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Poliaminy, putrescyna (Put), spermidyna (Spd) i spermina (Spm), to naturalnie
wystepujgca grupa zwigzkdéw wywierajgca znaczacy wptyw na wiele procesow biologicznych.
Gtéwng role odgrywajg przede wszystkim w procesie wzrostu, namnazania i roznicowania sie
komorek. Biorg udziat w regulacji transkrypcji i translaciji, stabilizujg membrany. Mogq dziata¢ jak
wewnatrzkomérkowe czasteczki informacyjne, czy grupy reporterowe. Stanowig wazne narzedzie
w diagnostyce i monitoringu przebiegu choréb nowotworowych.

W zwigzku z tym, ze w komoérkach poliaminy wystepujg w postaci catkowicie
sprotonowanej, wykazujg wysokie powinowactwo do ujemnie natadowanych czgsteczek
znajdujacych sie w komoérkach, zwtaszcza w stosunku do DNA i RNA. Wystepowanie
obdarzonych dodatnim tadunkiem grup aminowych oraz mobilnos¢ konformacyjna fancucha
poliaminy pozwala na elektrostatyczne oddziatywania ze szkieletem fosforanocukrowym kwasow
nukleinowych. Szczegdlnie silnie wigze sie do DNA spermina, powodujgc tym samym jego
stabilizacje. Poliaminy wptywajg rowniez na zmiany konformacyjne w kwasach nukleinowych oraz
petnig wzgledem nich role ochronng. Dzieki tak szerokiemu wachlarzowi funkcji sg ciekawym
substratem do tworzenia kowalencyjnych potgczen z kwasami nukleinowymi. Modyfikowane
oligomery wykorzystywane sg w wielu metodach wptywajacych na funkcje komérki, takich jak
antysensowa, antygenowa, wykorzystujgca aptamery, rybozymy czy siRNA.

Mimo ze, funkcje biologiczne poliamin sg od wielu lat przedmiotem badan, doktadny
mechanizm ich dziatania w komoérce nadal nie zostat w petni poznany. Analogi kwasow
nukleinowych zawierajgce kowalencyjnie zwigzane reszty poliamin wydajg sie by¢ interesujgcymi
modelami, ktére mogg przyblizy¢ nas do zrozumienia natury oddziatywan poliamina — kwas
nukleinowy.

W ciggu ostatnich lat wiele uwagi poswiecono poznaniu wilasciwosci
poliaminooligonukleotydéw, powstatych w wyniku wprowadzenia tahcucha aminoalkilowego.
Modyfikacje dotyczyty czesci zasadowej, czesci cukrowej (pozycje 1’, 4 oraz grupy 2’ i &
hydroksylowe) oraz wigzania internukleotydowego. W wielu przypadkach zostat potwierdzony
efekt stabilizacyjny dwu- i tréjniciowych struktur kwaséw nukleinowych powstajgcych z udziatem
poliaminooligonukleotydéw.

Badania struktury komplekséw poliamin z DNA i RNA prowadzono z wykorzystaniem
technik krystalograficznych i spektroskopowych (np. NMR). Szczegélnie duzo uwagi po$wiecono

kompleksom z udziatem sperminy majgc nadzieje na znalezienie ewentualnych specyficznych
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oddziatywan elektrostatycznych czy wigzan wodorowych, Badania pokazaly, ze ze wzgledu na

wysokag mobilnos¢ konformacyjng i réznorodnosé miejsc oddziatywania trudne jest precyzyjne

umiejscowienie poliamin w strukturze krystalograficznej. Réwniez na podstawie eksperymentow

NMR nie udato sie doktadnie scharakteryzowa¢ oddziatywan sperminy z zadng z form DNA.

Koniugaty poliamin i oligonukleotydéw, czyli poliaminooligonukleotydy byty badane w

jeszcze mniejszym zakresie. W Pracowni Chemii Biokoniugatow IChB PAN od szeregu lat

prowadzone sg badania poliaminooligonukleotyddw.

Moje badania zmierzaty do poznania struktury przestrzennej poliaminooligonukleotyddw,

oraz blizszego opisu natury oddziatywan poliamina-kwas nukleinowy poprzez synteze analogéw

poliaminooligonukleotydéw pozbawionych reszty cukrowej i zasady heterocyklicznej.

