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3.2.2. Analiza konformacyjna wokot wigzania glikozydowego C2

podstawionych tricyklicznych pochodnych guanozyny metodami NMR

Stan rownowagi konformacyjnej syn/anti  niemodyfikowanych  nukleozydow

pirymidynowych/purynowych w roztworze mozna okresli¢ za pomocg kilku metod:

i) pomiaru wielko$ci efektu NOE pomigdzy:
e protonem H6/HS8 a protonem H1’
e protonem H6/HS8 a protonami H2’/H3’/H4’
e protonem H2 a protonami rybozy
1) pomiaru statych sprzg¢zen:
e 3lcanr, Ncenrs (nukleozydy pirymidynowe) i 3Jcsnir, 2Jcann (nukleozydy purynowe)
e 3lcacy, Yes.c2 (nukleozydy pirymidynowe) i 3Jcs.co, 3Jcacz (nukleozydy purynowe)

iii) analizy zmian przesunie¢ chemicznych H i *C czesci cukrowej

Dystans pomigdzy protonami H8/H6 zasad a anomerycznym protonem H1’ $cisle zalezy
od wartosci kata y. Zakres odleglosci miedzy w/w protonami przyjmuje wartosci od 2.5 do
4A. Wyznaczajac na podstawie efektu NOE szybko$¢ wzajemnej relaksacji (krzyzowej)
mozna okresli¢ zakres preferencji konformacyjnej wokot wigzania glikozydowego. Dla
orientacji syn obserwuje si¢ zdecydowanie silniejsze sygnaty NOE anizeli dla anti.

Kolejna, niezalezng metodg w okreslaniu orientacji syn/anti jest wyznaczenie wielko$ci
efektu NOE migdzy protonami H6/H8 a H2’/H3’/H4’. Odlegtosci miedzy tymi protonami
zaleza nie tylko od warto$ci kata y ale rowniez od pofatdowania rybozy.483:484,489 W tgj
metodzie niezbedne jest wcze$niejsze ustalenie konformacji rybozy aby moc okresli¢
orientacj¢ wokot wigzania glikozydowego. W przypadku adenozyny dodatkowo ustala si¢
wielkos¢ efektow NOE pomiedzy protonem H2 a protonami H1’, H2’, 1 H3’.

Wicynalne state sprzezenia 3Jcesur, SJczani® pozwalaja na okreslenie kata y na

podstawie ponizszych rownan: 481

3Jcess,11-=4.5C08%(3-60°)-0.6¢0s()-60°)+0.1
3Jcaram=4.7c08%(x-60°)-2.3cos(3-60°)+0.1

Poréwnanie wartosci obu statych sprzgzen pozwala takze na wstgpne, jakosciowe
okreslenie preferencji wokot wiazania glikozydowego. Gdy 3Jceis i > 2Jcaan wowcezas kat
¥ przyjmuje wartosci z zakresu anti, natomiast gdy 3Jces i < Jcomnir wowezas kat lezy w
zakresie syn. Ze wzgledu na mata, naturalng zawarto$é izotopu 3C, nieznaczne wzbogacenie
probki tym izotopem poprawia intensywno$¢ sygnatow i doktadno$¢ pomiardw. Zastosowanie

pomiaréw homonuklearnych statych sprzezen *Jces.co:, *Jcaia,co: do wyznaczania konformacji
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3. Badania wiasne

syn/anti jest mozliwe w przypadku catkowitego wzbogacenia odpowiednich atomow wegla
izotopem 3C.

Przesuniccia chemiczne H2’ i C2° (8% i §?) s3 w szczegolnoéci podatne na bliskie
sasiedztwo wolnych par elektronowych atomu O%/N3 pirymidyn/puryn (lub N4 w przypadku
omawianych zwigzkéw tricyklicznych). Dla pochodnych pirymidyn i puryn podstawionych
réznorodnymi grupami w C6/8 obserwuje si¢ znaczace przesunigcie sygnatu H2’ w strong
stabszego pola oraz zmniejszenie AS sygnatdow C2° i C3’°(A82C3).467-476 Te roznice
przypisano efektom anizotropii grup O? lub N3 wskutek przyjecia przez nukleozyd orientacji
syn. Wedtug V. Naira i wsp graniczna warto$¢ A8 dla anti wynosi 2.8 ppm.4’!
Potozenie sygnatu C3’ nie ulega tak znaczacym zmianom jak C2’ niezaleznie od podstawnika
w C8, stad mozliwe jest jakosciowe okreslenie preferencji syn/anti.#”9471 Tlosciowe
oszacowanie udziatu konformeréw syn/anti nukleozydow purynowych w oparciu o zmiany
312" i 82" opracowat zespot D. Shugara.*’4 Metoda ta wymaga wstepnego wybrania dwoch
analogoéw dla ktorych przyjmuje si¢ ze posiadaja 100% syn i 100% anti. Procentowy udziat

poszczegolnych orientacji wylicza si¢ z uktadu rownan:

OobsX2’=Psyn-0synX2’+ Panti-0antiX2’

1= Psynt+Panti

gdzie:
dobs, Osyn, Oanti — przesuni¢cia chemiczne badanego zwiagzku oraz zwigzkéw o wymuszonych
konformacjach skrajnych
Psyn, Panti — populacje konformerow syn/anti; ze wzgledu na ogélnie przyjety sposob
oznaczania litera P kata fazowego pseudorotacji, populacj¢ konformerdéw
syn/anti w uktadzie rownan D.Shugara oznaczam (P)
X —1H lub *3C

Powyzsze rOwnanie stanowi uproszczong wersje zalezno$ci, w petnej postaci zawiera
jeszcze poprawke wynikajaca z rdznic w populacjach rotameroéw wokot wigzania C4°-C5”.
Autorzy wykazali zbiezno$¢ wynikow Psyn, Panti uzyskanych na podstawie danych zaréwno
1H i 13C NMR.

Wartos¢ A§C2-C3" dla C2 podstawionych pochodnych N4-dezmetylowyozyny znaczaco
spada do 0.1~0.5 ppm w poréwnaniu z Wyozyna (A5¢2~C3'=5.28 ppm) dla ktorej stwierdzono
100% anti.2?30 Zmiany 62" wynosza od 2.67 do 3.12 ppm w strone silniejszego pola,
natomiast warto$¢ zmian 83" s3 minimalne co czyni kryterium A8%2~C3" wiarygodnym w
jakosciowym okresleniu preferencji syn/anti dla uktadu N4-dezmetylowyozyny. (Tabela 17,

str. 141) Kierunek zmian 81" nie jest jednakowy co nalezy przypisa¢ bardziej wptywowi
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podstawnika C2 anizeli zmianom kata y. ldentyczne zmiany 81" obserwowano w serii 8
podstawionych analogach purynowych.#7%:471 Kierunek zmian §"2" w dét pola (0.4~0.7 ppm)
jest zgodny z tym co zaobserwowano w pochodnych purynowych. 4727474 Analiza zmian

'H i ¥C NMR analogéw N4-dezmetylowyozyny jednoznacznie wskazuje na

przesunigé
wyrazng tendencje do przyjmowania przez hie orientacji syn. Przedstawione wyzej reguty
oceny preferencji syn/anti w oparciu o dane *H i 3C NMR maja ograniczone zastosowanie do
pochodnych acetylowanych N4-dezmetylowyozyny. (Tabela 17) Wartos¢ ASC2-C3" jest
znacznie wieksza dla C2 podstawionych pochodnych Vacs (0.9~1.4 ppm) w poréwnaniu z
nieblokowanymi analogami. Natomiast dla Vacs wynosi 1.78 ppm. W konsekwencji rdznica
przesuni¢¢ C2’ zmniejsza si¢ do 0.9~1.7 ppm, jednak kierunek zmian w strong silniejszego
pola zostaje zachowany. Roznica przesuni¢é sygnatu H2’ w serii pochodnych Vacz nie ma
istotnego znaczenia diagnostycznego dla acetylowych pochodnych, ze wzglgdu na matg ich
warto$¢ (0.1~0.2 ppm). Przyczyne tego stanu nalezy przypisa¢ efektom indukcyjnym grup
karbonylowych, ktére sa bardziej widoczne w widmach *H anizeli *C NMR. (Tabela 17)
Przystepujac do wyliczenia procentowego udziatu konformeréw syn/anti wg metody
D.Shugara i wsp przyjatem 100% orientacj¢ anti dla wyozyny oraz 100% syn dla 2-BrV.
Wartoéci 82" i 82" pochodnych N4-dezmetylowyozyny dla ktorych wyznaczatem Panti,
mieszcza si¢ w przedzialach wyznaczonych polozeniami sygnatoéw w/w wzorcow. Nalezy

Tabela17. Wartosci AS® i Ad" czesci cukrowej i populacje konformeréw syn/anti obliczone wg
metody D. Shugara (Panti) dla N4-dezmetylowyozyny i jej pochodnych

C2°-C3  ASCI’® ASC2¢ ASC3’Y ASHI® ASH2" Panti (°C) Panti (*H)

\% 3.27 72.9% 98.5%
2-MeOV 0.14 -0.26 -2.91 0.22 -0.12 0.38 4.9% 41.8%
2-BnOV 0.12 -0.42 -3.12 0.03 -0.08 0.41 0.0% 37.3%
2-MeSV 0.27 1.56 -3.02 -0.02 -0.10 0.54 2.3% 17.9%
2-MeV 0.53 1.10 -2.67 0.07 -0.06 0.37 10.5% 43.3%

2-HSV 0.44 2.08 -2.93 -0.10 0.57 0.55 4.4% 16.4%
2-BrV 0.18 3.39 -3.03 -0.03 -0.03 0.66 0.0% 0.0%
Vacs 1.78 77.1% 70.4%
2-MeOVacs 0.88 -1.66 -1.64 -0.74 -0.21 0.11 1.8% 29.6%
2-BnOVacs 0.97 -1.55 -1.61 -0.80 -0.18 0.12 3.2% 25.9%
2-MeSVacs 0.91 0.36 -1.68 -0.81 -0.16 0.19 0.0% 0.0%

2-MeVacs 1.43 0.60 -0.88 -0.53 -0.09 0.08 36.7% 37.0%

a: roznica przesunig¢ C2” 1 C3’ w badanym zwigzku

b: réznica przesunig¢ C1’ badanego zwigzku i V lub Vacs
c: roznica przesuni¢¢ C2’ badanego zwiazku i V lub Vacs
d: réznica przesunig¢ C3’ badanego zwiazku i V lub Vacs
e: roznica przesuni¢¢ H1’ badanego zwigzku i V lub Vacs
f: réznica przesunigé H2’ badanego zwigzku i V lub Vacs
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pamigta¢ o wzglednosci otrzymanych rezultatoéw, wynikajacej z arbitralnosci przyjetych
zalozen. W przypadku pochodnych acetylowych w analizie uwzglednitem jedynie dane *C
NMR, przyjmujac 100% orientacj¢ anti dla Wacsz oraz 100% syn dla 2-MeSVacs.

Wartosci Panti obliczone na podstawie podanego wyzej uktadu réwnan jednoznacznie
wskazuja na przewage orientacji syn w C2 podstawionych pochodnych N4-dezmetylo-
wyozyny i jej triacetylowych analogow. Rozbieznosci wartosci Panti Uzyskanych na
podstawie widm *C i *H prawdopodobnie wynikaja roznicy podatnoéci atoméw C2’ i H2’ na
zmiany otoczenia chemicznego. Uwazam, ze metoda D.Shugara i wsp daje bardziej
wiarygodne wyniki dla § 3C NMR anizeli *H NMR. Warto podkresli¢, ze tendencja do
przyjmowania orientacji Syn =zostaje zachowana niezaleznie od budowy uktadu
heterocyklicznego zasady (C8 podstawione pochodne puryn vs C2 podstawione pochodne
N4-dezmetylowyozyny). Mam swiadomos¢ tego ze wyniki te sg obarczone biedem i nie
precyzuja doktadnie wartosci kata  dla ktorych spodziewam si¢ znacznych rozbieznosci.

W przypadku C2 podstawionych pochodnych wyozyny, kierunek zmian 82" wzgledem
wyozyny jest zréznicowany i wyraznie uzalezniony o rodzaju grupy w C2. W pochodnych
tlenowych sygnat H2’ pojawia si¢ w stabszym polu, A8"?" przybiera wartosci 0.17-0.18 ppm
(2-MeOW, 2-BnOW) lub 0.51 i 0.55 ppm (2-OW, N1-Me-2-OW). Natomiast w 2-MeW
sygnal H2’ pojawia si¢ w stabszym polu, warto$é¢ As"2'=-0.12 ppm. W 2-MeSW potozenie
H2’ pozostaje bez zmian (Tabela 18, str. 143). Takie zroZnicowanie wartosci AS''? mozna
wytlumaczy¢ réoznorodnoscig efektéw anizotropowych spowodowanych bliskim sgsiedztwem
podstawnika C2 i H2’ wynikajgcego z obecnosci orientacji anti.

