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Struktura oraz preferencje konformacyjne nukleozydow i ich

analogdéw w ciele stalym

2.1. Ogolna charakterystyka wtasciwosci strukturalnych nukleozydow

W niniejszym rozdziale szczegdélowo przedstawie¢ Stan wiedzy na temat struktury
przestrzennej nukleozydéw. Gléwnym zrédlem informacji byla dzielo Wolframa Saengera
,,Principles of Nucleic Acid Structure” (Springer-Verlag New York Inc 1984) oraz wybrane

publikacje dotyczace omawianego problemu.

2.1.1. Geometria czesci zasadowe;j

Liczne dane krystalograficzne nukleozydéw wskazuja, ze wszystkie atomy uktadu
heterocyklicznego imidazo[4,5-d]pirymidyny (adenozyna, guanozyna) oraz uktadu
heterocyklicznego pirymidyn (cytydyna, urydyna i tymidyna) leza w jednej ptaszczyznie.33
Istniejg rzadkie przyktady odstgpstwa od planarnosci czegsci zasadowej zaobserwowane w
nukleozydach purynowych pomigdzy ptaszczyznami tworzonymi przez pierscienie imidazolu
i pirymidyny. Prostopadte do tych plaszczyzn przecinaja sig, tworzac niewielki kat
wynoszacy od 0.5° do 1°,3%:35

Wigazanie pomigdzy grupa aminowa a uktadem heterocyklicznym puryny i cytozyny jest
znacznie krotsze od wigzania C-N w ukladach alifatycznych (1.472(5) A) i wynosi 1.34(1)
A 3% Sugeruje to istnienie cze$ciowo podwojnego charakteru wigzania C-NH; 37 dla ktérego
obliczony rzad wigzania podwojnego miesci si¢ w zakresie 0.41-0.47 38 przyjmujac posredni
charakter pomiedzy wigzaniem podwojnym a pojedynczym. Obecno$¢ czesciowo
podwdjnego charakteru wigzania C-NH2 implikuje pojawienie si¢ bariery rotacyjnej
wymuszajac przyjecie orientacji koplanarnej przez egzocykliczng grupe aminowa w stosunku
do uktadu heterocyklicznego zasady. Wysokos$¢ bariery rotacji wigzania C-N uzyskana na
podstawie obliczen kwantowo-mechanicznych (CNDO/2) wynosita od 15 do 25 kcal/mol w
zalezno$ci od obecnosci wodoru lub grupy metylowej na egzocyklicznym atomie azotu w
pochodnych cytozyny 39, adeniny 40 i guaniny 4°. Dane uzyskane na drodze eksperymentow
NMR wskazuja na nizsza warto$¢ bariery rotacji dla puryn w poréwnaniu z cytozyng 41
wynoszacg od 15 do 18 kcal/mol.#? Warto podkre$li¢ iz obecnoéé w bliskim sasiedztwie grup

metylowych w 1,5,N* N*-tetrametylocytozynie nie wymusza w sposob wyrazny obrotu wokot
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wigzania C*-N(CHs), wskutek sterycznego odpychania miedzy grupami metylowymi, tym
samym zachowujac koplanarno$¢ heterocyklicznego wuktadu =z atomami wegla
egzocyklicznego podstawnika N* N*-dimetyloaminowego. Analiza rentgenostrukturalna
1,5,N* N*-tetrametylocytozyny wykazata przyrost wartosci katow endocyklicznych N*-C4-C5
i C4-C5-CHs o odpowiednio 4.2° i 7.9° 4344 w stosunku do 1-podstawionej cytozyny.
Dhugos$¢ egzocyklicznego wigzania C-O w cz¢$ci zasadowej pirymidyn oraz guaniny
wynoszaca pomiedzy 1.22(1) A-1.24(1)A jest bardzo zblizona do dlugosci klasycznego
wigzania podwodjnego C=0 [1.215(5)A]. W poréwnaniu do egzocyklicznego wigzania C-NH;
puryn i cytozyny, udziat podwodjnego charakteru w wigzaniu C-O jest zdecydowanie wigkszy
wynoszac od 0.84 do 0.89, wskazujac na obecno$é tautomerycznej formy laktamowe;j.38
Obecnos¢ dodatkowych grup funkcyjnych oraz wzajemne utozenie w jednej ptaszczyznie
atomow azotu 1 wegla na réznych stopniach hybrydyzacji w uktadach heterocyklicznych
puryn i pirymidyn powoduje wyrazne zroznicowanie katow endocyklicznych oraz dtugosci
poszczegdlnych wigzan. > (Rysunek 2)
Przyktadowo wigzanie C2-N3 oraz N3-
C4 w ukladzie puryn jest krotsze od
odpowiadajagcego im wigzania N1-C2 i
N1-C6 wuktadu pirymidyn. Natomiast
wigzanie C4-C5 zasady purynowej jest
dluzsze od analogicznego wigzania C5-
C6 w uktadzie pirymidyn. Ponadto w
uktadzie puryn wigzanie N7-C8 jest
wyraznie krotsze od wigzania C8-N9,

wskazujac na zdecydowanie wigkszy

udziat podwojnego wigzania w N7-C8 w Rysunek 2. Dtugosci wigzan oraz katow uktadu hetero-

