan tego ostatniego nurtu
moga by¢ syntezy usztywnionych konformacyjnie modyfikowanych peptydéw inhibitoréw
proteazy HIV! wywodzacych sie z kaprolaktamu, inhibitordw matrycowych metaloproteaz
(MMP), enzyméw zaangazowanych w szereg choréb m.in. artretyzm i parodontoze?,
wywodzacych si¢ z Idrapilu, inhibitorow ACE (angiotensin converting enzyme), leku
regulujacego ci$nienie krwi3 oraz analogéw nikotyny i anabazyny, agonistow neuronalnych
receptoréw acetylocholiny (nAChR), zwigzkow ktére na modelach zwierzgcych sg aktywne
przeciwbdlowo i przeciw chorobom Alzheimera i Parkinsona.*> W przyktadach powyzszych
usztywnienie konformacji uzyskiwano gtéwnie przez dodatkowe wiazania kowalentne, w

jednym przypadku byto ono wynikiem odpowiedniego podstawienia uktadu wyj$ciowego.?

Liczne dane krystalograficzne nukleozydéow oraz ich modyfikowanych analogow
wskazuja na istnienie interesujacej zdolnosci ich czasteczek do przyjmowania réznorodnych
struktur konformacyjnych w zaleznosci od rodzaju modyfikacji. Natomiast w roztworach
zaobserwowano istnienie mieszaniny konformeréw bedacych w réwnowadze dynamicznej,
ktorej potozenie moze by¢ wigcej lub mniej przesunigte w jedng strone. Stwierdzono droga
intensywnych badan struktur krystalicznych sktadnikéw kwasow nukleinowych, Zze pewne
stany konformacyjne wystepuja znacznie czesciej anizeli pozostate.®” Wyniki tych
obserwacji pozwolity na przyblizone okreslenie czynnikow ksztaltujacych konformacje calej

czasteczki nukleozydu.

Modyfikacje nukleozydé6w mozna podzieli¢ na dwa rodzaje:
— wprowadzenie dodatkowych podstawnikow lub wymiana na inne istniejacych grup w
obrgbie czgsci cukrowej lub/i zasadowej z zachowaniem swobody rotacji wokot wigzan;
— usztywnienie struktury dodatkowymi wigzaniami w obrgbie czg$ci cukrowej lub pomigdzy
czescig cukrowy 1 zasadowg (cyklonukleozydy).
Peten opis ksztaltu przestrzennego nukleozydow wymaga okre§lenia wartosci trzech
parametréw konformacyjnych, ktore mozna przedstawi¢ za pomocg modeli zaktadajacych

stany graniczne. (Rysunek 1)
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Parametrami tymi sg:

A: kat torsyjny 7y, ktory okresla polozenie nalezacego do zasady wigzania N1-C2/C6
(pirymidyny) lub N9-C8/C4 (puryny) wzgledem wigzania C1°-O4’ nalezacego do czgséci
cukrowej. Plaszczyzna zasady moze przyjmowaé wzgledem czgéci cukrowej dwie

orientacje syn lub anti. (Rysunek 1A)

Rysunek 1. Opis ksztattu przestrzennego nukleozydow.
A: Rodzaje orientacji zasady wzgledem czgsci cukrowej wokot wigzania
glikozydowego. B: Koto pseudorotacji reprezentujagce wszystkie stany
konformacyjne  rybozy. (obszary =zacieniowane oznaczaja najcze$ciej
obserwowane stany konformacyjne cze$ci cukrowej) C: Rodzaje rotamerow

wokot wigzania C4’-C5’.
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B: kat fazowy pseudorotacji P okreslajacy typ pofaldowania pierscienia rybozy oraz
amplituda pofaldowania ¢ okreslajaca stopien pofaldowania. Pier§cien rybozy moze
przyja¢ konformacj¢ kopertowa (E, envelope) lub potskrecong (T, twist); wszystkie
mozliwe konformacje mozna przedstawi¢ w formie kota pseudorotacji. (Rysunek 1B).
Koncepcja pseudorotacji zostata wprowadzona przez C. Alton¢ i M. Sundaralingama w
1972% i do dzi$ stanowi powszechnie stosowany sposob opisu pofatdowania czesci
cukrowej.