Potozenie sygnalu C2’ po wprowadzeniu podstawnika w pozycje C2 wyozyny ulega
przesunig¢ciu w strong silniejszego pola, kierunek zmian jest identyczny z zaobserwowanym
dla pochodnych N4-dezmetylowyozyny. Zakres wartosci AS®?” wzgledem wyozyny wynosi
od -2.58 ppm do -4.89 ppm. Natomiast sygnat C3’ wykazuje wigkszg zmiennos$¢ potozenia
(od —0.98 do 0.46 ppm) w porownaniu z analogicznymi pochodnymi N4-dezmetylowyozyny,
dlatego zastosowanie kryterium A3“2~C3" do jako$ciowej oceny przewagi orientacji syn lub
anti w zwiazkach typu wyozyny staje sie mato przydatne. Wartoéé A5S2-C3" w pochodnych
wyozyny wykazuje duza zmienno$¢ w zaleznosci od charakteru podstawnika C2. Dla
pochodnych tlenowych A§€2-C3" wynosi 0.0 ppm (2-OW, N1-Me-2-OW) lub okoto 1.6 ppm
(2-MeOW, 2-BnOW). W obecnosci grupy metylowej (2-MeW) lub metylotiolowej
(2-MeSW) A§C2-C3" wzrasta odpowiednio do 2.43 ppm i 3.68 ppm. Dla acetylowych
odpowiednikow pochodnych wyozyny stwierdzitem mniejsze zrdznicowanie wartoSci
A§C2-C3"(1.8-3.7 ppm, Tabela 18). Uwazam, ze tak znaczaca zmiennos$¢ wartosci ASC2-C3"w

pochodnych wyozyny moze stanowi¢ posredni dowod na obecnos$é orientacji anti.
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Tabela 18. Wartosci AS® i A8 czesci cukrowej i populacje konformerow syn/anti obliczone wg
metody D. Shugara (Panti) dla wyozyny i jej pochodnych

C2°-C3°3 ASC1°P A8C2¢ ASC3’Y ASH1’®  ASH2" Panti (°C) Panti (*H)

w 5.28 100% 84.8%
2-MeOW 1.58 0.05 -3.47 0.23 -0.22 0.17 18.9% 63.3%
2-BnOW 1.61 0.16 -3.57 0.10 -0.21 0.18 16.6% 62.0%

N1-Me-2-OW 0.00 0.27 -4.82 0.46 -0.34 0.55 —9 15.2%
2-0W 0.00 0.08 -4.89 0.39 -0.37 0.51 —9 20.3%
2-MeSW 2.43 0.33 -3.23 -0.38 -0.06 0.00 24.5% 84.8%
2-MeW 3.68 -0.38  -2.58 -0.98 -0.08 -0.12 39.7% 100%
Wacs 2.08 100% 51.5%

2-MeOWacs 3.06 0.88 -0.76 -1.74 -0.21 -0.03 66.4% 55.9%
2-BnOWacs 2.76 1.47 -0.31 -0.99 -0.22 -0.03 86.3% 55.9%
N1-Me-2-OWacs  1.96 2.05 -0.26 -0.14 -0.37 0.26 88.5% 8.8%

2-OWacs 181 1.85 -0.46 -0.22 -0.41 0.29 79.6% 13.2%
2-MeSWacs 2.82 0.68 -0.3 -0.06 0.04 -0.22 53.1% 83.8%
2-MeWacs 3.69 -0.21 -1.48 -3.09 -0.03 -0.33 34.5% 100%

a: roznica przesuni¢¢ C2’ i C3° w badanym zwigzku

b: réznica przesuni¢¢ C1’ badanego zwigzku i W lub Wacs
c: roznica przesuni¢¢ C2’ badanego zwiazku i W lub Wacs
d: réznica przesuni¢¢ C3’ badanego zwiazku i W lub Wacs
e: roznica przesuni¢¢ H1” badanego zwigzku i W lub Wacs
f: réznica przesunig¢ H2” badanego zwiazku i W lub Wacs
g: warto$ci przesunie¢ poza zakresem

W obliczeniach Panti wyozyny i jej nieblokowanych pochodnych jako wzorzec 100%
orientacji anti przyjatem W (dla §?) i 2-MeW (dla 8™), natomiast jako wzorzec 100%
orientacji syn przyjatem 2-BrV. Dla pochodnych triacetylowych przyjatem Wacs (100% anti)
i 2-BrVacz (100% syn). Uzyskane na podstawie metody D. Shugara oszacowanie populacji
rotamerow anti i syn dla pochodnych wyozyny nie wskazuje jednoznacznie na przewage
orientacji anti (Tabela 18). Rozbiezno$¢ wyliczen mozna wytlumaczy¢ bliska obecnoscia
réznych podstawnikow C2 powodujacych odmienne efekty indukcyjne na atomach H2’ 1 C2°.
Uwazam, ze wprowadzenie do metody D. Shugara i wsp dodatkowych poprawek
uwzgledniajacych efekty indukcyjne znaczaco poprawi jej wiarygodnos¢ w odniesieniu do C2
podstawionych pochodnych wyozyny.

Dla okreslenia orientacji wokoét wigzania glikozydowego acetylowych pochodnych
wyozyny wykorzystatem pomiar efektu NOE migdzy protonami zasady i cze$ci cukrowe;j
oraz pomiar wicynalnych statych sprzezenia 3Jcomr, 3Jcsani. Wyzej wymienione pomiary
wykonywatem samodzielnie w Narodowym Instytucie Chemii w Ljubljanie (Stowenia) pod
kierunkiem profesora Janeza Plaveca. W badanych zwigzkach: Wacs, 2-BnOWacs, 2-OWacs,

N1-Me-2-OWacs, i 2-MeSWacz wyniki pomiaréw wskazuja jednoznacznie na obecno$é
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orientacji anti. Bezpos$rednim dowodem wskazujagcym na obecnos$¢ orientacji anti jest wysoka
warto$¢ wzmocnienia efektu NOE dla protonéw H1> i N*CH3 po naswietleniu odpowiednio
N*CHs oraz H1’. (Tabela 19, str. 145) W przypadku zwiazku macierzystego, Wacs
dodatkowym potwierdzeniem jest rowniez wysoka warto§¢ wzmocnienia protonu H2’ po
nasyceniu H2 zasady. Warto$¢é wzmocnien dla H1> i N*CH3 po naswietleniu odpowiednio
N*CHs i H1’ miescita sic w zakresach 10.5-17.3% i 5.5-7.4%. Najwicksze wzmocnienia
zarejestrowatem dla 2-BnOWacs oraz N1-Me2-OWacs, przyrost warto$ci wzmocnien uktadat
si¢ w nastepujacej kolejnosci 2-OWacs<Wacs<2-MeSWacz<N1-Me2-OWacs=2-BnOWacs.
Te znaczace zrdéznicowanie obserwowanego efektu prawdopodobnie mozna powigzaé z
roznym usytuowaniem si¢ plaszczyzny zasady wzgledem reszty cukrowej a wiec
zroznicowanymi wartosciami  kata y W rejonie anti. Potwierdzenic powyzszego
przypuszczenia moze dostarczyé wstepne poréwnanie wartosci wzmocnieh H2’/N*CHsz po
nasyceniu sygnatéw odpowiednio N*CHs; i H2’. (Rysunek 11) Dla 2-BnOWacs
zarejestrowatem najwigksza N4CH,
warto$¢ wzmocnienia H2’/N*CHs

WYyNnoszaca 3.9%/1.3% co

sugerowatoby obrot ptaszczyzny o3 o
AcO OAc

zasady w strone regionu high-syn,
Nizsza wartos¢ NOE Wyzsza wartos¢ NOE

a wige zmnigjszenic  dystansu Rysunek 11 Zmiany odleglosci miedzy protonami N4-CHs i H2> w
pomiedzy grupa N'CH3 a zaleznodci orientacji zasady wzgledem czedei cukrowe;
atomem H2’. Z kolei dla pozostatych zwigzkéw zaobserwowalem mniejsze wartosci
wzmocnien dla H2’/N*CHs, po nasyceniu N*CHa/H2’, w zakresie 0.1-0.5%/0.1-0.4% (Wacs,
2-OWacs, N1-Me-2-OWacs) i 1.2%/0.9% (2-MeSWacs). Wydaje sie, ze w tych zwigzkach kat
¥ przyjmuje zblizone wartos$ci regionu anti i znaczaco rézne od 2-BnOWacs.

Nalezy podkresli¢, ze uzyskanie informacji o przyblizonym zakresie wartosci kata y na
podstawie analizy wzmocnieh HI’/N*CHs i H2’/N*CH3; wymaga dodatkowych obliczen
dynamiki molekularnej w celu analizy zmian odleglosci migdzy tymi protonami w zaleznos$ci
od konformacji czeséci cukrowej 1 wartosci kata . Przeprowadzenie tych obliczen znajduje si¢
w moich planach badawczych. Dlatego tez uzyskane wnioski dotyczace oceny zakresu
wartos$ci kata y W rejonie anti traktuje jako wstepne.

Wartoéci statych sprzezen 3Juic2/*Jnircsa wskazuja na obecnoéé orientacji anti. Nalezy
podkresli¢, ze pewne watpliwosci moga budzi¢ odchylenia uzyskanych wartosci statych

sprzezen od teoretycznie przewidywanych przez J.H. Ippel i wsp#8! oraz zaobserwowanych

wartoéci dla wyozyny wynoszacych odpowiednio 5.1 Hz i 3.0 Hz.30
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Tabela 19. Wartosci heteronuklearnych statych sprzezen 2Jui-ca i *Juicsa | efektu NOE

37 . 31
Zw ‘[Jlf_‘llz‘]:z ‘][Echa H nasycany wzmocnienie NOE (%)
N4CH;  HI’ (13.3), H2 (0.2), H3’ (0.1)
HI’ N4CH: (5.8)
Wacs 112 - H2’ N4CH; (0.1), H2’ (16.3)
H3’ H2 (2.4)
H2 HI’ (0.7), H2’ (17.1), H3’ (2.0)
N4CH;  HI’ (17.3), H2 (3.9), H3’ (0.0)
2-BnOWacs 7.1 4.9 HI* N4CH; (6.1)
H2’ N4CH; (1.3)
N4CH;  HI’ (10.5), H2’ (0.5), H3’ (0.6)
2-OWacs 7.8 4.2 HI’ N4CHs (5.5)
H2’ N4CH; (0.4)
N4CH;  HI’ (14.2), H2’ (0.1), H3’ (0.3)
HI’ N4CH; (7.4)
H3’ H2’ (0.5), H3" (0.2)
N4CHs HI’ (14.5), H2’ (1.2), H3’ (0.3)
2-MeSWacs 7.4 4.7 ERY N4CH (6.0)

H2’ N4CH; (0.9), S2CHs (0.4)

a CDClz (TMS), T=298K
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3.2.3. Analiza konformacyjna B-D-rybofuranozy metodami NMR. Podstawy

teoretyczne oraz metodyka obliczen z uzyciem programu PSEUROT

Pierscien D-rybofuranozy, (oraz pozostalych furanoz) moze przyja¢ jedng z dwoch
charakterystycznych konformacji: typu koperty (E, ang. envelope) Iub pétkrzesta (skrgcona,
T, ang. twist).>2 Konformacja typu E wystepuje wowczas gdy jeden z atomdéw pierécienia
znajduje si¢ poza ptaszczyzng wyznaczong przez cztery pozostale, natomiast w konformacji
typu T dwa sasiadujace atomy zajmuja przeciwstawne polozenie wzgledem plaszczyzny
utworzonej przez pozostaty fragment pierscienia furanozy. Kierunek wychylenia okreslany
jest jako endo gdy atom znajduje si¢ po tej samej stronie co atom C5° grupy
hydroksymetylenowej, w przeciwnym razie mowimy o pozycji egzo. W przypadku
pofatdowania typu T, oba sasiadujace atomy biorgce udziat w wychyleniu zajmuja
przeciwstawne pozycje. Kazdy sposrod pieciu atomdw pierscienia moze by¢ wychylony w
kierunku egzo lub endo, co prowadzi do istnienia 10 mozliwych konformacji typu E oraz 10
typu T. Wg koncepcji Altony i Sundaralingama geometri¢ pofaldowania furanozy mozna
jednoznacznie opisa¢ dwoma parametrami: P 1 @ na podstawie wartosci katow torsyjnych v
w obrgbie pierscienia cukrowego (wzory oraz Dbardziej szczegoétowe objasnienia
przedstawilem w rozdziale 2.1.2 czeéci literaturowej).® Znajac strukture krystalograficzng
nukleozydu, wyznaczenie warto$ci obu parametrow jest proste, polega na wstawieniu do
odpowienich wzoréw zmierzonych katéw torsyjnych v. W przypadku badania konformacji
rybozy w roztworze, okreslenie typu pofaldowania jest bardziej zlozone i opiera si¢ na
analizie nastepujacych parametrow uzyskanych na drodze eksperymentow NMR:

e homonuklearnych sprzezen skalarnych 3Juruz:, 3Jnons, 3Jusus 60/482-484

e heteronuklearnych sprzgzen skalarnych "Jcy 4857488

e wielkosci NOE pomiedzy protonami w obrebie pierScienia cukrowego. 489490
Wartosci wicynalnych statych sprzezen 3Jun w uktadach H-C-C-H silnie zalezg od kata

torsyjnego ¢ (Rysunek 12) oraz od elektroujemnos$ci Ay podstawnikow S1, S2, S3, S4.

Rysunek 12. Kat torsyjny ¢ pomiedzy H-C-C-H rybozy
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P
Sg \\ HB
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Zaleznos¢ ta opisana jest uogélnionym réwnaniem Karplusa

3IHH=A1 -0 (@)+A: COS( @) +As+EiA zi-[ Aut As-cos*(C+Ae | Azi|)] 1)
gdzie parametry A: do As wyznaczone sg eksperymentalnie (Tabela 20), czton sumowania
obejmuje wszystkie podstawniki fragmentu H-C-C-H, natomiast warto$¢ C uzalezniona jest
od orientacji podstawnika i wynosi +1 dla S i Sz lub -1 dla Sz i S4.#21492 Parametr Ay; jest
roznicg elektroujemnoscei wg skali Hugginsa 493 poszczegodlnych podstawnikéw wzgledem
atomu wodoru, uwzglednia on wptyw podstawnikow S1-Sa na wartos¢ sprzezenia 3Juy i
wylicza si¢ go z nastgpujacego wzoru:

Ayi=Ayi%-Z; Ar-AyP, @)
gdzie Ayi%i A ;(JB sg elektroujemno$ciami podstawnikow w pozycjach a i 3, parametr A7 jest

poprawka dla a-podstawnika uwzgledniajaca wpltyw obecnosci B-podstawnikow.