cyklicznego puryn i pirymidyn.
W. Saenger (1984), Principles of Nucleic Acids
tendencje mozna zaobserwowacé Structure; Springer-Verlag New York Inc, str.52

porownaniu  z C8-N9. Interesujaca

analizujagc zmiany wartoéci katéw endocyklicznych wokot atoméw N.46 Wielkoéé kata
tworzonego przez C6-N1-C2 w uktadzie puryn oraz C2-N3-C4 w ukladzie pirymidyn zalezy
od obecnosci lub braku podstawnika na atomie azotu N1 lub N3. Katy te sg wigksze $rednio o
6° do 8° w przypadku obecnosci atomu wodoru na N1/N3 co ma miejsce odpowiednio w
guanozynie i urydynie. Mniejsza réznice w wielkosci kata wynoszaca od 2° do 3°, mozna
rowniez zaobserwowac dla C5-N7-C8 w ukladzie imidazolu puryn. Omoéwione wyzej zmiany
katow walencyjnych w zalezno$ci od obecnosci lub braku podstawnika na atomie N

kompensowane sg zmianami w sasiednich katach N-C-C w celu utrzymania atoméw uktadu
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heterocyklicznego w jednej plaszczyznie.*® Analogiczne zmiany maja miejsce w przypadkach
w ktorych zasada ulega protonacji lub deprotonacji co zostalo potwierdzone na przyktadzie
deprotonowanego uracylu (anion uracylu) oraz podwojnie protonowanej adeniny.4®
Rozktad gestosci tadunkéw w  czgscei

zasadowej nukleotydéw obliczony metoda Del Re 0=

1 Hackla (udziat czastkowych odpowiednio c- 1 -
tadunkéw) oraz PCILO (fadunek catkowity)*’
pozwolilo wytlumaczy¢ zachowanie si¢ ukladu
heterocyklicznego podczas tworzenia si¢ wigzan
wodorowych czyli parowania si¢ zasad oraz
oddziatywan z jonami metali. (Rysunek 3)
Rozktad gestosci tadunkow wskazuje na zblizone
warto$ci dodatnich tadunkéw o +0.22e atomow
wodoru grupy aminowej guanozyny, adenozyny i
cytozyny sugerujac lekko kwasowy charakter a

tym samym funkcje donora. Nieco stabsze

wlasciwo$ci donorowe wykazujg atomy wodoru ' _
Rysunek 3. Rozktad gestosci fadunkow czesci

na N3 uracylu oraz N1 guaniny, ktorych fadunek zasadowej nukleotydéw wg Del Re oraz Hiickla.

wynosit o +0.19e. Z kolei wiaSciwosci w. Saenger (1984), Principles of Nucleic Acids

. . . Structure; Springer-Verlag New York Inc, str.106
akceptorowe w wigzaniu wodorowym wykazuja

atomy N1, N3, N7 adenozyny, N3, N7, O® w guanozynie, O i O* w urydynie/tymidynie oraz
N3 i O? w cytydynie. Wszystkie wyzej wymienione atomy wykazuja ujemny tadunek ¢ w
zakresie od -0.47e (O? tymidyny) do -0.65e (N3 cytydyny).4”

W zwigzku z wzajemnym ulozeniem heteroatoméw w obregbie czgsci zasadowej
nukleozydoéw/nukleotydow istnieje mozliwo$¢ migracji protonu z grupy N-H na tlen lub inny
atom azotu. Prowadzi to do wystgpienia dwoch rodzajéow tautomerii: keto<>enolowej
(guanozyna, urydyna, tymina) oraz amino<>iminowej (adenozyna, cytozyna).*® Zmiana
lokalizacji atomu wodoru wskutek przejécia jednej formy tautomerycznej w druga prowadzi
do zmiany donorowego charakteru atomu azotu N1/N3 guanozyny/urydyny (forma keto) na
akceptorowy (forma enolu). Réwnocze$nie nastepuje zmiana charakteru akceptorowego
atomu tlenu O guanozyny oraz O* albo O2 urydyny i tyminy na donorowy. Mozliwo$é rotacji
wokot wigzania C-O powoduje zmian¢ potozenia atomu wodoru, prowadzac do zachowania
roli akceptora przez atom tlenu. Analogiczna sytuacja ma miejsce na azocie w tautomerii

amino<iminowej. (Rysunek 4)
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Rysunek 4. Tautomeria keto<enolowa oraz amino<>iminowa czesci zasadowej nukleozydow.

W. Saenger (1984), Principles of Nucleic Acids Structure; Springer-Verlag New York Inc, str.113

Szczegotowe badania zjawiska tautomerii w nukleozydach pirymidynowych oraz
purynowych za pomoca metod spektroskopowych UV, IR, NMR i rentgenostrukturalnych 4°
oraz obliczen kwantowomechanicznych °° ujawnity zdecydowanie dominujacy udziat formy
tautomerycznej keto i amino. Dla adenozyny oraz 1-metylouracylu udziat formy keto i amino
zostat oszacowany na wielko$¢ 99,99%, powyzsza przewaga zostala potwierdzona w szeregu

rozpuszczalnikach o réznych statych dielektrycznych.>?