Realizowatam nastepujgce cele:

Analiza wlasciwosci  fizykochemicznych poliaminooligonukleotydow w  celu
usystematyzowania wiedzy na temat zaleznosci efektu stabilizacyjnego od miejsca
wprowadzenia jednostek poliaminowych, ich liczby oraz oddziatywan pomiedzy
wigczonymi resztami aminoalkilowymi.

Analiza strukturalna z wykorzystaniem metody spektroskopii magnetycznego
rezonansu jgdrowego (NMR). W badaniach tych podjetam prébe uzyskania
odpowiedzi na pytanie o nature i specyficznos¢ oddziatywan kowalencyjnie
zwigzanej sperminy z jednostkg nukleotydowg wchodzgcg w skfad dupleksu DNA.
OkreSlenie  czynnikbw  odpowiedzialnych za  podwyzszenie  trwatosci
termodynamicznej  dupleksow  zawierajgcych reszty  2’-deoksycytydyny
modyfikowanej resztg sperminy (dCS?).

Zaprojektowanie i otrzymanie nowej klasy zwigzkéw, nienukleozydowych analogéw
poliaminonukleotydéw pozbawionych reszty cukrowej i zasady nukleinowej.
Poliaminowe pseudonukleotydy, wykazujgce czesciowe strukturalne podobienstwo
do naturalnie wystepujgcych komponentdw, nie powinny w sposéb istotny zaktdcac

oddziatywan wodorowych i warstwowych w komplementarnych dupleksach DNA.

Moja praca doktorska miata na celu przyblizenie oraz prébe zrozumienia specyficznej

natury oddziatywan: poliamina — kwas nukleinowy.
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21. Poliaminy

Poliaminy (PA) nalezg do szerokiej grupy biologicznie aktywnych amin i wraz
z biogennymi monoaminami (serotoning, histaming i tryptoaming) petnig istotne funkcje
biologiczne'.

Badania nad PA datuje sie na kilka wiekow wstecz. W 1678 r. odkryto fosforan sperminy
w formie krystalicznej?. Pod koniec wieku XIX zidentyfikowano putrescyne®*, a na poczatku XX
spermidyne®. Putrescyna (Put), spermidyna (Spd) i spermina (Spm) sg prostymi alifatycznymi
poliaminami o niskiej masie czgsteczkowej wchodzacymi w skifad wszystkich komérek
zwierzecych (rys. 1). Wszystkie komérki prokariotyczne i eukariotyczne syntezujg putrescyne

i spermidyne. Spermina jest syntezowana gtéwnie w komérkach eukariotycznych.

T €20

putrescyna spermidyna

1,4-diaminobutan N-(3-aminopropylo)-1,4-diaminobutan

spermina

N, N-bis(3-aminopropylo-)-1,4-diamionobutan

Rys.1. Struktura podstawowych poliamin biogennych.

Biosynteza poliamin zalezy od aktywnosci dekarboksylazy ornitynowej (ODC), ktéra
katalizuje pierwszy, limitujgcy szybkosc¢, etap reakcji syntezy. ODC dekarboksyluje ornityne do
putrescyny, a nastepnie w wyniku przeniesienia i przytgczenia fancucha aminopropylowego do

jednej lub obu grup aminowych putrescyny powstajg spermidyna lub spermina. Poziom poliamin
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regulowany jest za pomocg oksydazy diaminowej lub spermidyno/spermino-N-acetylotransferazy,

ktore powodujg ich degradacje’.

Funkcja biologiczna amin biogennych

W ciggu ostatnich trzech dekad prowadzono intensywne badania, ktdére dowiodly
niezbednosci PA w cyklu komérkowym jak i ich roli w namnazaniu sie komérek nowotworowych.
PA oraz enzymy biorgce udziat w ich biosyntezie majg wptyw na procesy komorkowe,
rozpoczynajgc od stymulacji replikacji, poprzez wptyw na czynniki transkrypcyjne i konczac na
syntezie biatek. ODC i kilka innych poliaminowych metabolitéw biatkowych jest niezbednych do
prawidtowego funkcjonowania tkanek i komorek (wzrost, rozwéj, naprawa)."**®

Biorgc pod uwage fakt, ze PA w komorce sg obdarzone tadunkiem dodatnim, uczestniczg
w elektrostatycznych oddziatywaniach z wieloma makroczgsteczkami, miedzy innymi z kwasami
nukleinowymi i biatkami. Oddziatujagc z kwasami nukleinowymi mogg neutralizowa¢ ujemnie
natadowane grupy fosforanowe w wyniku tworzenia wigzan typu jon-jon przez co redukujg sity
odpychajgce miedzy nimi.