Tabela 20. Wartosci parametréw A;j W uogdlnionym réwnaniu Karplusa

Fragment A1 Ao As As As As A7
CH.CH 13.22 -0.99 0 0.87 -2.46 19.9° 0.0
CHCH 13.24 -0.91 0 0.53 -2.41 15.5° 0.19

Katy torsyjne ¢ w1 w pierscieniu furanozy mozna wyrazi¢ jako funkcj¢ parametrow

pofatdowania pierscienia P 1 ®@:
@ nH =Bit+Ai-®-cos(P+di) 3)

W przypadku B-D-rybofuranozy rownania dla poszczegdlnych katow ¢ 12, @23 1 @34
przyjmuja nastepujaca postac:

¢'%=123.3°+1.102-d-cos(P-144°)
©23=0.2°+1.090-®-cos(P) 4)
@34=-124.9°+1.095.d-cos(P+144°)

Rownania (1-4) pokazuja Wyrazna zalezno$é wartosci statych sprzezen 3Jurn, 3Jnzns,
3Jnaha od kata fazowego pseudorotacji P i amplitudy pofatdowania ®. Wykresy tych funkcji
dla ®=40° przedstawione sg na Rysunku 13.

Powyzsze zaleznosci jednoznacznie wskazujg na wysokg przydatnos¢ statych sprzezen
3JhH a w szczegblnosei *Juimy i 3JnaHar do okreSlenia konformacji rybozy. Dla czystych
konformerdéw z regionu North wartosci statej sprzezenia 3Jui'u2 sa niewielkie (ponizej 3 Hz),
natomiast 3Jua'Ha: przyjmuje wartoéé ponad 7 Hz. Odwrotna zalezno$¢ jest obserwowana dla

czystych konformerow South. Wystepowanie szybkich przejs¢ miedzy konformerami obu
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Rysunek 13. Zalezno$¢ wicynalnych statych sprzezen 3Jun pier$cienia B-D-rybofuranozy od kata

fazowego pseudorotacji P wg uogdlnionego rownania Karplusa dla ®=40° 4°4
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regionéw prowadzi do usrednienia sie obu sprzezen 3Juim i 3JngHar przyjmujace wartosei
najczesciej w zakresie 3-7 Hz. W takich przypadkach, w analizie preferencji konformacyjnej
uwzglednia si¢ model dwustanowy N 1 S, ktory zaktada istnienie stanu réwnowagi pomigdzy
dwoma populacjami konformeréw o roéznych stezeniach molowych.42>4%6 Wowczas, kazda
eksperymentalna warto$é sprzezenia 3Jun jest liniowo zalezna od populacji stanéw oraz ich
wartosci statych sprzezen dla poszczegdlnych konformerow. Zalezno$¢ t¢ opisuje wzor:
Jexp=XN-INH(1-XN) +Js ®)
gdzie Xn oznacza utamek molowy populacji North. Wykorzystanie wzoréow (1-5) pozwala na
wyznaczenie pigciu parametrow Pn, ®n, Ps, ®@s i Xn opisujacych geometri¢ pofatdowania i
roéwnowage miedzy obiema populacjami North i South w taki sposob aby obliczone dla nich
teoretyczne wartoéci 3Jun jak najmniej roznily sie od eksperymentalnych. Optymalizacje w/w
parametrow dla zsyntetyzowanych pochodnych uktadu zarowno samej wyozyny jak i jej N4-

dezmetyloprekursora przeprowadzitem za pomoca programu PSEUROT (wersja 6.0).49>:496
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3.2.3.1. Analiza konformacyjna czeg$ci cukrowej C2 podstawionych pochodnych
wyozyny

Czes¢ cukrowa wyozyny (W) preferuje konformery C2’-endo-C1°-egzo (19,2%; P=135-
153°), C3’-endo-C4’-egzo (13,1%; P=27-45°) oraz C3’-endo-C2’-egzo (12,1%; P=351-9°).
Nieco mniejszy udziat w granicach 8-10% wykazuja konformery C2’-endo, C2’-endo-C3’-
egzo, C3’-endo. Najwiekszy udzial w catkowitej populacji wykazujg typy pofaldowania w
ktorych atomy C2’ lub C3’ zajmujg orientacje endo, odpowiednio 38,5% (P=135-189°) lub
33,1% (P=351-45°). Sumaryczne procentowe udzialy konformeréw regionow North oraz
South sg sobie prawie rowne (odpowiednio 48,4 i 51,6%). W przypadku rozktadu udziatu
procentowego w zalezno$ci od amplitudy pofaldowania, obserwowane maksimum przypada
na ¢=32-36° (27,1%), natomiast zakres amplitudy pofaldowania (¢) obejmujacy ponad
potowe populacji konformerow (54,7%) wynosi 30° do 40°. (Wykres 1)
Wykres 1. Statystyka struktur konformacyjnych (P) i stopnia pofatldowania (¢) rybozy dla W
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Woprowadzenie grupy okso w potozenie C2 zasadniczo zmienia rozktad preferencji
pofatdowania czesci cukrowej przesuwajac maksimum udzialu w strong pogranicza regionow
South-East. W przypadku N1-metylo-2-oksowyozyny najwigkszy udzial procentowy
przypada na pofatdowanie C1’-egzo (23,1%; P=117-135°) nieco mniejszy udzial wykazuja
konformery z pogranicza North-East: C4’-egzo (14,4%; P=45-63°) oraz O4’-endo-C4’-egzo
(8,0%; P=63-81°, Wykres 2). Natomiast udzial konformerow z pozostatych regionow kota
pseudorotacyjnego oscyluje w granicach 3-6%. Zdecydowanie preferowanymi konformerami
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sg takie w ktorych atom C1° lub C4’ zajmuje pozycje €gzo, suma ich udzialdéw wynosi
odpowiednio 29,4% dla P=99-135° lub 22,4% dla P=45-81°. Sumaryczny udzial procentowy
konformerow regionu South jest nieznacznie wigkszy od North, i wynosi on odpowiednio
51,6% oraz 48,4%. Maksimum rozktadu amplitudy pofaldowania wystepuje W nizszym
zakresie wartosci ¢=28-32° (31,1%) wskazujac na nieznaczne sptaszczenie pier§cienia rybozy
w pordwnaniu z W, natomiast zakres amplitudy pofatdowania (¢) obejmujacy ponad potowe
populacji konformerow (56,4%) wynosi od 28° do 36°.

Wykres 2. Statystyka struktur konformacyjnych (P) i stopnia pofatdowania (¢) rybozy dla N1-Me-2-OW
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Podobnie jak w N1-Me-2-OW, obecnos¢ grupy karbonylowej w 2-OW wymusza, w
poréwnaniu z macierzystym zwigzkiem W, przesunigcie rownowagi w kierunku pogranicza
regionow North-East/South-East. Najwigkszy udziat przypada na konformer C1°-egzo (19,8%
P=117-135°), oraz mniejszy udzial dla konformeréw z pogranicza North-East (C4’-egzo,
12,7%, P=45-63° i 0O4’-endo-C4’-egzo, 11,5%, P=63-81°). Ponadto w regionie East
stwierdzitem pewien udzial konformeru O4’-endo-C1’-egzo (9,1%, P=99-117°). Udziat
pozostatych konformeréw jest zdecydowanie mniejszy, oscylujac w przedziale 2-6%.
(Wykres 3) Podobnie jak w N1 metylowym analogu w przewadze sg konformery, w ktorych
atom C1’ lub C4’ zajmuja pozycj¢ egzo, ktorych sumaryczne udziaty wynosza odpowiednio
28,9% dla P=99-135° lub 24,2% dla P=45-81°. Suma populacji konformeréow regionu South

jest nieznacznie wigksza od North, wynosi odpowiednio 50,7% i 49,3%. Maksimum rozktadu
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amplitudy pofaldowania przypada na nizszy zakres wartos$ci ¢=28-32° (32,1%) podobnie jak
w N1-Me-2-OW, natomiast zakres amplitudy pofaldowania (¢) obejmujacy ponad potowe
populacji konformerow (56,2%) wynosi od 28° do 36°.

Wykres 3. Statystyka struktur konformacyjnych (P) i stopnia pofatdowania (¢) rybozy dla 2-OW
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Zdecydowanie dominujagcym konformerem w 2-MeOW jest C1’-egzo (30,4% P=117-
135°), w poréwnaniu z dwoma wyzej omowionymi tlenowymi analogami. Udziat pofatdowan
0O4’-endo-C4’-egzo oraz O4’-endo-C1°-egzo jest znacznie mniejszy i wynosi odpowiednio
11,3% (P=63-81°) i 7,7% (P=99-117°, Wykres 4) Populacja konformeru C4’-egzo jest
znacznie mniejsza (4,5%) w poréwnaniu z pochodnymi 2-oksowyozyny. Udziat pozostatych
konformerow przyjmuje wartosci ponizej 6%. Sumaryczny udziat procentowy konformerow
regionu South jest wyraznie wiekszy od North, wynosi odpowiednio 58% i 42%.

WyKkres 4. Statystyka struktur konformacyjnych (P) i stopnia pofatdowania (@) rybozy dla 2-MeOW
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Maksimum rozkladu amplitudy pofatdowania przypada na zakres wartosci @=28-34°
(33,6%), natomiast zakres amplitudy pofaldowania (@) obejmujacy ponad potowe populacji
konformerow (52,8%) wynosi od 28° do 38°.

Obecnos$¢ grupy benzyloksylowej wymusza przewage konformeréw O4’-endo-C1°-egzo
(20,0% P=99-117°) i C1’-egzo (19,3% P=117-135°), nieco mniejszy udzial obserwuj¢ dla
04’-endo-C4’-egzo (15,9% P=63-81°, Wykres 5). Przewaga konformerow typu C1’-egzo
(39,3%) jest prawdopodobnie spowodowana sterycznym oddziatywaniem grupy benzylowej z
reszta cukrowa. W takiej konformacji wigzanie glikozydowe jest usytuowane
pseudoekwatorialnie umozliwiajgc maksymalne oddalenie sie podstawnika C2 od reszty
cukrowej. Udziat pozostatych konformeréw nie przekraczal 6%. Sumaryczny udziat
procentowy konformeréw typu South jest wyraznie wigkszy od North i wynosi odpowiednio
Wykres 5. Statystyka struktur konformacyjnych (P) i stopnia pofatdowania (¢) rybozy dla 2-BnOW
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55% 1 45%. Maksimum rozktadu amplitudy pofatdowania przypada na zakres wartosci ¢=30-
34° (26,0%), zakres amplitudy pofaldowania (@) obejmujacy ponad potowe populacji
konformerow (51,6%) wynosi od 26° do 36°.

Podsumowujac, preferencje konformacyjne czesci cukrowej pochodnych wyozyny
zawierajgce atom tlenu w pozycji C2 sg podobne i koncentrujg si¢ wokoét typoéw pofatdowan
w ktorych gtéwny udziat majg atomy C1’ i C4” w pozycji egzo. Zréznicowanie populacji w
zakresie dominujacych pofatdowan -D-rybofuranozy wskazuje na pewien margines swobody
konformacyjnej czeSci cukrowej w warunkach zahamowanej rotacji wokol wigzania
glikozydowego. Wzrost objetosci podstawnika wyraznie skierowuje preferencje w strong
konformerow O4’-endo-C1’-egzo. Amplituda pofaldowania przedstawionych wyzej
pochodnych wyozyny jest nieznacznie sptaszczona w porownaniu z samg wyozyna.

Pofatldowanie czeSci cukrowej 2-metylotiowyozyny (2-MeSW) okazato si¢ by¢
ograniczone do waskiego zakresu w regionie East (P=99-117°) odpowiadajagcemu
konformacji typu O4’-endo-C1°-egzo, procentowy udziat tego konformeru jest bardzo wysoki
wynosi 89,2%. (Wykres 6) Pozostate udziaty przypadajg na pofatdowania O4’-endo (5,4%) i
Cl’-egzo (5,4%). Wytlumaczeniem istnienia tak waskiej preferencji moze by¢ znaczacy
wpltyw odpychania sterycznego pomiedzy atomem siarki a *lancuchem 5’-CH>OH,
prowadzacy do zwickszenia odleglo$ci miedzy nimi co jest mozliwe jedynie w konformerach
regionu East. Maksimum rozktadu amplitudy pofatdowania przypada na najwyzszy w tej serii
Wykres 6. Statystyka struktur konformacyjnych (P) i stopnia pofaldowania (¢) rybozy dla 2-MeSW
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zwigzkow zakres warto$ci 9=34-36° (26,6%) natomiast zakres amplitudy pofatdowania (@)
obejmujacy ponad potowe populacji konformerow(52,3%) wynosi od 32° do 38°.
Bezposrednie podstawienie pozycji C2 wyozyny grupa metylowa (2-MeW) wywiera
wptyw na preferencje pofaldowania czesci cukrowej bardzo zblizony do opisanego wyzej dla
grupy C2 metylotiolowej. Pofatdowanie czesci cukrowej 2-MeW jest ograniczone do jednego
konformeru: O4’-endo-C1°-egzo (99,3%, P=99-117°), lezacego w regionie East (Wykres 7).
Wynik ten jest zgodny z uzyskanymi wcze$niej obliczeniami.3! Podobnie jak w 2-MeSW,
wystepowanie pofatdowania tylko w tym zakresie mozna wytlumaczy¢ obecno$cig wyraznej
tendencji do zminimalizowania oddziatywania sterycznego migdzy duzg przestrzennie grupg
metylowg a reszta cukrowa. Maksimum rozktadu amplitudy pofatdowania przypada na zakres
warto$ci @=28-30° (53,3%), a wigc pierScien jest nieco splaszczony w poréwnaniu z
2-MeSW, natomiast zakres amplitudy pofaldowania (¢) obejmujacy 92,1% populacji
konformer6w wynosi od 26° do 32°.
Wykres 7. Statystyka struktur konformacyjnych (P) i stopnia pofatdowania (¢) rybozy dla 2-MeW
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Wyrazna przewaga jednego typu konformeru w pochodnych metylo- i metylotiolowej
wydaje si¢ wskazywaé¢ na decydujacy wplyw wielkosci odpowiednio grupy lub atomu,
bezposrednio przylaczonych do C2, na ksztaltowanie pofaldowania czgsci cukrowe;.
Potwierdzenie powyzszego przypuszczenia moze da¢ poroéwnanie rozkladu preferencji
pofatldowania 2-MeSW z 2-MeOW. Atom siarki jako objetosciowo wiekszy od atomu tlenu

wymusza bardzo waski zakres przyjmowanych konformacji czgsci cukrowej. Obecno$é grupy
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metylowej w 2-MeSW i 2-MeOW wydaje si¢ odgrywaé mato istotny wptyw na pofatdowanie.
Dopiero zwigkszenie objetosci podstawnika przez wprowadzenie grupy fenylowej w
2-BnOW powoduje ponad dwukrotny wzrost udziatu O4’-endo-C1’-egzo0 w poréwnaniu Z
pozostatymi tlenowymi pochodnymi wyozyny.