2.1.2. Pofatdowanie cze¢sci cukrowej-koncepcja pseudorotacji

Dane krystalograficzne  nukleozydéw 1 nukleotydéow jednoznacznie wskazuja na
nieptaski charakter uktadu pentofuranozy czesci cukrowej. Pigciocztonowy pierscien furanozy
moze przyja¢ dwa glowne rodzaje konformacji: koperty (E, envelope) oraz
skrecona/potkrzestowa (T, twist). W pierwszym przypadku jeden z pigciu atomow znajduje
sig w przyblizeniu o 0.5A poza plaszczyzng utworzona przez pozostale cztery atomy,
natomiast w drugim - dwa sasiednie atomy pierscienia zajmuja potozenie po przeciwnych
stronach plaszczyzny utworzonej przez pozostale trzy atomy.”2 W przypadku pB,D-
rybofuranozy oraz jej 2’-deoksy analogu, atomy uczestniczagce w pofatdowaniu pierscienia
moga zaja¢ pozycje po tej samej stronie co grupa 5’-CH20H okres$lana jako endo lub po
przeciwnej - okreslanej wowczas jako €gzo.>3

Opis wszystkich mozliwych pofaldowan pieciocztonowego pierScienia zostat ujety w
formie koncepcji pseudorotacji wprowadzonej przez J.E. Kilpatrick’a i wsp w celu
wyjasnienia nieokreslonoséci (indefiniteness) konformacji cyklopentanu wynikajacej z

swobody rotacji wokol wszystkich wigzan C-C.>* K.S. Pitzer i wsp stwierdzili iz obecno$¢
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dodatkowych podstawnikow w badanych przez nich pochodnych cyklopentanu indukuje
pojawienie sie uprzywilejowanych energetycznie konformeréw.”> C. Altona i wsp rozwineli
badania konformacji asymetrycznie podstawionych ukladow piecioczionowych wigzac
wartosci wszystkich pigciu katow endocyklicznych w matematyczng zaleznos¢ z dwoma
parametrami: kata fazowego pseudorotacji oraz maksymalnej amplitudy pofatdowania.”® W
pozniejszej pracy C. Altona i M. Sundaralingam zaproponowali wykorzystanie tej metody po
niewielkich modyfikacjach do przedstawienia konformacji czesci cukrowej nukleozydow za

pomocg obu parametréw.® W tej formie postaé rownan jest nastepujaca:

tanP = (ve+vy )= (ve o) Vi = Vi XCOS(P+ jx )
2xv, x(sin 36°+sin 72°)

P- kat fazowy pseudorotacji, vo- v4 endocykliczne katy torsyjne: vo=C4’-04’-C1’-C2’,
v1=04’-C1’-C2’-C3’, v,=C1’-C2’-C3’-C4’, v3=C2’-C3’-C4’-04’, v4=C3’-C4’-04’-CI’
Vmax — maksymalna amplituda pofatdowania, j=0 do 4, p=144°.

Fizyczny sens tych parametréw jest nastepujacy: P-wskazuje ktére atomy wzglednie
atom pierScienia znajduje si¢ poza plaszczyzng utworzong przez pozostale atomy nie
uczestniczace w pofatdowaniu; vmax- wyraza stopien pofaldowania, i odpowiada maksymalne;j
wartosci kata torsyjnego. Zmiany wartosci kata fazowego pseudorotacji a tym samym cykl
przejs¢ wszystkich konformeréw pier§cienia pentofuranozy w nukleozydach mozna
przedstawi¢ w formie graficznej jako koto pseudorotacji. (Rysunek 1B) Generalnie na kole
pseudorotacji wyrdzni¢ mozna 36 struktur granicznych ( ,,czystych” konformerow) z czego 18
reprezentuje pofatdowanie typu T (P jest wielokrotnoscia 36° i przyjmuje wartosci 0°, 36°,
72°,...,324°), drugie 18 struktur reprezentuje pofatdowanie typu E (P przyjmuje wartosci 18°,
54°, 90°,...,342°). Nalezy doda¢, iz w literaturze znacznie czesciej odnotowuje si¢ struktury
krystaliczne nukleozydow i ich pochodnych, w ktorych pofaldowanie czesci cukrowej jest
posrednie pomiedzy konformerami granicznymi. Woéwczas obserwuje si¢ nierdwnomierne
odchylenie atomoéw bioragcych udzial w pofaldowaniu od ptaszczyzny tworzonej przez
pozostate trzy atomy. Wiegksze odchylenie od plaszczyny okreslane jest jako gltowne
pofatdowanie (major puckering) , natomiast mniejsze odchylenie jako mniejsze pofatdowanie
(minor puckering). W dalszej czgsci studiow literaturowych dla uproszczenia analizowania
zebranego materiatu zaliczalem pofaldowanie czeSci cukrowej omawianego nukleozydu do
jednej z struktur granicznych, w zaleznosci do ktorej z nich podana warto$¢ kata fazowego
pseudorotacji dla danego nukleozydu byta zblizona.