PA wptywajg na strukture przestrzenng kwasow nukleinowych, utatwiajac przeksztatcenia
konformacyjne formy B w forme A, czy w lewoskretng Z.° Spermina i spermidyna moga
indukowac przejscie krotkich odcinkéw (dG-dC), bedgcych czescig B-DNA w forme Z-DNA.
W zwigzku z tym, ze te sekwencje wystepujg w wielu organizmach, mogtyby pemi¢ znaczacg role
w okreslaniu warunkow regulacji aktywnosci genéw.'® Ponadto PA dla naprzemiennych sekwencji
pirymidynowo-purynowych stabilizujg powstatg lewoskretng forme Z-DNA."" Okazato sie, ze PA
nie tylko wymuszajg forme A helisy DNA, ale wykazujg do niej wieksze powinowactwo niz
w stosunku do formy B. Zwtaszcza duza bruzda A-DNA stanowi dogodne miejsce wigzania sie
wszystkich poliamin. Moze by¢ to zwigzane z optymalizacjg oddziatywan elektrostatycznych
pomiedzy czasteczkami. W przypadku B-DNA, putrescyna jako miejsce wigzania preferuje
szkielet fosforanowo-cukrowy za$ spermina i spermidyna wigzg sie wzdtuz rdzenia lub do duzej
lub matej bruzdy."

Dodatkowg korzyscig wynikajgcg z interakcji pomiedzy PA i DNA jest zabezpieczenie
genomowego DNA przed szkodliwym dziataniem wolnych rodnikbw oraz promieniowania
jonizujgcego’™, a co za tym idzie przed mutacjami i innymi transformacjami. W roztworze z
polinukleotydami PA hamujg aktywnosci endonukleaz (réwniez DNazy 1).""® Jezeli DNA
wystepuje w formie nieuporzadkowanej aktywnos$¢ endonukleaz powoduje przeciecie wigzan
fosfodiestrowych, natomiast dla formy skondensowanej trawienie restrykcyjne zostaje
zahamowane. Zmiana aktywnosci endonukleazy moze byC zwigzana z kondensacjag DNA w
wyniku zablokowania ponad 90% ujemnych tadunkéw DNA przez PA."'®% Badajac
niekowalencyjne oddziatywania poliamin z kwasami nukleinowymi wykazano ich role w stabilizacji
struktur dwu- i tréjniciowych. PA zwiekszajg rowniez trwatos¢ syntetycznych DNA o anomalnych
sekwencjac:h99 czy z niesparowaniami. Podnoszg temperature topnienia (Tm) duplekséw z

wybrzuszeniami czy struktur typu szpilki do wiosdéw. Ta réznorodnos¢ funkcji w interakcjach z

4
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DNA moze byc¢ istotna w procesach formowania nukleosomow'®, zmiany stopnia upakowania
chromatyny i specyficznej regulacji ekspresji genow.?

Ostatnio wykazano, ze naturalne poliaminy oddziatujgc w jgdrze komoérkowym z grupami
fosforanowymi DNA tworzg agregaty (NAPs; ang. nuclear agregate of polyamines). Dotychczas
zidentyfikowano trzy NAPs o masie 1000, 4800 i 8000 D. Te bogate w dodatnie tadunki struktury
mogg uczestniczy¢ w indukowaniu zmian konformacyjnych, stabilizowaniu réznych struktur DNA i
RNA i petni¢ role ochronng np. genomowego DNA '

Wiadomo, ze poliaminy wigzq sie z fosfolipidami, zwiekszajgc tym samym trwatos¢ bton
biologicznych. Efektywno$é oddziatywan z membranami ro$nie w szeregu Put®* < Spd** < Spm**,
czyli wraz ze wzrostem diugosci i wielko$ci tadunku sprotonowanej formy aminy.*

Od niedawna postuluje sie rowniez ich aktywnos$¢ jako czynnikéw antyglikacyjnych,” gdyz
ze wzgledu na obecnos¢ grup aminowych mogtyby petni¢ role ,buforéw” chronigcych komorki
przed reakcjami z grupami karbonylowymi cukréw.