Ostatnim zwigzkiem jaki poddatem analizie w tej serii jest cykliczna i
pochodna wyozyny - 4,5’-cyklowyozyna (CW, 346) zawierajaca wigzanie ° (jﬁ:}ﬂ“s
pomiedzy C5° a N4, czyli ograniczong swobod¢ rotacji wymuszong 3EO))NA
obecnoscig wigzania kowalencyjnego. Poniewaz dla zwigzku tego s3 o' M oW
dostepne dane krystalograficzne (P=309°, @max=40°)*24 postanowitlem przeanalizowaé
konformacje czgséci cukrowej w roztworze DMSO-ds. Uzyskany wynik, praktycznie pokrywat
si¢ Z wynikiem dla ciata statego. Dominujagcym konformerem w ogdlnej populacji byt C1°-
endo (56,5%; P=297-315°), nieco mniejsze udziaty przypadaty na sgsiednie typy pofatdowan
- C1’-endo-04’-egzo (18,9%, P=279-297°) i C1’-endo-C2’-egzo (9,1%, P=315-333°, Wykres
8). Nalezy dodac¢ iz obserwowane typy pofaldowan zaréwno w ciele stalym jak i roztworze sa
praktycznie niespotykane w nukleozydach posiadajacych swobod¢ rotacji wokdt wigzania
glikozydowego. W przypadku rozktadu czestosci wystgpowania w zaleznosci od amplitudy
pofatdowania maksimum przypadato na ¢=32-34° (50,0%), nieco mniejszy w zakresach
¢=30-32° (18,1%) i ¢=34-36° (11,9%). Obserwowana zbiezno$¢ danych w ciele stalym i
roztworze wskazuje na fakt najsilniejszego oddziatywania dodatkowego wigzania
Wykres 8. Statystyka struktur konformacyjnych (P) i stopnia pofatdowania () rybozy dla cW

60% - cWDMSO-d;  56,5%
50%
40%
%30% -
18,9%

20%

11,1% 9,1%
10% -

0,3% 2,8% 1,2%

0% . . .

9 A »® D D> O Al SN DA o N O A N
p & & N & TSP T S S S o

55% - 50,0% cW DMSO-dg
50% -
45% A
40% A
35% A
%309 -
0, 4
25% 18,1%
20% A
15% - 11,9% .
10% - 7.9% 6,7%
0,
5% A 0,2% 3.0% 0,9% 0,7% 0,3% 0,4%
0%

; ® S & © B ® B o ® P P
A SO LG G VS I A A

155



3. Badania wiasne

kowalencyjnego na konformacje¢ rybozy w poroéwnaniu modyfikacjami polegajacymi na

wymianie podstawnikow.

3.2.3.2. Analiza konformacyjna czesci cukrowej C2 podstawionych pochodnych
wyozyny w formie triacetylowanej

Do przeprowadzenia tego rodzaju analizy sklonito mnie kilka powodow. Zwigzki
nieblokowane sg stabo rozpuszczalne w innych rozpuszczalnikach niz DMSO-de. Przejscie do
pochodnych acetylowych umozliwito takze pomiary w CDCls, rozpuszczalniku o znacznie
mniejszej polarnosci niz DMSO-ds, oraz uzyskanie informacji na temat wplywu tej
wlasciwoéci na konformacje cukru. Wartosci statych dielektrycznych (¢) obu
rozpuszczalnikow wynoszg odpowiednio 46,7 1 4,806. Ponadto acetylowanie czesci cukrowe;j
nukleozydu znacznie upraszcza jej widma H NMR w pordwnaniu ze zwigzkami
nieblokowanymi. Wybor tych a nie innych rozpuszczalnikow byt podyktowany faktem ich
powszechnego stosowania jak i kosztami.

W roztworze Wacs w CDCIlz przewazajacy udziat w catkowitej populacji maja
konformery z zakresu P=135-207°, a wigc z regionu South (58,4 %). Maksimum przypada na
konformer C2’-endo (21,7%; P=153-171°) i C2’-endo-C1’-egzo (19,7%; P=135-153°), oraz o
potowe mniej na C2’-endo-C3’-egzo (9,5%;P=171-189°, Wykres 9). Mozna przyjaé, ze typy

pofatdowan zawierajace atom C2’ w potozeniu endo za najbardziej preferowane przez czes$é

Wykres 9. Statystyka struktur konformacyjnych (P) i stopnia pofatdowania (¢) rybozy dla Wacs
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cukrowg Wacsz. Natomiast w regionie North preferencje obejmujg znacznie szerszy zakres
konformerow-od C1’-endo-C2’-egzo do C4’-egzo (P=315-63°) bez wyraznej preferencji
ktoregokolwiek z nich. Procentowy udziat poszczegdlnych konformeréw waha si¢ w
granicach od 4,2% do 8,5%, gdzie najwigkszy udzial ma konformer C3’-endo-C2’-egzo
(8,5%). Maksimum rozktadu amplitudy pofatdowania przypada na ¢=30-34° (26,1%)
natomiast zakres amplitudy pofaldowania (@) obejmujacy ponad polowe populacji
konformerow (53,4%) wynosi 28° do 38°.

W roztworze Wacz w DMSO-ds obserwowalem wyrownany udzial obu populacji
konformerow regionow North oraz South (sumaryczny udziat wynosit odpowiednio 49,6% i
50,4%) Maksimum rozktadu procentowego udzialu w zaleznosci od P przypada na dwa
obszary: 45-81° oraz 99-135° czyli na pograniczu regionow North/East i South/East. Udzial
procentowy poszczegodlnych struktur jest nastepujacy 12,1% i 14,2% (odpowiednio C4’-egzo i
C4’-egz0-0O4’-endo), 12,6% i 17,9% (0O4’-endo-C1’-egzo i C1’-egzo,). W pordéwnaniu z
preferencjami konformacyjnymi Wacs w CDClz gdzie typ pofaldowania zawierajgcy atom
C2’ w polozeniu endo jest najbardziej preferowany, zmiana rozpuszczalnika na bardziej
polarny wywiera wyrazng zmiang peferencji w stron¢ uczestnictwa w pofatdowaniu wigzan
C4°-04’ oraz O4-C1’°. Maksimum rozktadu udzialu procentowego amplitudy pofaldowania
przypada na ¢=26-30° (29,7%), natomiast zakres amplitudy pofaldowania (¢) obejmujacy
ponad potowg populacji konformerow (57,2%) wynosi 22° do 32°. Warto zwroci¢ uwage na
wyrazne splaszczenie pierScienia cukrowego w porownaniu z roztworem Wacz w CDClz.
Przedstawione r6znice wywotane zamiang rozpuszczalnika, wskazuja na istotny udziat
polarno$ci medium w wyborze konformacji przez Wacs.

Wprowadzenie grupy okso w potozenie C2 zasadniczo zmienia rozktad preferencji
pofatdowania czeSci cukrowej przesuwajac ja w strone pogranicza regionow North-East.
Preferencje obu pochodnych sg bardzo zblizone. Dla N1-Me-2-OWacz w CDCl3 najwickszy
udzial procentowy przypada na pofaldowanie C3’-endo-C4’-egzo (31,1%; P=27-45°) nieco
mniejszy udziat wykazuje konformer C4’-egzo (19,0%;P=45-63°). Warto zwroci¢ uwage na
nieznaczny ale widoczny udziat konformeréw z regionu East (O4’-endo-C4’-egzo 6,5% oraz
0O4’-endo 6,9%, Wykres 10). Udziat pozostatych konformeroéw regionu North wynosi ponizej
6%. Reasumujac, cze$¢ cukrowa N1-metylo-2-okso pochodnej preferuje typ pofaldowania w
ktorym atom C4’ zajmuje pozycj¢ egzo. Natomiast udzial konformeréw z pozostatych
regionow kola pseudorotacyjnego jest minimalny. Maksimum rozktadu amplitudy
pofaldowania przypada na nizszy zakres wartosci ¢p=26-32° (38,6%) wskazujac na nieznaczne
splaszczenie pierscienia rybozy w porownaniu z Wacs. Zakres amplitudy pofaldowania (¢)

obejmujacy ponad potowe populacji konformerow (56%) wynosi od 24° do 34°.
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Wykres 10. Statystyka struktur konformacyjnych (P) i stopnia pofatldowania (¢) rybozy dla N1-Me-2-OWacs;
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W roztworze N1-Me-2-OWacz w DMSO-ds stwierdzam znaczacy wzrost udziatu
populacji konformerow regionu North w porowaniu z rezultatem uzyskanym dla CDCls, oraz
wyrazng zmian¢ dystrybucji konformerow w tym regionie. Dominujacym typem
pofatdowania jest konformer C3’-endo-C4’-egzo, ktorego udzial wynosi 76,1%, nieco
mniejszy udziat przypada na C4’-egzo (19,3%). W tym przypadku zmiana rozpuszczalnika
wymusza przede wszystkim znaczacy wzrost dominujacego typu pofaldowania C3’-endo-
C4’-egzo. Udzial konformerow w pozostatych regionach jest minimalny (Wykres 10).
Obserwowane maksimum rozktadu amplitudy pofaldowania przypada na ¢=26-28° (50,8%),
natomiast prawie 81,7% populacji wystepuje w zakresie od 24° do 30°.

W przypadku 2-OWacz w CDClz dominujgcymi konformerami sg C3’-endo-C4’-egzo
(28,6%, P=27-45°) oraz C4’-egzo (27,3%, P=45-63°), ponadto w regionie East stwierdzam
nieznaczny udziat konformerow O4’-endo-C4’-egzo (6,8%, P=63-81°) oraz O4’-endo (5,8%,
P=81-99°). Udziat pozostatych konformeréw jest mniejszy niz 4% (Wykres 11). Maksimum
rozktadu amplitudy pofaldowania przypada na nizszy zakres warto$ci ¢=26-30° (28,8%)
wskazujac na podobne do N1-Me-2-OWacs nieznaczne sptaszczenie pierScienia rybozy w
poréwnaniu z Wacs, natomiast zakres amplitudy pofatldowania (¢) obejmujacy ponad potowe

populacji konformerow (51,7%) wynosi od 24° do 32°.

Preferencje pofatdowania dla 2-OWacs w roztworze DMSO-ds nie odbiegajg znaczgco
od preferencji N1-Me-2-OWacs. Dominujgcym typem pofaldowania jest C4’-egzo, ktorego
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Wykres 11. Statystyka struktur konformacyjnych (P) i stopnia pofaldowania (¢) rybozy dla 2-OWac3
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udziat procentowy wynosi 59,2%, natomiast dla sasiadujacego konformeru tj. C3’-endo-C4’-

egzo-22,5%. (Wykres 11). Rozklad czgstosci wystgpowania amplitudy pofaldowania 2-

OWacs jest bardzo zblizony do poprzednio omawianego zwigzku. Maksimum czestosci

wystgpowania przypada na ¢=28-32° (47,5%), natomiast zakres amplitudy pofatdowania (¢)

obejmujacy 71% populacji wynosi od 24° do 32°.

Konformacja cze$ci cukrowej w 2-MeOWacs w CDClIs jest bardzo zblizona do wyzej

omoéwionych pochodnych 2-okso. Najwigkszy udzial majg konformery C3’-endo-C4’-egzo
(22,2%, P=27-45°) oraz C4’-egzo0 (22,6%, P=45-63°), w regionie East nieznaczny udziat maja
konformery O4’-endo (6,4%, P=81-99°) i O4’-endo-C1’-egzo (8,4%, P=99-117°). Czgstos¢

wystepowania konformerow regionu South jest zdecydowanie mniejsza, nie przekracza 1%.

Sumaryczny udzial procentowy konformerdéw regionu South jest wyraznie mniejszy od North,

wynosi odpowiednio 34% i 66%. Maksimum rozktadu amplitudy pofaldowania przypada na

zakres wartosci ¢=30-34° (23,8%), natomiast zakres ¢ obejmujacy ponad polowe¢ populacji

konformerow (57,4%) wynosi 26-38° (Wykres 12). Wzrost polarnosci rozpuszczalnika

wyraznie przesuwa preferencje pofaldowania w strong konformeru C4’-egzo (51,6%) oraz

C4’-egzo-0O4’-endo (17,5%). Kierunek zmiany jest jednakowy z wyzej omowionymi 2-0KS0

analogami, co moze wskazywa¢ na bardzo zblizong natur¢ oddzialtywania efektow

solwatacyjnych obu rozpuszczalnikow jak i podobny wptyw obecnosci atomu tlenu w C2.

Maksimum amplitudy pofatdowania jest przesuni¢te w stron¢ nizszych wartosci w
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porownaniu z CDClsz (¢=26-28°, 15,3%), natomiast 53,4% populacji miesci si¢ w zakresie
¢=22-32°. W pordéwnaniu z 2-okso analogami, nastepuje odwrdcenie wystepowania
maksimow amplitudy pofaldowania w 2-MeOWacs w zaleznosci od rozpuszczalnika tj.
pierscien cukrowy ulega sptaszczeniu wraz ze wzrostem polarnosci rozpuszczalnika.