H. P. M. De Leeuw, C. A. G. Hasnoot oraz C. Altona przeanalizowali dane
krystalograficzne 178 rybo- oraz deoksyrybonukleozydéw i ich pochodnych ujawniajac

nierownomierng dystrybucje obliczonego dla wszystkich struktur wartosci kata fazowego na
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kole pseudorotacji.” Autorzy w swej pracy wyrdznili dwa gléwne obszary wystepowania

konformerow czgsci cukrowej w zakresie wartosci kata P od -1° do 34° (North) i od 137° do

194° (South), jakkolwiek obserwowane byly rowniez struktury posiadajace konformery nie

lezace w w/w zakresach kata fazowego pseudorotacji. Preferencje konformacyjne czesci

cukrowej nukleozydow mozna powigza¢ z dwoma faktami: nizszg bariera rotacji wokot

wigzania C-O w poréwnaniu z wigzaniem C-C >/ oraz mniejsza podatno$ciag na zmiany

endocyklicznego kata C-O-C w poréwnaniu z katem C-C-C.>8 W rezultacie endocykliczny

kat vo lub vs4 przyjmuje warto$¢ okoto 0° powodujac okre$lony rodzaj pofaldowania

odpowiednio C3’-endo/egzo lub C2’-endo/egzo. Generalnie, pofaldowanie C3’-endo oraz

C2’-endo w przyblizeniu znajduja si¢ w centrum powyzszych zakreséw wartosci P.

Powyzsze dane wskazuja na

T T T 1 T T T 7 T L § T LI T
TP . N
mozliwo$¢ istnienia dwoch przejsé 5 ! C, -endo #°
. . . E -56"‘“ . -I.lhl /
pomigdzy  konformerami regionu 3 o 1.
= = 4.-en o
. . f > Coando ) e
North i South via region East lub § -ssf | . .,/ °
& C,.-endo e S
. .. . , . . : : ./. \.\. /" % 0,.-exo
West. Zmiany energii pierScienia _609,__&(3}{0_0""01_ i, -,/’c on
) ., . = i ¥
rybozy i deoksyrybozy w zalezno$ci Cqmexo C, -exo
1 L 1 1 1 1 o 1 5 P |

od rodzaju pofaldowania byly ¢

przedmiotem licznych prac
teoretycznych  z  wykorzystaniem
roznych metod obliczeniowych, >8-61
Wyniki tych prac jednoznacznie
pokazaly, iz z posréd wszystkich
mozliwych pofatdowan, konformery
C3’-endo oraz C2’-endo s3 najbardziej
energetycznie uprzywilejowane oraz
wysoko$¢ bariery energetycznej przy
przejsciu z C3’-endo do C2’-endo
przez 0O4’-endo (East) jest
zdecydowanie nizsza anizeli przez
04’-egzo (West). (Rysunek 5a, 5b)
Nalezy doda¢ iz uzyskiwane wartoSci

energii byly znaczaco rdézne w
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Rysunek 5. Zmiany energii catkowitej w zaleznosci od

320

P58

zaleznosci od zastosowanej metody obliczeniowej. W pracy ©! wysoko$é bariery

energetycznej w regionie East i West wynoszg odpowiednio 1.8 i 5.8 kcal/mol dla 2’-

deoksyrybozy oraz 3.8 i 7.5 kcal/mol dla rybozy.
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Wyniki eksperymentow NMR ujawnity istnienie szybkiej rownowagi termodynamicznej
pomiedzy konformerami C3’-endo (N) a C2’-endo (S) w roztworze. Potozenie tej rOwnowagi
mozna w przyblizeniu okresli¢ na podstawie stosunku statych sprzezen 3Ji2- i 3J3:4 stosujac
nastepujace rownanie: Keq~2Ji2/2Jsar %! Wysoko$é bariery energetycznej interkonwersji
pomiedzy obu konfomerami w roztworze okre$lono na drodze eksperymentow 3C NMR; dla
rybonukleozydéw purynowych wynosita 4.7+0.5 kcal/mol.62

Rezultaty licznych prac nad konformacja cze$ci cukrowej za pomocg pomiarow NMR
ujawnity istnienie wplywu elektroujemnos$ci podstawnika w pozycji C2’° lub C3’ na potozenie
rownowagi termodynamicznej C3’-endo (N) < C2’-endo (S) spowodowane wigkszg
tendencja do przyjmowania orientacji pseudoaksjalnej przez bardziej elektroujemny
podstawnik.®3-6> Szczegdtowe badania nad C2’ podstawionymi pochodnymi adenozyny ©° i
urydyny 67 jednoznacznie potwierdzity zalezno$é populacji konformeru C3’-endo (N) od
elektroujemnosci podstawnika w potozeniu C2’. Powyzsze zalezno$ci konformacyjne zostaty
w pbzniejszych pracach powigzane z efektem gauche.®9:6> Generalnie efekt ten kieruje kat
torsyjny X-C-C-Y (gdzie X, Y to elektroujemne podstawniki) w strone¢ orientacji + lub —
gauche (odpowiednio + lub — synklinalna) jednoczesnie unikajac przyjecia orientacji
antyperiplanarnej.®> Jakkolwiek pomiary spektroskopowe NMR w NDs pochodnych
adenozyny posiadajacych grupe NH2 w miejsce grupy 2’-OH lub 3°-OH ujawnily istnienie
odwrotnego efektu.®® Wytlumaczenie tej odmiennej preferencji mozna powigza¢ z znaczacym
udziatem rozpuszczalnika (ND3) w determinowaniu konformacji lub istnieniem dodatkowych
oddziatywan w obrebie samej czasteczki. Obecno$¢ wewnatrzczasteczkowego wigzania
wodorowego N2’-H----O3” w strukturze krystalicznej a-D-2’amino-2’-deoksyadenozyny (W.
Saenger podaje ze B, jednak publikacja dotyczyla a) pozwolita przyja¢ drugie wyttumaczenie
za bardziej prawdopodobne.®°