C: kat torsyjny y definiwany przez O5’-C5’-C4’-C3’ okreslajacy polozenie wigzania O5°-C5’
wzgledem wigzania C4’-C3’ reprezentowany przez trzy rodzaje rotamerdéw: +synklinalny

(-sc), antyperiplanarny (ap), —synklinalny (-sc). (Rysunek 1C)

Wysoce prawdopodobne wystepowanie rzadko obserwowanych konformacji East (04’-
endo) rybozy w waznych biologicznie uktadach sugeruje struktura krystaliczna kompleksu
adenozyny z ludzka kinaza adenozynowa.® W odroznieniu, w kompleksie z kinaza
adenozynowa Toxoplasma gondii zaobserwowano bardziej powszechny konformer North
(C3’-endo).? Innym przyktadem roli konformacji nukleozydéw W oddziatywaniu z enzymami
jest wplyw orientacji syn-anti C2 i C8 podstawionych adenozyny na aktywnos$¢ receptora
adenozynowego Aas. Stwierdzono, ze C2 pochodna (anti) dziata jako agonista receptora
natomiast C8 (syn) jako antagonista.l® Zakres badawczy wptywu wymuszonej konformagji

nukleozydow/-tydow jest szeroki i ciagle aktualny.11:12

Cyklonukleozydy ze wzgledu na ograniczong swobod¢ konformacyjng stanowig od wielu
lat interesujacy obiekt badan witasciwosci konformacyjnych i stereochemii nukleozydow,
nukleotydow i kwaséw nukleinowych!320  oraz ich potencjalnej aktywnosci
przeciwwirusowej.?1-27 W ostatnim czasie szczegdlng uwage skupiono na wymuszaniu
okreslonych typéw pofatdowan czesci cukrowej za posrednictwem dodatkowych wigzan
spinajacych wybrane pozycje pierécienia.l’-20 W rezultacie tych badan stwierdzono istnienie
zaleznosci miedzy aktywnos$cia biologiczng a obecnoscig danej konformacji cukru. Wykazano
to m.im. na przykladzie karbocyklicznych analogow 3’-azydo-2’,3’-dideoksytymidyny
(AZT), w ktorej poprzez wprowadzenie dodatkowego mostka metylenowego zamrozono
konformacje w C2’-egzo lub C3’-egz0.2! Stwierdzono silng selektywng czynno$é¢ przeciwko
odwrotnej transkryptazie HIV-1 (ludzkiego wirusa niedoboru odpornosci) w przypadku
analogu zawierajacego konformacje C2’-egz0 w przeciwienstwie do braku aktywnosci
drugiego analogu o konformacji C3’-egzo. Podobne wyniki zwigkszonej aktywnosci

przeciwko wirusom herpes simplex (opryszczki), ludzkiemu wirusowi cytomegalii oraz




1. Wprowadzenie i cel pracy

wirusowi Epsteina-Barra uzyskano dla pochodnych nukleozydéw purynowych i
pirymidynowych zawierajagcych konformacje C2’-egz0 wymuszong identyczng z w/w
podanym przykladem modyfikacja w czg¢éci cukrowej w przeciwienstwie do braku
aktywno$ci odpowiednikéow (C3’-egz0.2272> Ponadto odnotowano, ze oligonukleotydy
zawierajgce usztywniony nukleozyd charakteryzujg si¢ zwigkszonym powinowactwem do
komplementarnych nici DNA i RNA (chimery) oraz stabilnoécia termodynamiczng.!4-16

Takie chimery mogg stanowi¢ uzyteczne narzedzie w badaniu regulacji ekspresji genow.

Jak dotad brak w literaturze doniesienia o usztywnianiu konformacji czes$ci cukrowe;j

nukleozydu droga odpowiedniego podstawienia na zasadzie.

Do podjecia badan mozliwosci takiego podejscia sktonity mnie uzyskane wczesniej w
Pracowni Chemii Nukleozydow Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN wstepne obserwacje
poczynione w trakcie badan struktury i whasciwosci wyozyny, unikalnego naturalnego
nukleozydu z transferowych RNA specyficznych dla fenyloalaniny. Wyozyna, tricykliczny
analog guanozyny- 4,9-dihydro-4,6-dimetylo-9-okso-3-(j3-
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wysoka, w porownaniu z guanozyng ok. 5 rzedow wielkosci HOA4-<_7’
wyzsza, nietrwalo$cia wigzania glikozydowego w HO\"'S' 2""fOH
warunkach hydrolizy kwasowej. Wyozyna R=H