Istotnos¢ poliamin w funkcjonowaniu komérki odzwierciedla Scista regulacja kontroli ich
poziomu wewnagtrzkomérkowego. Stezenie poliamin w komoérce jest restrykcyjnie kontrolowane i
regulowane przez ich biosynteze, degradacje i transport. Zaktocenie tej rbwnowagi moze sie
skonczy¢ $miercig komorki.”

Od dawna znany jest fakt, ze w komorkach nowotworowych nastepuje dramatyczny
wzrost stezenia PA.*** Stwierdzono réwniez, ze ich stezenie zmienia sie w czasie chemioterapii.
PA moga by¢ wykorzystywane jako markery do okreslania stopnia zaawansowania choroby,
monitorowania skuteczno$ci terapii czy wczesnego wykrywania przerzutéw. Niestety ze wzgledu
na swoj charakter, role stabilizacyjng i ochronng DNA wspomagajg réwniez proces angiogenezy.
Ta dwoisto$¢ funkgiji fizjologicznej oraz ztozono$¢ szlaku metabolicznego poliamin powoduje, ze
nie udato sie do tej pory efektywnie wykorzystaé PA w terapii antynowotworowej.?®

Paradoksalnie, chociaz mineto ponad 300 lat odkad po raz pierwszy udokumentowano
istnienie poliamin i mimo wieloletnich intensywnych badan potwierdzajgcych szeroki wachlarz

zastosowan, nadal brak szczeg6towego zrozumienia funkcji PA i mechanizmu ich dziatania.

Budowa poliamin

Kluczem do zrozumienia réznorodnych funkcji biologicznych poliamin moze by¢ ich
budowa oraz efektywnos¢ oddziatywan z makroczgsteczkami w komorce.

Mimo nieskomplikowanej budowy czgsteczki poliamin niosg unikalne cechy strukturalne
zwigzane z regularnym rozmieszczeniem dodatnich fadunkoéw poprzedzielanych hydrofobowymi
mostkami metylenowymi. Silny zasadowy charakter atoméw azotu wystepujgcych w czagsteczce
decyduje o stopniu sprotonowania i wydajnosci tworzenia komplekséw molekularnych.

Wysokie state protonowania powodujg, ze PA majg charakter polikationowy, nawet w

Srodowisku stabo zasadowym (tabela 1).
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Tabela 1. State protonowania amin biogennych (oznaczone metodg potencjometryczng).

PA Wzér aminy logKi logK, logK; logKs T[°C] u[mol/dm’] literatura
Put NH(CH.)4NH, 10,67 9,49 25 0,1 NaCl 27
Spd NH2(CH2)sNH(CH,)4 10,83 9,83 8,35 25 0,1 NaCl 28
Spm | NH(CH;)sNH(CH)4sNH(CH,)sNH, | 10,86 | 10,05 8,82 7,95 25 0,1 NaCl 28

Reakcje protonowania grup pierwszorzedowych w PA dajg wyzszy efekt egzotermiczny
niz drugorzedowych.”® Réznice w wartosciach AH kolejnych etapéw protonowania poliamin
NH>(CH,),NH, malejg wraz ze wzrostem dtugosci tancucha metylenowego. Grupy aminowe
oddzielone diugim tancuchem (n>4) zachowujg sie jak dwa niezalezne ugrupowania donorowe.
Jezeli tancuch zawiera mniej niz 3 atomy wegla pomiedzy grupami aminowymi, wartos¢ pKa
jednej statej protonowania tych amin jest mniejsza niz 7. W komoérce taka amina nie jest
obdarzona tadunkiem dodatnim, nie ma, wiec mozliwosci oddziatywan z makroczgsteczkami w
przeciwienstwie do amin biogennych.®*® Badania eksperymentalne wykazaly roznice w
mechanizmie protonowania amin symetrycznych i niesymetrycznych. W przypadku amin
symetrycznych w wyniku pierwszego etapu protonowania postuluje sie utworzenie réwnowagi
tautomerycznej. tadunek dodatni umieszczony jest na terminalnym atomie azotu lub na

drugorzedowej grupie aminowe;.
NH3(CH2),NH(CH2);NH, === NH,(CH,),NH3(CH_,),NH,

W kolejnym etapie kation wodorowy zostaje przeniesiony z aminowej grupy drugorzedowej na
pierwszorzedowg. Dla amin niesymetrycznych protonowanie zachodzi rownoczes$nie na obu
atomach azotu lub protonowanie azotu drugorzedowego nastepuje po catkowitym sprotonowaniu
grup pierwszorzedowych.® PA sg catkowicie sprotonowane w roztworze o fizjologicznym pH, a
tym samym wykazujg wysokie powinowactwo do polianionowych kwasdéw nukleinowych,
enzymow oraz majg utatwiong dyfuzje przez btony komorkowe.