Pofaldowanie czesci cukrowej jest rowniez determinowane przez modyfikacje czgscCi
zasadowej.”9 Zaleznos¢ ta jest szczegdlnie widoczna w sytuacji wymuszonej orientacji Syn
przez objetosciowy podstawnik w pozycji C6 pirymidyn lub C8 puryn, co w wigkszosci
przypadkow koreluje z przyjeciem konformacji C2’-endo. Zastapienie zasady grupa CH3O-
lub atomem H na anomerycznym atomie C1’ pierScienia furanozy wymusza przyjecie
pofaldowania typu C3’-endo.”! Dodatkowych informacji dotyczacych preferencji
konformacyjnych pierscienia cze$ci cukrowej nukleozydéw moze dostarczy¢é pordwnanie
geometrii pierScienia furanozy z jej macierzysta strukturg — tetrahydrofuranem (THF). Sumy
uérednionych katéw endocyklicznych tetrahydrofuranu’? oraz rybozy i 2’-deoksyrybozy

obliczone na podstawie struktur krystalicznych konformeréw C2’ i C3’-endo,”3 s3 zblizone.
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(Tabela 1a) Natomiast dlugosci wigzan C-C pierscienia cz¢$ci cukrowej sg znacznie krotsze
od analogicznych wigzan w THF 72, co jest spowodowane obecnoéciag dodatkowych wigzan
C-O w pozycji C2’° i C3’ oraz wigzaniem C-N na C1’. (Tabela 1b)73 Podobna tendencje
skracania wigzah C-C zaobserwowano w a-glukozie.”#

We wszystkich strukturach krystalicznych nukleozydow wigzanie C1°-O4’ jest okoto
0.03 A krétsze od C4’-04’ co thumaczy sie sprzezeniem wolnych par elektronowych atomu
04’ z ukladem elektronéw zasady. (Tabela 1c)’3 Na uwage zastuguje fakt niewielkich zmian
dlugosci wigzan pier§cienia rybozy i 2’-deoksyrybozy w =zaleznosci od rodzaju

przyjmowanego pofaldowania (Tabela 1b i 1c).

Tabela 1a. Sumy usrednionych katow endocyklicznych dla THF, rybozy (R) i deoksyrybozy (dR) 73

THF C2’-endo C3’-endo
R dR R dR
Suma katow 524.9° 524.7° 525.2° 525° 527.3°

Tabela 1b. Dhugosci wiazan C-C w THF, Ri dR 73

cr-c2’ C2’-C3’ C3’-C4
R 1.526A 1.528A 1.526A

C2’-endo
1.517A 1.523A 1.521A
1.530A 1.525A 1.519A

C3’-endo
1.526A 1.527A 1.526A
THF 1.537A 1.537A 1.537A

Tabela 1c. Dlugosci wiazan C4’-04’ i 04’-C1’ w R i dR 73

C4’-04° 04’-C1’
R 1.453A 1.415A

C2’-endo
dR 1.447A 1.420A
1.449A 1.409A

C3’-endo
1.452A 1.414A

Dane krystalograficzne nukleozydow, w ktorych ryboza przyjmuje konformacje C2’-
endo lub C3’-endo ujawnily istnienie zaleznosci pomigdzy typem pofaldowania czesci
cukrowej a dlugoscia wigzan C-O w pozycji C2° 1 C3° oraz wartosciami katow
egzocyklicznych C-C-O. Wiazanie C2’-02’ jest krotsze w konformacji C2’-endo niz w C3’-
endo natomiast dla wigzania C3’-O3’ stwierdzono tendencje odwrotng. (Tabela 1d)’3 Dla
C2’-endo wartosci katow C3’-C2°-02’ i C1°-C2’-02’ sg wigksze niz C2’-C3°-03” i C4’-C3’-
03’, odwrotna sytuacja wystepuje w pofaldowaniu C3’-endo. Zaleznosci te sugeruja
zwigkszenie udziatu hybrydyzacji Sp? na atomie wegla bedacego poza plaszczyzng tworzonej

przez pozostate atomy wegla.”>
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Tabela 1d. Diugosci wiazania C-O oraz katy egzocykliczne wokot atoméw C2° i C3” 73