Wykres 12. Statystyka struktur konformacyjnych (P) i stopnia pofatdowania (¢) rybozy dla 2-MeOWacs

60% - 2-MeOWac;

50% - %= CDCI3 = DMSO

40% A

T RZS

% 30% - g 8
& @\“
20% - ~
® S = & &
18 o aF N i N N - . o O Ry
10% 17 S SH BT o= Fap 8 8 o oY of s s F& & F Lersses
widie) ~=i=5‘—'i*iﬂ'\’ 2 Oy e g S L XV RS MRS ™
o Pt e B e O e B~ g™ MO WS LR i o — = i —
0/0 T | I T T T T T T

I R T B R - S S SR S S - S N R T T R SR
S LGP S - S S VS  SUC VA S, SRS - - S ..

o ¢ ¢
& ¥ o A S N & Y g N G
LN I S U S S M
20% A 2-MeOWac,
(%\B
o 3
15% - o v ©
4 ¥ & e
S =Y
& "3\673.;‘ % &
%410% - S=gifiem & < &
K N = 2 e o
a0 2 S SR ARG
© | R LSS ES)
ST o e hﬂ a—n P o S o° %) (%\Q © ©
5% - o SE = =N = R Y N
© . N &5 ? o e i L R ) o 0
&® oo § s _ N , i L 1 L S o o
CEESSOAE LGS o e B | - e e | =N N
LN e e ey e R
SR et Ea
0% e i — [ —
R 9 o % R Y S N TN S
NSNS I (LN Lo TS S oS S s <5
LR IR QI U L L Ut St R g i S I G

Preferencje pofatdowania czeSci cukrowej 2-BnOWacs w CDClz sa zblizone do
preferencji wyzej omowionych tlenowych analogéw (Wykres 13). Dominujacy udziat
procentowy przypada na konformery regionu North, jednak z tg réznicg iz zdecydowana
wigkszo$¢ udziatu przypada na jeden typ pofaldowania: C4’-egzo (38,9%, P=45-63°). Udziat
konformeru C3’-endo-C4’-egzo wynosi zaledwie 9,9%, a wiec jego udzial jest wyraznie
zmniejszony W poréwnaniu z pozostatymi tlenowymi pochodnymi. Z kolei w regionie East
wyrazny jest Wzrost udziatu konformerow zawierajacych atom O4’ w orientacji endo do
19,5% (P=63-117°) z maksimum przypadajacym na konformer O4’-endo (10,7%). Powyzszy
wzrost mozna przypisa¢ zwigkszeniu udziatu oddzialywania sterycznego pomiedzy obszerng
grupa benzylowa a resztg cukrowa w ksztattowaniu pofatdowania rybozy, jakkolwiek wydaje
si¢ iz efekty indukcyjne wywotane przez atomu tlenu w C2 wydaja si¢ mie¢ wpltyw na
przyjmowanie konformacji typu C4’-egzo i C3’-endo- C4’-egzo. Efekt ten maleje jednak wraz
ze wzrostem podstawnika. Posrednim dowodem na poparcie tezy udziatu efektow

elektronowych w ksztattowaniu konformacji rybozy moze da¢ poréwnanie zmian przesuni¢é
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13C i ®™N w obrebie imidazolowego fragmentu zasady (N1-C2-N3-C3a-C9a) tlenowych
pochodnych wyozyny, ktére oméwitem w rozdziale 3.3.1.2 Potozenie maksimum amplitudy
pofatdowania pierécienia rybozy nieznacznie rézni si¢ 0d pozostalych dwoch tlenowych
pochodnych, wystepujac w zakresie @=26-34° (41,9%), natomiast zakres amplitudy
pofatdowania (¢) obejmujacy ponad potowe populacji konformerow (57,7%) wynosit 24-36°.
Wykres 13. Statystyka struktur konformacyjnych (P) i stopnia pofatdowania (@) rybozy dla 2-BnOWacs
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Zwigkszenie polarno$ci rozpuszczalnika wywiera najwigkszy pod wzgledem ilosciowym,
wpltyw na preferencje pofaldowania 2-BnOWacs. W przypadku roztworu CDClIs, udziat
konformeru C4’-egz0 nie przekraczal 40%, natomiast w DMSO-ds, konformer stat sie¢
praktycznie jedynym w catej populacji - udzial wynosi 100%. Powyzszy wzrost moze
sugerowac znaczne zwigkszenie udziatu oddziatywania sterycznego pomigdzy obszerna grupa
benzylowa a reszta cukrowg w ksztaltowaniu pofatdowania rybozy. Jakkolwiek wydaje si¢ iz
efekty indukcyjne wywolane przez atom tlenu w C2 oraz solwatacyjne rozpuszczalnika nie
pozostajg bez wptywu na pojawianie si¢ konformerow typu C4’-egzo, a nie bardziej
uprzywilejowanego dla zmniejszenia odpychania sterycznego konformeru O4’-endo.
Statystyka amplitudy pofaldowania wskazuje na tendencje do przyjmowania waskiego
zakresu wartosci =26-30° (99%, Wykres 13).

Kolejng C2 podstawiong pochodng Wacs jest 2-MeSWacs, dla ktorej pofatdowanie

czesci cukrowej w CDCl3 jest ograniczone do waskiego zakresu w regionie East (P=81-99°)
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czyli konformacji O4’-endo. Procentowy udzial tego konformeru jest wysoki i wynosi 91,6%.

(Wykres

14) Bardzo podobny obraz preferencji pofaldowania cukru uzyskatem dla 2-MeSW,

ktore omowitem wczesniej (Wykres 6, str 155). W konformacji O4’-endo, oba podstawniki

przy C1’° (zasada) oraz C4’ (5’-CH20OAc) sg najbardziej od siebie oddalone wskutek przyjecia

przez wigzania C1°-N3 1 C4’-C5’ orientacji pseudoekwatorialnej. Atomy C1°-C2°-C3’-C4’

leza w jednej ptaszczyznie, co prowadzi do synperiplanarnego ustawienie si¢ wigzan C2’-

H2’/C3°-H3” oraz 2°0OH/3’0OH. Taka sytuacja jest energetycznie niekorzystna i rzadko

obserwowana w strukturach krystalicznych nukleozydow. Wystepowanie pofatdowania tylko

w tym zakresie mozna wytlumaczy¢ dominujagcym udziatem efektu sterycznego nad efektem

elektronowym pomigdzy atomem siarki a resztg cukrowa. Posredni dowod na powyzsza teze

mozna otrzymaé analizujagc zmiany przesunieé¢ chemicznych C i N NMR w obrebie

zasady. E
ok. 9-12

wigksza (

W pozycji

fekt indukcyjny atomu siarki ogranicza si¢ praktycznie do atomu C2, A5“? wynosi
ppm w strong stabszego pola. W przypadku pochodnych tlenowych AS®? jest
15-17 ppm), ponadto wptyw efektu indukcyjnego atomu tlenu obserwowatem takze

C9. Wyzej omowione roznice mozna wytlumaczy¢é faktem mniejszej

elektroujemnosci atomu siarki od tlenu, czyli powiaza¢ z spadkiem wptywu efektu

elektronowego na pofatdowanie czesci cukrowej. Wiekszy promien van der Waalsa atomu

siarki w

porownaniu z tlenem moze odpowiadaé za wzrost udziatu efektu sterycznego.

Rozktad amplitudy pofaldowania w poroéwnaniu z wyzej omoéwionymi pochodnymi Wacs

Wykres 14. Statystyka struktur konformacyjnych (P) i stopnia pofatdowania(¢) rybozy dla 2-MeSWacs
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charakteryzuje si¢ odmiennym przebiegiem. Maksimum amplitudy pofaldowania jest
przesunigte W Kierunku nizszych wartosci ¢=22-26° (19,3%), natomiast w zakresie ¢p=20-34°
udzial ten wynosi 51,8%. Efekt sptaszczenia pierscienia prawdopodobnie mozna przypisac
(Wykres 14) Zmiana
rozpuszczalnika z CDClz na DMSO-ds zmniejszyta udziat pofatdowania O4’-endo (57,5%) na

tendencji do zminimalizowania oddziatywania sterycznego.
rzecz wzrostu O4’-endo-C4’-egzo (42,3%). Maksimum udziatu stopnia pofaldowania jest
przesunigte w kierunku wyzszych wartosci ¢=32-36° (41,4%), natomiast w zakresie ¢=32-
38° udziat ten wynosi 53,3%. Udziat procentowy reszty populacji przypada na nizsze zakresy
warto$ci amplitudy pofatdowania. Wzrost polarnosci medium wywotuje w tym przypadku
znaczne przesunigcie maksimum udziatu procentowego amplitudy pofaldowania w strone
wyzszych wartosci, jakkolwiek sumaryczny udzial populacji konformeréw o splaszczonym
pier§cieniu rybozy jest znaczny.

Analizie preferencji konformacyjnej czeSci cukrowej poddatem takze 2-MeWacs.
Bezposrednie podstawienie pozycji C2 grupg metylowg wywiera zblizony do atomu siarki
wplyw na preferencje pofatdowania czgéci cukrowej, ograniczonej do waskiego zakresu w
regionie East (P=99-117°) odpowiadajacej konformacji typu O4’-endo-C1’-egzo. Procentowy
udziat tego konformeru wynosit 96,4%. (Wykres 15) Wystepowanie pofatdowania tylko w
tym zakresie mozna wytlumaczy¢ obecnoscig wyraznej tendencji do zminimalizowania
oddziatywania sterycznego migdzy obszerng grupa metylowa a reszta cukrowa. Efekt ten

Wykres 15. Statystyka struktur konformacyjnych (P) i stopnia pofatdowania (¢) rybozy dla 2-MeWacs
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wydaje si¢ by¢ mniejszy w porownaniu z 2-MeSWacs skoro cz¢$¢ cukrowa moze przyjac
zamiast konformacji kopertowej, konformacje skrgcong. Potozenie maksimum amplitudy
pofatdowania przypada na zakres ¢=26-28° (44,2%), natomiast 95,4% populacji na ¢=22-30°.
W pordéwnaniu z wyzej omoOwionymi pochodnymi tej serii maksimum amplitudy
pofaldowania zwigzku 2-MeWacs wystepuje w najwezszym zakresie wartosci ¢. W roztworze
DMSO-de preferencje pofaldowania cz¢sci cukrowej 2-MeWacs rozszerzajg si¢ nieznacznie
do dwoch konformerow regionu East: O4’-endo-C1°-egzo (57,5%) oraz O4’-endo (35,0%) w
poréwnaniu z CDCls (Wykres 15). Potozenie maksimum amplitudy pofatdowania pierScienia
rybozy 2-MeWacs w DMSO-ds przypada na zakres ¢=36-38° (18,9%), drugie maksimum
wystepuje w zakresie ¢p=26-28° (13,6%). Zakres amplitudy pofaldowania (¢) obejmujacy
72,4% wynosi od 22° do 38°. czyli jest znacznie szerszy niz w CDCls.

W celu zweryfikowania rezultatow uzyskanych na podstawie obliczen z uzyciem
programu PSEUROT przeprowadzitem szereg pomiarow efektu NOE w obregbie czesci
cukrowej pochodnych triacetylowych wyozyny. A. Serianni i wsp przedstawili wykres zmian
odleglosci migdzy protonami w B-D-rybofuranozie, ktéry uzyskano na podstawie obliczen
MO (Rysunek 14).487 Wg autoréw rezultat tych obliczen wskazywat iz spoéréd szesciu
przeanalizowanych zmian odleglosci jedynie zmiany dystansu H1’-H4’ po przejsciu przez
przez wszystkie konformery sg najbardziej wyrazne w pordwnaniu z pozostalymi i tylko ta
odleglo$¢ moze stanowi¢ najbardziej wiarygodny wskaznik informujacy o dominujacej

konformacji.
Rysunek 14. Zaleznos¢ odlegtosci pomiedzy protonami czesci cukrowej a kgtem fazowym pseudorotacji
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Podobny przebieg zmian zostal przedstawiony na Rysunku 15 (str 167), ktory uwzglednia
dodatkowo wptyw wartosci amplitudy pofaldowania na zmiany w odleglo$ciach pomiedzy

protonami.4°4
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Rysunek 15. Zaleznos¢ odlegtosci pomiedzy protonem H1’ a protonami H4’ (a), H3” (b) H2’ (c)

od kata fazowego pseudorotacji 4°*
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Majac na uwadze powyzsze zaleznosci przeprowadzitem odpowiednie pomiary NOE, dla
Wacs i wybranych pochodnych, ktorych wyniki przedstawitem w Tabeli 21. Obok
zmierzonych wartosci NOE dla pary H1’-H4’, w celu uzyskania posrednich dowodow

wspierajacych rezultaty obliczen, przedstawitem roéwniez wyniki eksperymentow NOE dla

165



3. Badania wiasne

nastepujacych par protonéw H1’-H2’, H2’-H3’, H3’-H4’ H2’-H278sada oraz; H3’-H2zasada,

Najwicksza wartos¢ wzmocnienia NOE wynoszacg 6.5/6.2% uzyskatem dla pary H1’-H4’dla
zwigzku 2-MeSWacs, co potwierdzatoby obecnos¢ kopertowej konformaciji typu O4’-endo
(Tabela 21). W konformacji O4’-endo (P=90°) odlegto$¢ miedzy protonami H1’ i H4’ jest
najmniejsza co przekltada na wyrazny wzrost wartoSci wzmocnien NOE miedzy tymi
protonami. Pozostale zwigzki pod wzglgdne wielkosci wzmocnienia NOE dla H1’-H4’
uktadajg si¢ w nastgpujacy szereg 2-BnOWacs>N1-Me-2-OWacsz>2-OWacz>Wacsz. Wartosci
wzmocnienia NOE dla pary H1’-H4” w tlenowych pochodnych Wacs sg wyraznie wigksze niz
w Wacs. Wynik ten wskazuje na zmniejszenie dystansu pomiedzy H1’-H4’, potwierdzajac
odnotowang tendecj¢ przyjmowania przez czgs¢ cukrowa tlenowych pochodnych Wacs
konformacji typu C4’-egzo. Zalezno$¢ pomiegdzy odlegloscig H1’-H4’, H1’-H2’ oraz H1’-H3’
a katem fazowym pseudorotacji zostata przedstawiona na Rysunkach 15a-c.