Wyozyna jest wyjatkowym nukleozydem 2-Metylowyozyna R=CH,

wystepujacym w roztworze w zamrozonej konformacji anti. Zjawisko to, postulowane
wczesniej na podstawie obliczen®® potwierdzono technikami NMR.2°:30 Nastepnie
zsyntetyzowano jej analog, 2-metylowyozyne (2-MeW). Okazato si¢, ze wprowadzenie
elementu strukturalnego zwykle wymuszajacego konformacje syn nie powoduje znaczacej
zmiany konformacji anti natomiast drastycznie zmienia konformacj¢ cukru. Zidentyfikowano
ja jako bardzo rzadka konformacj¢ East na podstawie 3 dowodoéw doswiadczalnych
otrzymanych metodami 1D i 2D-NMR oraz obliczen za pomoca programu PSEUROT;
potwierdzono obliczeniami dynamiki molekularnej.3! Wyniki dla samej wyozyny wykazuja
typowa rownowage konformerow North i South.30 Z dotychczasowych badan
krystalograficznych wiadomo, ze zdecydowana wigkszo$¢ nukleozyddéw posiada konformacje
North lub South a przyktadow konformacji East znaleziono tylko ok. 1%. Wedlug naszej
wiedzy nie byto dotad w literaturze wzmianki na temat nukleozydu o tej konformacji cukru w

roztworze.
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Nie znalaztem w literaturze szerszego opracowania dotyczacego syntezy i wlasciwosci
konformacyjnych C2 podstawionych pochodnych wyozyny, jedynie Chattopadhyaya i wsp
przedstawili synteze i dane H, ¥C NMR dla 2-acetylo-2’,3’,5 -triacetylowyozyny.3?
Zdecydowana wigkszo$¢ dotychczasowych prac koncentrowala si¢ na syntezie i
wlasciwo$ciach C7-podstawionych analogow wyozyny. W zwiazku z powyzszym podjatem
probe postuzenia si¢ uktadem imidazo[1,2-a]puryny jako modelem zmian konformacyjnych
nukleozydu w roztworze pod wpltywem modyfikacji cze¢sci zasadowej nukleozydu, ze
szczegdlnym uwzglednieniem warunkow ograniczonej swobody rotacyjnej wokot wigzania

glikozydowego.

Celem glownym, ktory pragnatem osiagnaé, byto okreslenie zakresu i ograniczen
nowego podej$cia do usztywniajagcego manipulowania konformacja nukleozydow w
roztworze. Planowana droga do jego realizacji wiodla przez rozwigzanie kolejnych zadan
ktérymi byty:

1. Synteza nowych, réznorodnie C2 podstawionych pochodnych wyozyny. Zbadanie i
optymalizacja roznych wariantéw syntezy na kolejnych jej etapach.

2. Charakterystyka C2 podstawionych analogéw wyozyny za pomoca wysokorozdzielczej
spektroskopii H, 13C i ®'N NMR.

3: Zbadanie preferencji konformacyjnych otrzymanych zwiazkow w roztworze na podstawie
pomiarow wicynalnych statych sprzezen, pomiaréw efektu NOE oraz analizy zmian
przesunie¢ H, ¥C NMR. Okreslenie wptywu modyfikacji czesci zasadowej i cukrowej
oraz polarnosci rozpuszczalnika na parametry konformacyjne pochodnych wyozyny 1 jej
N4-dezmetyloanalogow.

4: Okreslenie trwatosci wigzania glikozydowego C2 podstawionych pochodnych wyozyny w

srodowisku kwasowym oraz czynnikow determinujacych stopien trwatosci wigzania.

W drodze do realizacji powyzszych zamierzen skupilem si¢ na poznaniu obecnego stanu
wiedzy na nastepujace tematy:
» Szczegotowa charakterystyka parametrow konformacyjnych opisujacych ksztatt
przestrzenny nukleozydow.
» Preferencje konformacyjne niemodyfikowanych nukleozydéw w ciele statym.
» Analiza wptywu rodzaju modyfikacji nukleozydu na konformacje w ciele statym.
Ostatniemu z wymienionych wyzej tematow poswiecitem najwigcej uwagi starajac si¢

uwzgledni¢ w analizie duzo najswiezszych doniesien.