c2’-02>  C3-03° C1’-C2’-02° (C3’-C2’-02° C2’-C3’-03° C4’-C3°-03°

C2’-endo  1.409A 1.424A 112.7° 114.3° 110.0° 109.4°

C3’-endo  1.419A 1.414A 107.7° 110.4° 114.1° 112.5°

2.1.3. Orientacja zasady wzgledem czgs$ci cukrowej

Uktad heterocykliczny zasady purynowej i pirymidynowej moze przyjmowaé wzgledem
czesci cukrowej wskutek obrotu wokot wigzania glikozydowego dwie gldwne orientacje: syn
i anti.”® Umowny przedziat wystgpowania obu konformeréw jest okreslany w odniesieniu do
kata torsyjnego y tworzonego przez atomy 0O4’-C1°-N9-C4 dla nukleozydéw purynowych
oraz 0O4’-C1’-N1-C2 dla nukleozydow pirymidynowych. Wedlug tej konwencji, w
konformacji syn szesciocztonowy fragment puryny oraz egzocykliczny atom tlenu O?
pirymidyn znajduje si¢ w bezposrednim sasiedztwie wigzania C1°-O4’ lub nad pierscieniem
D-rybozy lub 2’-deoksy-D-rybozy, czyli zajmuje orientacj¢ synklinalng (+ lub -) oraz
synperiplanarng (zakresie kata y: 270°, 0°, 90°, Rysunek 1A). W konformacji anti czgs¢
cukrowa oraz uktad szesciocztonowy puryn lub egzocykliczny atom O? pirymidyny zajmuja
wzgledem siebie orientacj¢ antyklinalng lub antyperiplanarng (zakres kata y: 90°, 180°, 270°),
jakkolwiek spotykane sg struktury krystaliczne zarowno naturalnych jak i modyfikowanych
nukleozydow w ktorych wigzanie C1°-C2° czeSci cukrowej zajmuje orientacje
synperiplanarng w odniesieniu do wigzania N1-C6 pirymidyny lub N8-C8 puryny. W takim
przypadku przyjeto okreslac takg orientacje jako high anti dla ktorej kat torsyjny y przyjmuje
warto$é nieco wieksza niz 270° 77 i wedtug notacji Klyne-Preloga odpowiada to orientacji
—sc. Analogicznie, przyjeto okreslenie high syn w ktorym kat torsyjny y wynosi nieco
powyzej 90° (+ac).

Analiza danych krystalograficznych nukleozydow ujawnita istnienie zaleznosci miedzy
pofatdowaniem cukru a orientacja wokot wigzania glikozydowego y. W nukleozydach
purynowych posiadajacych konformacje C2’-endo obserwuje si¢ w przyblizeniu
rownomierny rozktad wystepowania orientacji syn i anti, natomiast dla konformeru C3’-endo
-wyrazne zwigkszenie udziatu struktur krystalicznych o orientacji anti.” W rybonukleozydach
pirymidynowych dla ktoérych obserwowano orientacje syn konformery C2’-endo i C3’-endo
wystepuja rownomiernie. Z kolei dla orientacji anti pofatdowanie C3’-endo obecne jest w
wigkszosci analizowanych struktur krystalicznych. Deoksyrybonukleozydy pirymidynowe

przyjmujace orientacje anti wykazuja wyrazna preferencje do konformacji C2’-endo.”8
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W 4-tiourydynie zaobserwowano stabilizacje orientacji Syn za po$rednictwem wigzan
wodorowych wytworzonych przez czasteczke wody obecnej w strukturze krysztatu
wyhodowanego w $rodowisku wodnym.”® Zmiana rozpuszczalnika na kwas mastowy
prowadzita do otrzymania struktury krysztalu z zachowana orientacja anti.8% Pofaldowanie
czesci cukrowej w obu strukturach nieznacznie si¢ réznig: C3’-endo-C4’-egzo °Ts dla
orientacji syn natomiast C3’-endo, °E dla orientacji anti.””° Interesujacym faktem jest
obserwacja, iz 4-tiourydyna w roztworze wodnym wykazuje preferencje do orientacji anti.8!
Przyktad ten obrazuje trudnos$¢ w ustaleniu ogdélnych tendencji przyjmowania okreslonych
konformacji w zaleznosci od typu modyfikacji czasteczki nukleozydu.

W rybonukleozydach pirymidynowych o orientacji anti zaobserwowano zjawisko
subtelnego ,,dostrajania” kata fazowego pseudorotacji P z przedzialem wartosci kata y co
przedstawia ponizsza zalezno$é:82

-180°< y <-138° dla C3’-endo

-144°< y <-115° dla C2’-endo
Efekt ten prawdopodobnie mozna przypisa¢ sterycznemu odpychaniu miedzy aksjalnie
zorientowanym atomem H3’ a H6 w C3’-endo co powoduje zwickszenie warto$ci kata
glikozydowego . Natomiast w konformacji C2’-endo wigzanie C3’-H3’ zajmuje pozycj¢
pseudoekwatorialng co minimalizuje oddzialywanie pomigdzy atomami H3’-H6 umozliwiajac
obrét wigzania glikozydowego w kierunku nizszych wartosci kata .83 Dla nukleozydow
purynowych nie zaobserwowano tego typu zalezno$ci z powodu odmiennej geometrii czgsci
zasadowej.

Kolejng relacja zaobserwowang w obrebie struktury nukleozyddéw pirymidynowych jest
zalezno$¢ dtugoéci wigzania glikozydowego C1°-N1 od kata wigzania glikozydowego 5. 8483
Stwierdzono prawie liniowy spadek dlugosci wigzania glikozydowego z maksimum
wynoszacego 1.52A dla kata y w przyblizeniu réownemu 180° do 1.48 A gdy kat y osiaga
warto$¢ okolo -140°. Obserwacja ta pokazuje, iz atomy H2’ i H3’ nie sa jedyna bariera
hamujacg rotacje.86 Atom 04> réwniez wywiera wplyw na obrot wokot wigzania
glikozydowego, wydluzenie C1’-N odzwierciedla steryczne oddzialywanie miedzy O4’ i1
atomem H6 zasady pirymidynowej. Srednia dtugos¢ wiazania C1°-N1 wynosi 1.49A. W
przypadku nukleozydow purynowych dtugos¢ wigzania glikozydowego jest mniej zmienna,
wynoszaca $rednio 1.46A.