Tworzenie komplekséw molekularnych oraz skutecznos$é¢ ich wzajemnego dopasowania
zalezy od wielu czynnikbw. Po pierwsze od zasadowosci poliaminy, po drugie od liczby i
charakteru centrow oddziatywan, ale takze od catkowitego tadunku niesionego przez PA, ktory
nie moze by¢ rozpatrywany jako tadunek punktowy jak w przypadku jonow metali. Usytuowanie
tadunku wzdtuz catego ruchliwego fancucha metylenowego, umozliwia PA jedyny w swoim
rodzaju sposéb interakcji. Ta unikalna topografia czasteczki pozwala dziata¢ np. sperminie, ktora
moze taczy¢ duzy i maty rowek helisy, trzymac razem jak klamra dwie rézne nici lub dwie odlegte
czesci tej samej nici DNA. Dtugos¢ tahcucha aminoalkilowego i potozenie grup aminowych sg
réwniez istotnymi czynnikami, ktére majg wptyw np. na wzrost trwato$ci termodynamiczne;j
kompleksow PA z dupleksami i trypleksami kwasoéw nukleinowych. W zwigzku z tym przez lata

badano wiele modyfikowanych PA powstatych w wyniku zmiany ilosci tadunkéw,® réznych
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dtugosci i liczby tancuchéw weglowych pomiedzy azotami®® lub dodania tancucha do jednej lub
obu terminalnych grup aminowych.****

Proponowane modele oddziatywan PA/DNA zaktadajg, ze kompleksy te sg stabilizowane
w wyniku oddziatywan pomiedzy donorowymi protonami PA (Spm™) i akceptorowymi grupami
czgsteczki DNA, a w konsekwencji do ulokowania sie PA w gtebokim i reaktywnym duzym rowku.
Terminalna grupa aminowa moze oddziatywaé z ujemnie natadowanymi grupami fosforanowymi,
natomiast wewnatrzczasteczkowe atomy azotu moga by¢ zaangazowane w specyficzne wigzania
wodorowe z parami zasad heterocyklicznych w szczegolnosci z GC w duzej bruzdzie i AT w
matej.”® Mimo tego ze, strukturalnie, poliaminy sg prostymi ligandami to ich oddziatywania z
kwasami nukleinowymi odbywajg sie prawdopodobnie na wielu poziomach (co zostanie

szczegbtowo omodwione w rozdziale 3 pracy).

2.2. Modyfikacje chemiczne DNA za pomoca poliamin

Poliaminy wykazujg wysokie powinowactwo do ujemnie natadowanych kwasoéw
nukleinowych. Obdarzone dodatnim fadunkiem czgsteczki wzmacniajg trwatos¢ kwasow
nukleinowych przeciwko chemicznej jak i enzymatycznej degradaciji, utatwiajgc formowanie
drugo- i trzeciorzedowych struktur oraz ich dyfuzje przez btony komérkowe. PA sg wiec idealnymi
substratami do tworzenia kowalencyjnych potaczenn z kwasami nukleinowymi. Powstate

modyfikowane oligomery mozna wykorzystaC jako czasteczki transportujgce, ze wzgledu na

42,4963 40-
’ s h

tatwos¢ ich przenikania przez btony komorkowe
43,45,51 43,63

, stabilizacje struktur dwu- i trojniciowyc
, indukcje aktywnosci rybonukleaz™ ", a takze jako tgczniki umozliwiajgce wprowadzenie
grup reporterowych.®%°®

Syntetyczne oligonukleotydy s wykorzystywane w wielu dziedzinach nauki
(biotechnologia, biologia molekularna) i medycyny (diagnostyka, terapia). Spektrum zastosowan
oligonukleotydéw wzrasta w wyniku chemicznej modyfikacji ich struktury. Modyfikowane DNA
wykorzystuje sie miedzy innymi jako efektywne czynniki modulujgce funkcje komoérki, hamujace
ekspresje genéw na poziomie transkrypcyjnym (terapia antygenowa) i translacyjnym (terapia

antysensowa)***? A4

czy w metodach wykorzystujgcych aptamery, rybozymy czy siRN

Jak wspomniatam wczes$niej, mimo ze funkcje biologiczne poliamin i ich biokoniugatéw sg
przedmiotem intensywnych badan, to doktadny mechanizm dziatania PA w komérce nadal nie
zostat w petni poznany. Analogi kwasdéw nukleinowych zawierajgce kowalencyjnie zwigzane
reszty poliamin wydajg sie by¢ interesujacymi modelami mogacymi przyblizy¢ nas do zrozumienia
natury oddziatywan poliamina — kwas nukleinowy.