Dla Wacs dodatkowym potwierdzeniem wigkszej preferencji pofaldowan z regionu South
jest warto$¢ wzmocnienia NOE sygnatéw H2’/H3’ oraz H2 po nasyceniu odpowiednio H2 i
H2’/H3’ (Tabela 21). Zdecydowanie wigksza warto$¢ wzmocnienia dla H2’ niz dla H3’ po
nasyceniu sygnatow H2 (17.1% i 2.1%) wskazuje na koniecznos$¢ przyjecia przez wigzanie
C3’-H3’ orientacji typowo pseudoekwatorialnej a dla C2’-H2’ pseudoaksjalnej , aby
odleglos¢ H2-H3’ byta wigksza od H2-H2’. Taki uktad jest mozliwy dla pofaldowania typu
C2’-endo. Dodatkowo wysoka warto$¢ wzmocnienia dla H2’ wskazuje na obecno$¢ orientacji
anti. Kolejnym potwierdzeniem przewagi konformerow South moze by¢ poréwnanie warto$ci
wzmocnien pary sygnatow H3’-H4’ 1 H2’-H1’. Przy zatozeniu przewagi pofatldowania typu
C2’-endo odlegtos¢ pomiedzy H3’-H4’ jest mniejsza niz dla pary H2’-H1’, co w efekcie
winno da¢ wigkszg warto§¢ wzmocnienia NOE dla pary H3’-H4> (3.3% 1 3.9%) w
porownaniu z H2’-H1’ (2.8% i 3.0%). W przypadku pochodnych tlenowych warto$ci
wzmocnien NOE dla sygnatow H2’/H3’ po ich wzajemnym nasycaniu sg zdecydowanie
wyzsze od Wacs co mogloby wskazywa¢ na zmniejszenie pomigdzy nimi odlegtosci, a wigc
zmniejszenie warto$ci  kata torsyjnego H3’-C3’-C2°-H2’ co jest obserwowane dla
pofatdowania C4’-egzo w poréwnaniu z C2’-endo.

Tabela 21. Wartosci NOE dla czgsci cukrowej Wacs i jej C2 podstawionych pochodnych CDCls
Wacs (%) 2-OWacs (%)  N1-Me-2-OWacs (%) 2-BnOWacs (%) 2-MeSWacs (%)

H1’-H4’ 2.3/2.6 3.2/3.0 3.7/3.9 3.6/4.5 6.5/6.2
H1’-H2’ 3.0/2.8 3.4/3.7 4.4/4.2 3.6/3.5 3.3/2.4
H2’-H3’ 11.1/10.6 14.2/13.2 14.6/14.9 15.3/14.9 15.2/14.7
H3’-H4’ 3.3/3.9 3.7/3.9 3.9/4.2 3.4.13.4 2.8/3.4
H2>-H27sada 17.1/16.3 0.4/0.6

H3’-H27sada 2.1/2.4
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3.2.3.3. Analiza konformacyjna cze¢sci cukrowej C2 podstawionych pochodnych

N4-dezmetylowyozyny

Brak grupy metylowej] w pozycji N4 pozwala na wigkszg swobod¢ rotacji wokot
wigzania glikozydowego, a tym samym zwigkszenie stopnia swobody calej czasteczki.
Przeprowadzenie analizy konformacyjnej dla tej serii zwigzkow pozwolito na uzyskanie
informacji o roli orientacji wokot wigzania glikozydowego w ksztaltowaniu pofatdowania
czesci cukrowej.

W przypadku V zdecydowanie dominujagcym konformerem jest C2’-endo-C1’-egzo
(P=135-153°), ktorego udziat wynosi 28,7%. W pozostatych zakresach P udziaty oscyluja w
zakresie 4-8%. (Wykres 16). Sumaryczny udziat konformerow regionu South jest wigkszy
niz North (61% vs 39%). Reasumujac, nieobecnos¢ podstawnika metylowego w pozycji N4
przesuwa potozenie rownowagi North<South w kierunku South w poréwnaniu z W (5). W
przypadku rozktadu udzialu procentowego w zaleznosci od amplitudy pofatdowania,
obserwowane maksimum przypada na zakres: ¢=32-36° (20,9%), z kolei zakres amplitudy

pofatdowania (@) obejmujacy ponad potowe populacji konformerow (55%) wynosi 28-40°.

Wykres 16. Statystyka struktur konformacyjnych (P) i stopnia pofaldowania (¢) rybozy dla V
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Wprowadzenie grupy metoksy w potozenie C2 powoduje znaczacy wzrost populacji
konformerow C1°-egzo w poréwnaniu z V oraz wzrost sumy populacji konformeréw regionu

South (66,1%). Najwigkszy udzial procentowy przypada na pofatdowanie C2’-endo-C1’-egzo

167



3. Badania wilasne
(23,8%; P=117-135°), nieco mniejszy udzial wykazujg konformery: C1’-egzo (19,4%; P=135-
153°), O4’-endo-C4’-egzo (8,0%; P=63-81°), C3’-egzo (7,2%; P=189-207°). W pozostalych
zakresach P wielko$¢ udziatlu oscyluje najczeéciej w granicach 2-6% (Wykres 17).

Maksimum rozktadu amplitudy pofaldowania przypada na zakres wartosci ¢=32-36° (25,3%),
natomiast zakres amplitudy pofaldowania (¢) obejmujagcy ponad potowe populacji
konformerow (63,7%) wynosi od 26° do 40°.

Wykres 17. Statystyka struktur konformacyjnych (P) i stopnia pofaldowania (¢) rybozy dla 2-MeOV
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Obecnos$¢ grupy benzyloksy w potozeniu C2 wyraznie przesuwa preferencje
pofatdowania czgsci cukrowej w strong konformeru C1°-egzo (26,1%; P=117-135°), nieco
mniejszy udzial wykazuje konformer: C2’-endo-C1’-egzo (19,1%; P=135-153°) i O4’-endo-
C4’-egzo (7,5%; P=63-81°). W pozostatych zakresach P wielkos¢ udziatu oscyluje w
granicach 2-6% (Wykres 18, str. 171). Poréwnujac preferencje pofatdowania 2-BnOV i 2-
MeOV z V zauwazy¢ mozna wzrost populacji koformeru C1’-egzo oraz spadek C2’-endo-
C1’-egzo wraz ze wzrostem objetosci podstawnika. Suma populacji konformeréw regionu
South jest wigksza niz dla North i wynosi 63,5%. Maksimum rozkladu amplitudy
pofatdowania przypada na zakres wartosci ¢=30-34° (21,3%), natomiast zakres amplitudy
pofaldowania (@) obejmujacy ponad potowe populacji konformerdéw (55%) wynosi od 26° do
36°.
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Wykres 18. Statystyka struktur konformacyjnych (P) i stopnia pofatdowania (¢) rybozy dla 2-BnOV
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Bardzo zblizong konformacj¢ do N4-dezmetylowyozyny ma pochodna podstawiona
grupa metylotiolowa. Suma populacji konformeréw regionu South zwigksza si¢ do 72,7%.
Dominujacym typem pofatdowania jest C2’-endo-C1’-egzo (29,5%, P=135-153°), o potowg
mniejszy udzial procentowy wykazuje C1’-egzo (15,8%; P=117-135°). W przypadku
rozktadu udzialu procentowego w zaleznosci od amplitudy pofaldowania, obserwowane
maksimum przypada na zakres: ¢=28-34° (34,2%), natomiast zakres amplitudy pofatdowania
(¢) obejmujacy ponad potowe populacji konformerow (52,7%) wynosi 26-36°. (Wykres 19).

Wykres 19. Statystyka struktur konformacyjnych (P) i stopnia pofatdowania (¢) rybozy dla 2-MeSV
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Preferencje pofaldowania czg¢sci cukrowej w 2-MeV nie roznig si¢ istotnie od wyzej
omoéwionych pochodnych N4-dezmetylowyozyny. Suma populacji konformeréw regionu
South jest najwigksza i wynosi 78,6% (Wykres 20). Dominujagcym typem pofatdowania jest
C1’-egzo (30,7%; P=117-135°), nieco mniejszy udziat przypada na konformer C2’-endo-C1°-
egzo (21,0%, P=135-153°). Maksimum rozktadu amplitudy pofaldowania obejmuje zakres:
0=26-32° (38,3%), natomiast zakres amplitudy pofatdowania (¢) obejmujacy ponad potowe
populacji konformerow (58,4%) wynosi 26-36°.

Wykres 20. Statystyka struktur konformacyjnych (P) i stopnia pofaldowania (¢) rybozy dla 2-MeV

35% - 30.7% 2-MeV DMSO-d
30% -
25% 1 21,0%
20% -
%
15% -
i 7,8%
10% ° 6,4% 4.9% 4 00 6,0%
0, 0,
5% 12,8% 2,2% 1,4% 1‘5% ZvQA) 1,4% 0’7% 015% 2,6% 1‘5(%J 1’80/0
0%

A O DN
& N S P B
¥ AT LT BTN QT &N QT G Y
NG N AN AR ) S S M <

16% - 2-MeV DMSO-d
. 13,6%
14% + 12,3% 12,4%
129 - 11,3%
10% A 8,8%
% 8% 7,4%
5,7%
6%
3,3%
4% | 0 2,7% 2,9% °7° 2 794
Jop |1.3% 1,4% 1.6% 22% 2,0% 1,8% 2:2% 2:4% 1,7%
GO I '
0% . . . . . . . . . . . . . . . .

PN SN N

92 S H O D o P P S
N o AR X - S X D
I SO L S~ T G Y < S G N G G

X O O O A
(P,\,Q ',\r',\r',\ﬁzgﬂx

NN

Podsumowujac stwierdzitem w serii N4-dezmetylowyozyny wyrazng tendencje do
ksztattowania pofaldowania wzdhuz wigzania C1°-C2’, preferowanymi konformerami sg te w
ktorych atom C1’° zajmuje pozycj¢ €gzo. Sumaryczny udzial obu konformeréw pochodnych

N4-dezmetylowyozyny miesci si¢ w zakresie 43-52%. Wptyw podstawnika C2 na cze$é
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cukrowg jest ograniczony do wzrostu populacji pofatdowania C1’-egzo i spadku C2’-endo-
Cl1’-egzo oraz wzrostu sumy catkowitej populacji konformerow South.  Komentujac
podobienstwo preferencji pofaldowania N4-dezmetylowyozyny i jej analogoéw przypuszczam,
ze sita wplywu podstawnika C2 na ksztaltowanie konformacji cze$ci cukrowej jest
zmniejszona wskutek przesuniecia rownowagi syn/anti w kierunku syn. Potwierdzeniem tego

przypuszczenia sg roznice w preferencjach pofaldowania w serii pochodnych wyozyny.

3.2.3.4. Analiza konformacyjna czesci cukrowej C2 podstawionych pochodnych

N4-dezmetylowyozyny w formie triacetylowanej

Dominujgcym typem pofatdowania Vacs w roztworze CDClIz jest C2’-endo-C1°-egzo
(18,0%, P=135-153°), nieco mniejsze udzialy wykazujg konformery C3’-endo-C4’-egzo
(15,5%, P=27-45°), C3’-endo-C2’-egzo (11,3%, P=351-9°) oraz C2’-endo-C3’-egzo (10,0%,
P=171-189°, Wykres 21). Suma udziatéw populacji konformerow regionéw North i South
jest bardzo zblizona i wynosi odpowiednio 50,2% i 49,8%. Maksimum amplitudy
pofatdowania przypadajace na zakres 30-34° (29,7%) jest nieznacznie przesuni¢te w strone
wyzszych wartosci w porownaniu z roztworem w DMSO-ds. Zakres amplitudy pofatdowania
(p) obejmujacy 54,6% populacji konformeréw wynosi 28-38°. Wzrost polarnosci medium
wskutek zmiany rozpuszczalnika z CDCIls na DMSOdes prowadzi do znaczgcych zmian w
rozktadzie udziatéw procentowych w zaleznosci od P oraz ¢. Preferowanym konformerem

Wykres 21. Statystyka struktur konformacyjnych (P) i stopnia pofatdowania (¢) rybozy dla Vacs
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czesci cukrowej Vacs w DMSO-ds jest C1°-egzo (26,8%, P=117-135°), znacznie mniejsze
udziaty stwierdzilem dla C2’-endo-C1’-egzo (10,0%) oraz 0O4’-endo-C4’-egzo (9,6%,
Wykres 21). W pozostatych zakresach kata fazowego P udzialy procentowe oscyluja w
granicach 4-6%. W poréwnaniu z pofaldowaniem czgéci cukrowej dla Wacs w DMSO-ds,
gdzie C1°-egzo ma 17,9% udzial, widoczny jest wyrazny wzrost udzialu tego konformeru
kosztem pozostatych. Konformery regionu South przewazaja nad konformerami North i suma
udzialdéw wynosi odpowiednio 58,8% oraz 41,2%. Rozklad czgstosci wystepowania w
zaleznosci od amplitudy pofaldowania charakteryzuje si¢ jednym niezbyt wyraznym
maksimum przypadajagcym na zakres ¢=26-30° (21,9%). Zakres amplitudy pofatdowania (o)
obejmujacy 55,5% populacji  konformeréw wynosi 22-34°. Podsumowujac, zmiana
rozpuszczalnika z CDClz na DMSO-ds przesuwa rownowage North—South w kierunku
South, zmieniajac wyraznie preferencje pofaldowania czgsci cukrowej. Obecno$¢ grup
acetylowych powoduje nieznaczne zmniejszenie amplitudy pofatldowania w poréwnaniu z V.