Wiyniki licznych badan uzyskanych za pomoca spektroskopii NMR i CD wskazuja na
istnienie w roztworach réwnowagi termodynamicznej syn<>anti.8/-92 Badania relaksacji

ultradzwigkowej (ultrasonic relaxation studies) nukleozydow purynowych wskazujg na czas
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relaksacji rzedu 10% co prawdopodobnie wiaze sie z rotacja wokot wigzania
glikozydowego.?3:°4 Temperaturowa zalezno$é procesu relaksacji pozwolita uzyskaé
termodynamiczne parametry opisujgce rownowage syn<anti. W przypadku nukleozydow
pirymidynowych nie rejestrowano zadnej absorpcji w zakresie czestotliwosci od 10 do
250MHz, co mozna przypisa¢ wickszemu zahamowaniu rotacji wigzania glikozydowego
nukleozydéw pirymidynowych w poréwnaniu z nukleozydami purynowymi. Ponadto dane
NMR réwniez potwierdzaja wzajemna zalezno$¢ typu nukleozydu, pofaldowania cukru oraz
orientacji wokot wigzania glikozydowego. Nukleozydy purynowe wykazujg prawie
identyczng preferencje do przyjmowania obu orientacji Syn i anti, w przeciwienstwie do
nukleozydow pirymidynowych preferujacych zdecydowanie orientacje anti. Generalnie
orientacja anti wykazuje tendencj¢ do wystepowania z pofatdowaniem cukru typu C3’-endo
w rybonukleozydach, natomiast w 2’-deoksyrybonukleozydach zaobserwowano preferencje
do przyjmowania pofatdowania typu C2’-endo. W nukleozydach purynowych orientacja syn
wystepuje razem z konformerem C2’-endo, jednak w nukleozydach pirymidynowych o
orientacji syn wymuszonej przez obecnos¢ dodatkowego podstawnika metylowego w pozycji

C-6 zaobserwowano wystepowanie konformeru C3’-endo w obu typach cukrow.?>

Wyniki obliczen kwantowomechanicznych (PCILO) preferencji konformacyjnych
nukleozydoéw purynowych wykazuja zbiezno$¢ z danymi eksperymentalnymi tj. korelacje
orientacji syn z pofaldowaniem typu C2’-endo podczas gdy C3’-endo jest energetycznie
mniej uprzywilejowane o 1-2 kcal/mol; rownomierny rozktad populacji obu konformerow
C2’-endo i C3’-endo dla orientacji anti.®® Natomiast dla nukleozydéw pirymidynowych o
orientacji syn oba typy pofaldowan sa energetycznie rownowazne, a w orientacji anti C3’-
endo jest energetycznie bardziej uprzywilejowany od C2’-endo. Ponadto wyniki powyzszych
obliczen sugeruja dla nukleozydow purynowych zakres dozwolonych wartosci kata y w
granicach od 180° do -60° tzn. od anti (ap) do high-anti (-sc).®” W przypadku nukleozydow
pirymidynowych zakres warto$ci kata 7y jest bardziej ograniczony do regionu ap (180°).
Roznice w preferencjach wartosci kata x w obu typach nukleozydow mozna powigza¢ z
roznicami sity oddziatywania sterycznego miedzy protonami czgsci cukrowej (H2’, H3”) a H6
pirymidyn i H8 puryn gdy kat y przyjmuje warto$¢ okoto -120°.°7 Potwierdzeniem tego
przypuszczenia jest konformacja 6-azaurydyny przyjmujacej niedozwolong dla naturalnych
nukleozydéw pirymidynowych orientacj¢ high-anti (-sc). Podobne wyniki uzyskano dla

modyfikowanych nukleozydéw 8-azapurynowych.*8

16



2. Studia literaturowe

2.1.4. Orientacja wokot wigzania C4’-C5’

Rotacja wokot egzocyklicznego wigzania C4’-CS’ pozwala na przyjecie przez wigzanie
5’C-O trzech gtownych orientacji wzgledem wigzania C4’-C3” okreslanych jako +sc (gauche-
gauche), ap (gauche-trans) i —sc (trans-gauche, Rysunek 1C). Wyst¢powanie rotameréw +sc,
ap i —sc w strukturach krystalicznych nukleozydow nie jest rownomierne i zalezy od
konformacji cze$ci cukrowej i rodzaju zasady.” Generalnie autorzy ci stwierdzili w
przyblizeniu rownomierny rozktad rotamerow +sc i ap w nukleozydach purynowych zaréwno
dla pofatdowania typu C2’-endo jak i C3’-endo, oraz rzadkie wystepowanie rotameru —SC W
pofaldowaniu typu C2’-endo. Natomiast w nukleozydach pirymidynowych autorzy nie
zaobserwowali tak wyraznej zalezno$ci jak w nukleozydach purynowych. Najczesciej
preferowanym rotamerem byl +sc bez wzgledu na typ pofaldowania cukru. W niektérych
strukturach stwierdzili obecnos$¢ rotamerow —Sc i ap wystepujacych w pofatdowaniu typu
C2’-endo.