Przewazajacym konformerem czesci cukrowej 2-MeOVacs w CDCls jest C3’-endo-C4’-
egzo (18,2%, P=27-45°), nieco mniejszy udzial przypada na C4’-egzo (10%, P=45-63°).
Pozostate konformery regionu North wystepuja nieco rzadziej: C3’-endo-C2’-egzo (9,0%,
P=351-9°), C3’-endo (7,4%, P=9-27°). W regionie South dominujagcym konformerem jest
C1’-egzo-C2’-endo (12,4%, P=135-153°), oraz C2’-endo-C3’-egzo (9,3%, P=171-189°,
Wykres 22). Maksimum amplitudy pofaldowania jest nieco przesunigte w stron¢ wyzszych
wartosci, p=30-34° (24,9%), natomiast w zakresie 26-36° miesci si¢ 51,5% populacji. Suma
populacji konformeréw regionéw North i South wynosza odpowiedno 53.1 % i 46,8%. W
roztworze bardziej polarnego rozpuszczalnika (DMSO-ds) dominujagcym konformerem staje
si¢ C4’-egzo (17,2%), nieco mniejsze udzialy wykazujg konformery: O4’-endo-C4’-egzo
(P=63-81°,12,9%), O4’-endo-C1’-egzo (P=99-117°, 14,5%) oraz Cl1’-egzo (P=117-135°,
11,8%). W pozostatych zakresach P udziat procentowy jest niewielki (1-5%). Sumy populacji
konformerow North i South w DMSO-ds wynoszg 52,4% i 47,6%.

Wykres 22. Statystyka struktur konformacyjnych (P) i stopnia pofatdowania (¢) rybozy dla 2-MeOVacs

30% 2-MeOVac;
250 2 ) i CDCI3 DMSO
s &
) R N
n] 9 ¥ &S
=} 2 Y - Q‘$
%15%§ . S - Aol &
oN _ e
T o & 2T XA e of &
NN o o oN0
10% 1 &N %Fw fgn igqg}%o\o-h;cfg"g}@, o X o OB
0 e 800 n'i'»‘; ¢ N A CERF P g § 0§ o X oF B I
5% fan KRt i § h=f e e Ht oS NG Y
S S SSEERE et
0% R R i o P
LI R T T T T T T T T T L—
> 4 P D > N o H»oD S A H D O & » H
TIPS P AN R S R SN T R (S S - . g of

172



3. Badania wiasne

20% - Wykres 22. cd e e 2-MeOVac,
Q& Qs
g 25
15% - o @ o ¥
Qe Q)
N ‘9 "'8" o \o
R s i m S & 8
%10% A F Roge—B H2 2 £6
o= =i RN SR 8 s
N A e o of e
LR s e L T LTI L
5% - 2 o8& YRR R F Y QA AT
X o FTAT i e e et ) > o
RS S S
Sy R %
ovo b ma® PR RO BT D R B
T T T A S S S A A T T R I N
N A T S S L, S T ST U Sl R 5 s
LI O L AL L L A S S A g

Nalezy zwrocic uwagg na znaczacy wzrost udzialu konformeréw North (52,2%) w

poréwnaniu z 2-MeOV (33,9%). Rozktad amplitudy pofatldowania cechuje si¢ jednym

waskim 1 wyraznym maksimum przypadajacym na ¢=26-30° (30,0%). W poréwnaniu z 2-

MeOV pier§cien cukrowy w 2-MeOVacs ulega nieznacznemu splaszczeniu, wskutek

obecnosci grup acetylowych. Zakres wartosci ¢ od 24° do 34° obejmuje 57,5%.

Zwickszenie objetosci podstawnika w C2 przez wprowadzenie grupy benzyloksylowej

(2-BnOVacs) w roztworze CDCIz nie zmienia rozktadu preferencji pofaldowania czesci

cukrowej w poréwaniu z 2-MeOVacz. Dominujacym pofatldowaniem regionu North jest C3’-
endo-C4’-egzo (18,3%, P=27-45°), nieco mniejsze udziaty wykazujg C4’-egzo (10,2%, P=45-
63°) i C3’-endo-C2’-egzo (8,3%, P=351-9°, Wykres 23). W regionie South najczesciej
wystepujacymi konformerami sg: C1’-egzo (10,6%, P=117-135°), C1’-egzo-C2’-endo (9,9%,

Wykres 23. Statystyka struktur konformacyjnych (P) i stopnia pofatdowania (¢) rybozy dla 2-BnOVacs
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P=135-153°) i C2’-endo-C3’-egzo (8,4%, P=171-189°). Maksimum amplitudy pofatdowania
przypada na zakres ¢=28-32° (24,3%), natomiast 51,6% populacji wystepuje w zakresie
(¢=26-36°. Zmiana ropzuszczalnika na bardziej polarny (DMSO-ds) powoduje wzrost udziatu
pofatdowan regionu East (P=63-117°), ktorych sumaryczny udziat wynosi 31,9% (14,5% dla
04’-endo-C4’-egzo, 16,3% dla O4’-endo-C1°-egzo i 1,1% dla O4’-endo). Najwigkszy udziat
w populacji ma C4’-egzo (18,9%). Kierunek zmian preferencji pofatdowania przy przejséciu z
2-BnOV do 2-BnOVacs jest zblizony do pary 2-MeOV/2-MeOVacs, co skfania do
przypuszczenia istnienia podobnego wplywu grup acetylowych na ksztalttowanie
pofaldowania czg¢sci cukrowej. Polozenie maksimum amplitudy pofaldowania pierscienia
rybozy, przypada na zakres ¢=26-30° (28,1%), natomiast zakres amplitudy pofatdowania ()
obejmujacy niemal potowe populacji konformerow (55,3%) wynosi 24° do 34°.

Obecnos¢ grupy metylotiolowej w 2-MeSVacs nie zmienia obserwowanej tendencji w
omawianych pochodnych Vacs w roztworze CDCls do ksztaltowania si¢ pofatdowania reszty
cukrowej wzdhuz wigzania C3’-C4’. Preferowanym konformerem jest C3’-endo-C4’-egzo
(20,4%, P=27-45°). Nieco mniejszy udzial majg konformery C4’-egzo (12,6%, P=45-63°) i
C3’-endo-C2’-egzo (7,0%, P=351-9°, Wykres 24). Sumaryczny udzial konformeréw typu
C4’-egzo wynosi 33% 1 jest najwigkszy z posrod wszytkich pozostatych typoéw pofatdowan.
W regionie South najwickszy udziatl procentowy wynoszacy 18,5% przypada na pofatdowanie
z atomem C1’ w pozycji egzo (C1’-egzo i C2-endo- C1°-egzo, P=117-153°) i nieco mniej na
Wykres 24. Statystyka struktur konformacyjnych (P) i stopnia pofatdowania (¢) rybozy dla 2-MeSVacs
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C2’-endo-C3’-egzo (8,2%, P=171-189°). Rozktad amplitudy pofaldowania jest nieznacznie
przesunigty w strone wyzszych wartosci, maksimum przypada na ¢=28-34° (32,8%),
natomiast zakres amplitudy, w ktorej udziat jest powyzej 50,9% miesci si¢ w 26-36°.
Podobnie jak w wyzej przedstawionych pochodnych Vacs w roztworze bardziej polarnego
rozpuszczalnika (DMSO-de) pofatdowanie czeSci cukrowej ksztaltuje si¢ wzdluz wigzan
C4’-04’ 1 04’-C1’. Dominujagcym konformerem w DMSO-ds jest O4’-endo-C4’-egzo (P=63-
81°, 29,0%), drugim konformerem wykazujagcym wyrazny udzial jest O4’-endo-C1’-egzo
(18,7%). Warto zwroci¢ uwage z jednej strony, na znaczacy spadek konformeru C4’-egzo
(9,7%) w porownaniu z omawianymi pochodnymi Vacs, a z drugiej na zblizong z 2-BnOVacs
wielko$¢ udziatu O4’-endo-C1°-egzo. Rozktad amplitudy pofaldowania charakteryzuje sig¢
brakiem wyraznego maksimum przypadajacym na 26-30° (17,1%). W zakresie wartoSci
¢=16-36° miesci si¢ 71,7% populacji catkowite;.

Preferowanym konformerem czgséci cukrowej 2-MeVacs w CDCls jest C3’-endo-C4’-
egzo (P=27-45°, 22,1%). Nieco mniejszy udziat przypada na konformery C4-egzo (P=45-63°,
10,8%) 1 C3’-endo-C2’-egzo (P=351-9°, 7,7%). Podobnie jak w wyzej omoéwionych
zwigzkach udzial konformeréw w ktorych atom C4’ zajmuje pozycje egzo (P=27-63°) jest
najwigkszy sposrod wszytkich pozostatych typow pofatdowan (32,9%, Wykres 25). W
regionie South najwigkszy udzial procentowy wynoszacy 16,9% przypada na pofatldowanie z
atomem C1’ w pozycji egzo (P=117-153°; C1’-egzo, C1’-egz0-C2-endo). Rozktad amplitudy
Wykres 25 Statystyka struktur konformacyjnych (P) i stopnia pofatdowania (¢) rybozy dla 2-MeVacs
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pofaldowania jest nieznacznie przesunigty w stron¢ wyzszych warto§ci w porOwnaniu z
DMSO-de, maksimum przypada na wartos¢ ¢=30-34° (22,8%). Ponad potowa populacji
(51,5%) przyjmuje amplitude w zakresie ¢=26-36°. Zmiana charakteru rozpuszczalnika na
bardziej polarny (DMSO-de) znaczgco zmienia rozklad pofaldowania cze¢sci cukrowej 2-
MeVacs. Dominujgcymi konformerami czgsci cukrowej sg O4’-endo-C4’-egzo (23,2%, P=63-
81°) 1 C4’-egzo (21,6%, P=45-63°). Znacznie mniejsze udzialy wykazujg pofatdowania O4’-
endo (7,9%, P=81-99°) i O4’-endo-Cl1’-egzo (11,5%, P=99-117°). Sumaryczny udziat
konformerow przyjmujacych warto$ci P w zakresie od 63° do 117° (umownie region East)
wynosi 41,0% (Wykres 25). Maksimum amplitudy pofaldowania przypada na zakres ¢=26-
30° (19,4%). Ponad potowa populacji (53,1%) przyjmuje amplitude w zakresie ¢=22-34°.

Podsumowujac stwierdzam, ze czgsto$¢ pojawiania si¢ poszczegolnych konformerow
czesci cukrowej w Vacs 1 jej pochodnych wyraznie zalezy od rodzaju rozpuszczalnika. W
roztworze CDClI3z preferowane sa konformery w ktorych atomy C3° i C2’ zajmuja pozycje
endo. Natomiast w obecnos$ci bardziej polarnego rozpuszczalnika (DMSO-ds) preferencje
pofatdowania przesuwaja si¢ w stron¢ konformerow w ktérych atomy C4’ i C1’° zajmuja
pozycje egzo. Wptyw podstawnika C2 na konformacje czgéci cukrowej okazuje si¢ byé
bardziej istotny w roztworze DMSO-ds anizeli CDClz. Obecnos¢ grup acetylowych znaczaco
zmienia rozktad preferencji pofaldowania w pordéwnaniu z nieblokowanymi pochodnymi

N4-dezmetylowyozyny.
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3.2.4. Orientacja wokoét wigzania C4’-C5° w C2 podstawionych tricyklicznych
pochodnych guanozyny

Rozktad populacji rotamerow wokot wigzania C4’-C5’ omawianych zwigzkow w
roztworze DMSO-ds i CDCl3 wyznaczylem na podstawie szeroko stosowanej metody
wykorzystujacej zalezno$¢ wartoSci pomiedzy statymi sprze¢zenia Jusas/Juas» a katem
torsyjnym y. Inne metody wykorzystuja state sprzezenia Jcs/4/5°Hs/s» lub odleglo$ci pomiedzy
H4°/3> a H5°/5”.481 Rejestracje widm oraz symulacje stalych sprzezen przeprowadzitem w
temperaturze 298K, jednak nie we wszystkich przypadkach udato mi si¢ uzyskac
akceptowalng zbiezno$¢ widma obliczonego z ekpserymentalnym w zakresie wystepowania
sygnatow H5’/H5”. Procentowe udziaty poszczegdlnych rotameréw uzyskatem na podstawie
nastepujacych réwnan:

fgg= 13.3-(Clas+3dss) 481
9.7

lub
gg+gt+tg=1
2.49g + 2.60t + 10.6tg= Jo's
1.3gg + 10.5gt + 3.8tg= J4-s-» 497

Wartosci statych sprzezen Jos: 1 Jas» oraz obliczone procentowe udziaty wszystkich
rotamerow wokot wigzania C4’-C5’ przedstawitem w Tabeli 22. Przewazajacym rotamerem
w wyozynie (W) jest gauche-gauche (70%). Udziat ten jest jest nieco wigkszy od uzyskanego
w pracy 39, ktory wynosit 55%. Wprowadzenie podstawnika w C2 powoduje wyrazny spadek
udziatu rotameru gauche-gauche (gg) 0 22.8-36.5% na rzecz pozostatych dwodch rotamerow
(trans-gauche i gauche- trans). Najwickszy spadek wzgledem W stwierdzitem w 2-MeOW
(36.5%), 2-BnOW i 2-MeSW (ok. 35%), nieco mniejszy w 2-OW i N1-Me-2-OW (ok. 23%).
Wyjatek stanowi 2-MeW gdzie réznica wynosi 12.8%. Wytlumaczeniem zaobserwowanego
zmniejszenia procentowego udziatu gg moze by¢ tendencja do zmniejszenia oddziatywania
sterycznego migdzy grupa 5’OH i podstawnikiem C2. W przypadku 4,5’-cyklowyozyny (cW)
udziat gauche-gauche jest najwigkszy (88.6%) co mozna wythumaczy¢ zahamowaniem
swobody rotacji wokot wigzania C4’-C5’. Ten ostatni wynik jest zgodny z uzyskanym dla
ciala statego.#24

Bardzo zblizong tendencj¢ spadkowa do wyzej przedstawionej zaobserwowatem dla
pochodnych uktadu N4-dezmetylowyozyny (V). Spadek procentowego udzialu gg wzgledem
V wynosi 30-33% w 2-MeQV, 2-BnOV, 2-MeSV i 16% w 2-MeV. Zaobserwowany efekt
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spadkowy nalezy raczej przypisa¢ bliskiemu sgsiedztwem zasady i przewadze orientacji syn

anizeli rodzajowi podstawnika.