Okreslenie orientacji wokot wigzania C4’-C5’ w roztworach nukleozydéw za pomoca
spektroskopii NMR jest ograniczone do podania udziatu rotameru +sC oraz mieszaniny
rotameréw —SC i ap ze wzgledu na niemoznoé¢é rozréznienia tych dwoéch ostatnich.® Niemniej
jednak wyniki badan potwierdzily istnienie korelacji pomiedzy typem pofatdowania cukru a
orientacjg wokot wigzania C4’-C5’. Dane te wskazuja ze dla pofaldowania typu C3’-endo
preferowany jest gtéwnie rotamer +sc natomiast dla C2’-endo- mieszanina —sc i ap.1%0

Wyniki prac teoretycznych sa czgsciowo zbiezne z danymi eksperymentalnymi w
zaleznos$ci od zastosowanych metod obliczeniowych. Na drodze obliczen klasycznej energii
potencjalnej oraz ,,hard-sphere” wykazano prawie rownomierny rozktad wystepowania trzech
rotameréw wokol wigzania C4’-C5°.101 Bardziej zblizone do danych eksperymentalnych
wyniki przedstawiono w pracy9? wykorzystujac metody obliczeniowe oparte na mechanice
kwantowej (PCILO). Autorzy wyliczyli, ze rotamer +sc jest bardziej preferowany o 1-2
kcal/mol od pozostatych oraz ze istnieje korelacja pomigdzy preferowanym rotamerem vy a
pofaldowaniem cukru i typem zasady o nizszej energii rzedu 0.5-1 kcal/mol. W
przedstawionym obrazie mapy energii nukleozydy pirymidynowe preferuja rotamer +sc
bardziej z pofaldowaniem C3’-endo anizeli C2’-endo, natomiast nukleozydy purynowe
preferuja go w mniejszym stopniu niezaleznie od typu pofaldowania.

Doktadna analiza struktur uzyskanych na podstawie danych krystalograficznych ujawnita
iz atom C8/C6 puryny/pirymidyny jest odlegly od atomu OS5’ o najczgéciej wystepujacy
dystans 3.1-3.3A, natomiast suma promieni van der Waalsa atoméw O i H oraz dlugosci

wiazania C-H wynosi 3.68A dla odlegtoéci C---0.193 Réznica pomiedzy tymi odleglosciami
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sugeruje istnienie dodatkowego oddzialywania pomiedzy zasada a resztg cukrowsg. Istotnym
czynnikiem stabilizujacym rotamer +sc w nukleozydach posiadajacych zasad¢ w orientacji
anti jest wigzanie wodorowe pomiedzy atomem H6/8 puryn/pirymidyn a 05,104,105
Powyzsze obserwacje znajdujg potwierdzenie w eksperymentach NMR wymiany z deuterem
na mono- i oligonukleotydach purynowych, w ktorych zauwazono czgsciowa kwasowos¢
protonu H8 i interakcje z fosfoestrowym tlenem 05°.106-108 W przypadku pirymidyn
zaobserwowano cze$ciowy charakter kwasowy zaréwno protonow H6 jak i H5.19° Obliczenia
kwantowomechaniczne (CNDO/2) energii oddziatywan C-H----O5’ dla urydyny, tymidyny i
5-fluorourydyny ujawnily stabilizacj¢ rotameru +sc i orientacji anti w zakresie 1.84-2.27
kcal/mol.119 Natomiast dla adenozyny warto$¢ energii stabilizacji wynosita tylko 1.11
kcal/mol co potwierdza mniejszg preferencj¢ rotameru +sc w nukleozydach purynowych w

poréwnaniu z pirymidynowymi.

W nastgpnych rozdziatach przeanalizuj¢ wtasciwosci strukturalne naturalnych i
modyfikowanych nukleozydéw w ciele statym, stosujac powszechnie stosowane parametry
konformacyjne: P, vmax, % oraz y. Dane konformacyjne wszystkich zwigzkow zostaly zebrane
w Tabelach 2-7. Sposob prezentacji wtasnosci konformacyjnych jest czgsciowo wzorowany
na pracach 7. Podziatu zwigzkéw na poszczegdlne grupy dokonatem samodzielnie, w
oparciu o ustalone przeze mnie kryteria strukturalne. Warto$ci P i vmax W zdecydowanej
wiekszosci byty podawane w publikacjach przez autorow. W niektorych strukturach wartosci
parametréw obliczalem na podstawie podanych katéw torsyjnych lub korzystalem z prac ©.
Dla kata y przyjatem nastgpujaca jego definicje: O4’-C1°-N9-C8 dla puryn, O4’-C1’-N1-C6
dla pirymidyn, z kolei jako obowigzujacy zakres warto$ci kata y przyjatem od 0° do 359°. W
czesci prac autorzy podawali wartosci kata y definiowanych jako: 0O4’-C1°-N9-C4 dla puryn,
04’-C1’-N1-C2 dla pirymidyn lub wg zakresu -180°, -90°, 0° 90° 180°. W takich
przypadkach, w celu zachowania przejrzystosci tekstu, dokonywatem stosownych obliczen
wartos$ci kata y, natomiast w tabelach umies$citem wartosci literaturowe. Powyzsze odstgpstwa
zostaly oznaczone odpowiednimi odno$nikami, ktorych objasnienia znajdujg si¢ na koncu
kazdej z tabel. Ze wzgledu na znaczng liczbg zwiazkéw przedstawionych w pracy,
wprowadzitem osobng ich numeracje¢ dla czgséci ,,Studia Literaturowe.” (kursywa i czcionka

pogrubiona) i dla czesci ,,Badania wtasne” (czcionka pogrubiona).
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