Tabela 22. Wicynalne state sprzezenia *Juans , *Juans | populacje poszezegdlnych rotamerow

Zwigzek Jos [Hz]  Jas- [Hz] F gg gg%(sc)  gt%(ap)  tg%(-sc)
W (DMSO-de) 3.20 3.40 69.1 70.4 20.3 9.3
2-OW (DMSO-dg) 4.20 4.70 30.9 47.6 31.2 21.2
N1-Me-2-OW (DMSO-ds) 4.40 4.60 44.3 46.9 29.4 23.7
2-MeOW (DMSO-ds) 4.90 5.40 30.9 33.9 36.5 29.6
2-BnOW (DMSO-ds) 4.70 5.40 33.0 35.7 37.2 27.1
2-MeSW (DMSO-ds) 5.10 5.10 32.0 35.3 32.6 32.1
2-MeW (DMSO-ds) 3.20 4.60 56.7 57.6 33.4 8.9
cW (DMSO-ds) 2.60 2.20 87.6 88.6 9.2 2.2
Wacs (DMSO-ds) 3.07 5.15 52.4 52.9 39.9 7.2
Wacs (CDCls) 2.85 2.87 78.1 79.2 15.7 51
2-OWacs (DMSO-ds) 3.15 4.50 58.2 59.1 32.5 8.4
2-OWacs (CDCls) 2.74 5.30 54.2 54.3 42.6 3.1
N1-Me-2-OWacs (DMSO-ds) 3.15 4.48 58.5 59.3 32.3 8.4
N1-Me-2-OWac; (CDCls) 2.80 5.56 50.9 50.9 45.3 3.8
2-MeOWacs (DMSO-ds) 2.90 5.40 51.5 51.8 43.2 5.0
2-MeOWacs (CDCls) 3.30 4.00 61.9 63.1 26.5 10.3
2-BnOWac3z (DMSO-ds) 3.15 4.48 58.5 59.3 32.3 8.4
2-BnOWacs (CDCls) 3.45 5.73 42.5 43.3 45.0 11.7
2-MeSWacz (DMSO-ds) 6.00 2.4 50.5 56.1 0.0 43.9
2-MeSWacs (CDCls) 5.65 3.25 45.4 50.1 10.5 39.4
2-MeWac; (DMSO-ds) ---2 ---2 ---2 ---2 ---2 ---2
2-MeWacs (CDCls) 3.00 3.30 72.2 73.3 19.9 6.8
V (DMSO-ds) 3.5 3.5 64.9 66.7 204 12.9
2-MeOV (DMSO-dg) 4.8 55 30.9 33.7 38.0 28.3
2-BnOV (DMSO-ds) 4.7 55 32.0 34.6 38.3 27.1
2-MeSV (DMSO-ds) 4.9 51 34.0 37.1 33.2 29.7
2-MeV (DMSO-ds) 4.2 4.4 48.5 50.8 27.9 21.3
Vacs (DMSO-ds) 3.45 4.95 50.5 51.6 36.4 11.9
Vacs (CDCls) 4.40 3.30 57.7 60.8 15.2 24.0
2-MeOVacs (DMSO-de) 3.7 5.45 42.8 44.1 41.1 14.9
2-MeOVac; (CDCls) ---2 ---2 ---2 ---2 ---2 ---2
2-BnOVacs (DMSO-ds) 3.60 5.10 47.4 48.7 37.6 13.7
2-BnOVacs; (CDCly) 4.15 3.60 57.2 59,8 19,3 20,9
2-MeSVacs (DMSO-ds) 3.70 5.65 40.7 41.9 43.3 14.8
2-MeSVacs; (CDClg) 3.90 5.90 36.1 375 45.3 17.2
2-MeVacs (DMSO-dg) 3.00 5.65 47.9 48.2 45.6 6.2
2-MeVacs (CDCla) 4.30 5.90 32.0 33.9 44.0 22.1

@ brak mozliwosci ustalenia statych sprzgzenia ze wzgledu na naktadanie si¢ sygnatow H4’ 1 H5’/HS5”’
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3.3. Badanie trwalosci wigzania glikozydowego C2 podstawionych

pochodnych wyozyny
Otrzymanie C2 podstawionych pochodnych wyozyny pozwolito przeprowadzi¢ badania
wplywu podstawnika C2 na sktonno$¢ wigzania glikozydowego do hydrolizy kwasowej oraz
podjecie proby oceny udziatu czynnikow decydujacych o jego trwatosci.
Dane literaturowe wykazuja wysoka labilno$¢ wigzania glikozydowego wyozyny (5)
oraz jej purynowego analogu, 3-metyloguanozyny (39) w srodowisku kwasnym. Stwierdzono

10° krotny wzrost szybkosci rozpadu wigzania w poréwnaniu z guanozyna (Tabela 23).458/498

Tabela 23. Czas potowiczny (tos) reakcji hydrolizy wigzania glikozydowego guanozyny i niektorych
jej pochodnych

tue

Zwiazek
0.1N HCI, 85°C 0.1IN HCI, 25°C
Guanozyna (1) 41 min48 2026 h*58
N4-dezmetylowyozyna (2) 157 min*°8 25666 h*98
3-metyloguanozyna(39) e 42 s48
Wyozyna(5) e 95 5498
, 110 min*°8
4,5’-cyklowyozyna (40) A6min?® T

2,5’-cyklo-2-0kso-2’,3°-O-isopropylidenowyozyna (41) 30 min w 50°C**°  b. wolny rozpad*®®

0 i /} 0 0
N —M
oy L ey 1)
7 ‘ ‘ < N (o) 4 \ M / ‘ \ M
HO O<Nf:)\NH2 N ON (:<N | N)*}_ ) HO—~ o N N)\\}_ °
Xk Y 2 Xk
HO  OH Ho  on o o HO

39 40 41 42
Obnizenie trwatosci wigzania glikozydowego probowano w dwojaki sposdb wyjasni¢ w
oparciu 0 wplyw odmiennych czynnikow: przestrzennego i elektronowego. W pierwszym
przypadku, efekt ma by¢ spowodowany zattoczeniem przestrzennym wywotanym bliskim
sgsiedztwem rybozy w N-9 (N-3) i grupy metylowej w potozeniu N-3 (N-4) w
3-metyloguanozynie i wyozynie.#?84%2 Poparcie dla tego przypuszczenia moga stanowié
zsyntetyzowane modele cyklicznych analogow wyozyny: 4,5’-cyklowyozyna (40) oraz 2,5’-
cyklo-2-okso-2’,3’-O-isopropylidenowyozyna (41) cechujace si¢ zwigkszong trwatoscig

wigzania glikozydowego (Tabela 23).

179



3. Badania wiasne

W obu przypadkach, uwaza si¢, ze wzrost trwalosci wynika z obecno$ci usztywnionej
struktury, zmniejszajacej oddziatywanie pomiedzy grupa N4-metylowa a reszta cukrowa,
jakkolwiek w przypadku 41 autorzy pracy zaznaczyli iz nie mozna zaniedba¢ efektu
wywolanego obecnoscia mostka tlenowego.°° Natomiast wyniki badan Pracowni Chemii
Nukleozydow IChB PAN sugerowaty zasadniczy wptyw czynnikow elektronowych na
stopien trwato$ci wigzania glikozydowego w zwiagzkach typu 3-metyloguanozyny i wyozyny.
Odnotowano 595 krotny lub 750 krotny (w pH odpowiednio 4.6 i 5.5) spadek trwatosci
wigzania glikozydowego w 2’-deoksywyozynie w poréwnaniu z wyozyna.?%® Tak znaczaca
roéznice mozna wyjasni¢ w oparciu o stabilizujacy wptyw obecnos$ci grupy 2°-OH na fragment
04’-C1’-C2’ czg¢sci cukrowej. Z kolei zastgpienie rybozy tancuchem (2-hydroksyetoksy)-
metylowym w N3 wyozyny lub N9 3-metyloguanozyny powoduje odpowiednio 29 i 19
krotny wzrost trwatoéci.”?! Zwiekszenie trwatoéci wigzania glikozydowego obserwowano
takze po zablokowaniu grup OH czesci cukrowej grupami acetylowymi (w przypadku Wacs
80 krotny wzrost trwalosci wigzania glikozydowego w stosunku do W).°%2 Natomiast w
przypadku 4,5’-cyklowyozyny, inni autorzy réwniez uwazaja efekt elektronowy za czynnik
dominujacy.?8

Interesujacy przyklad moze stanowi¢ 2’-deoksy-1-deazawyozyna (42) dla Ktorej
stwierdzono wzrost trwato$ci wigzania glikozydowego w porOwnaniu z Wwyozyna.
Modyfikacja czg$ci zasadowej przez zastgpienie atomu N1 atomem C najwyrazniej wymusita
takie zmiany w rozkladzie elektrondw prowadzace do wzrostu trwatosci, a zarazem
udowodnita role atomu N1 jako akceptora protonu podczas hydrolizy kwasowej.>%3 W
powyzsze] pracy pojawila si¢ sugestia, iz szybka hydroliza wyozyny w pordéwnaniu z
guanozyng, spowodowana jest wystepowaniem tej pierwszej w konformacji anti. Wedlug
autorow, nukleozyd w konformacji anti jest bardziej podatny na hydratacje, co ma znaczenie
dla stabilizacji obdarzonego tadunkiem produktu przejsciowego.

Wplyw wprowadzonych przeze mnie podstawnikow w potozeniu C2 wyozyny na
hydrolityczng wrazliwo$¢ wigzania glikozydowego w Srodowisku kwasowym okazat sie
intersujaco roznorodny.

Oceng trwalo$ci wigzania glikozydowego przeprowadzitem wg metody Vierordta. Istota
tej metody polega na pomiarze absorpcji UV w dwoch dhugosciach fal, charakterystycznych
dla substratu i produktu jego hydrolizy w okreslonych odstgpach czasowych. Wyznaczone
wartos$ci absorpcji wstawialem do ponizszego wzoru Vierordta, otrzymujac procent molowy

substratu (X) w danym czasie pomiaru:
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ABM XAmLZ _ ABLZXAmkl

ABMXAAXZ _ ABXZXAAM

Gdzie Aa*, Aa*? — absorpcja substratu przy pierwszej i drugiej dlugosci fali
AsM, Ag"® — absorpcja produktu przy pierwszej i drugiej dtugosci fali

Am*', Am™? — absorpcja mieszaniny przy pierwszej i drugiej dtugosci fali

Metoda ta bardzo dobrze nadaje si¢ do badania trwato$ci analogdéw wyozyny, ze wzgledu

na znaczgco odmienne widmo UV produktu hydrolitycznego rozpadu.

Wyzej wymienione zwigzki. poddawatem reakcji hydrolizy w trzech réznych stezeniach
HCI (0.1IN, 0.0IN, 0.00IN) w temperaturze 37°C i wyznaczalem czas potowiczny (to,s)
reakcji hydrolizy wigzania glikozydowego. Stezenie HCI dla ktorego wyznaczytem to5 reakcji
hydrolizy wszystkich omawianych zwiazkéw to 0.01N. Dla tego stezenia przeprowadze
dyskusje wartosci tos.

Najwyzszg warto$¢ to5=600min wykazywat zwigzek 2-OW, nieco mniejsza tos=480min
wyznaczytem dla jego N1 metylo analogu. (Tabela 24) Trwalo$¢ wigzania glikozydowego
analogéw tlenowych pozostaje w wyraznym kontrascie z trwato$cig wyznaczong dla W, gdzie
tos wynosi zaledwie 6-6,5 min. Tak drastyczny wzrost tos przypuszczalnie spowodowany
moze by¢ zmianami rozktadu gestosci elektronowej w obrebie uktadu imidazolowego zasady
(N1-C2-N3-C3a-C9a), czego dowodem s3 obserwowane zmiany przesunie¢ chemicznych *C
i 1N tego fragmentu (omowione wezesniej str. 138, Tabele 15 i 16). Natomiast 2-MeOW i 2-
BnOW charakteryzuja si¢ okoto 2 krotnie wyzszym ale poroéwnywalnym tos W wynoszacym
odpowiednio 14 i 12 min. Wzmocnienie trwatoéci wigzania glikozydowego w pochodnych 2-
okso nalezy przypisa¢ zmniejszeniu aromatycznego charakteru lewego pierScienia
imidazolowego zasady. W odniesieniu do 2-MeOW i 2-BnOW nieznaczny wzrost trwatosci
réwniez nalezy przypisa¢ indukcyjnemu oddziatywaniu atou tlenu na pier$cien imidazolowy
jednak wptyw tego czynnika nie jest az tak znaczacy jak w przypadku pochodnych 2-okso.
Zdecydowanie nizszy czas tos wykazywaty pochodne 2-MeSW i 2-MeW — odpowiednio 85-
90 s i 25-30 s. W tym przypadku, znaczny spadek trwatosci wigzania prawdopodobnie mozna
przypisaé przyjetej przez pierScien B-rybozy konformacji z regionu East. Wydaje sig, ze dla
2-MeSW i 2-MeW wplyw czynnikow elektronowych na trwalo$¢ wigzania glikozydowego
jest znacznie stabszy od czynnikow sterycznych spowodowanych oddziatywaniem grupy C2-
cze$¢ cukrowa. Dodatkowym potwierdzeniem powyzszej hipotezy moga by¢ niemal
identyczne widma 3C w czesci zasadowej obu zwiazkow i niewielkie réznice w

przesuni¢ciach chemicznych w poréwnaniu z wyozyna.
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Tabela 24. Czas potowiczny (tos) reakcji hydrolizy wigzania glikozydowego wyozyny i jej C2
podstawionych w srodowisku HCI (t=37°C) wyznaczony metoda Vierordta

tos tos tos

A1 (nm) Az (nm) 0.1N 0.01N 0.001N

W 270 290 32s 6 min 70 min
300 310 35s 6.5 min 75 min

2-MeOW 245 290 — 14 min 135 min
2-BnOW 245 275 — 12 min 115 min
N1-Me-2-OW 246 292 45 min 480 min —
2-O0W 245 297 55 min 600 min = ———
239 260 85s 13,5 min

2-MeSW 270 290 90's 13.5 min
230 245 25s 4,5 min

2-MeW 290 320 30s 5.5 min
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