W ciggu ostatnich lat przeprowadzono wiele badan w celu poznania witasciwosci
poliaminooligonukleotydéw, powstatych w wyniku wprowadzenia tancucha aminoalkilowego w
rézne czesci nukleotydu. Modyfikacje dotyczyly cze$ci zasadowej, cukrowej (pozycje 1, 4’ oraz

grupy 2’ i 5’ hydroksylowe) oraz wigzania internukleotydowego (rys. 2).
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Rys. 2. Miejsca modyfikaciji oligonukleotydu poliaming.

Reszty poliaminowe mozna wprowadza¢ do kwasow nukleinowych na dwa sposoby.
Jedng z nich jest metoda bezposrednia, wykorzystujgca modyfikowane nukleozydy, ktére po
wczesniejszej fosfitylacji wprowadza sie w na drodze automatycznej syntezy w okreslone miejsce

w tahcuchu DNA (rys. 3).

3'-Amidofosforyny

N

fdABz dCcBz dG®Y T dU Poliaminonukleozydy \

Synteza DNA

[ Poliaminooligonuklotyd]m

Rys. 3. Metoda bezposrednia syntezy poliaminooligonukleotydow.

Drugg drogg jest metoda postsyntetyczna — oparta jest na reakcji poliaminy z odpowiednim
nukleotydem w DNA, ktéry posiada dobrg grupe opuszczajagcg w warunkach substytuciji

nukleofilowej (rys. 4).

z z ZPA Z PA
Poliamina
—o HPL KPR KR (s PA—OOH
PA

PS = podloze stale

PA = reszta poliaminy

Rys. 4. Metoda postsyntetyczna syntezy poliaminooligonukleotydéw.
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2.2.1. Modyfikacje w czesci zasadowej nukleozydu

Modyfikacje poliaminowe dotyczyly zaréwno zasad purynowych jak i pirymidynowych.
Jednostki aminoakilowe byty wprowadzane w pozycje egzoaminowe jak i w obrebie pierscienia.
W naszym laboratorium przez wiele lat prowadzono badania nad opracowaniem efektywnej
syntezy wprowadzania symetrycznych poliamin (np. sperminy) w cze$¢ zasadowg wszystkich
klasycznych nukleotydéw wystepujacych w DNA**' (schemat 1). Otrzymane modyfikowane
poliaminonukleotydy postuzyty do przeprowadzenia badan nad trwatosciag powstatych

poliaminooligonukleotydéw z komplementarnymi nicmi DNA.

o (0] NHR, NHR;

Nﬁ N S f)
w k_% w k_%

R1 = (CH2)sNH(CH2)sNH(CH3)3
R, = H lub OMe

Schemat 1. Modyfikacje czgsci zasadowej nukleozydow.

Dodatnie tadunki protonowanej reszty sperminy powodujg w wiekszosci przypadkéw
wzrost temperatury topnienia struktur dwu- i trojniciowych. Efekt ten jest zalezny od liczby oraz
miejsca modyfikacji. Wykazano tez nieco zwiekszong odporno$¢ tak modyfikowanych

oligonukleotydéw na dziatanie enzymoéw nukleolitycznych np.: fosfodiesterazy z jadu weza.43

o o} o

o}
(NfLNH &HN%NH R5%NH
N N/)\NHR3 N/&o NAO
HO— o O o HOT o
OH OH

OH
5Rj3 = (CH)N[(CH2)nNH,], n=2 7 Ry = (CHy)NH, 10 Rs = (CH,)4N[(CH,);NH
6 Ry = (CH2)N[(CHz)iNHzl, n=3 8 Ry = (CH2)2N[(CH),NH,l, 5= (CH2NICHaINHA,
9 Ry = (CHy3oN[(CH2)sNH],

Schemat 2. Struktury modyfikowanych nukleozydow z faricuchem amino alkilowym.

W dalszych badaniach wykorzystano oligonukleotydy niosgce tancuchy aminoalkilowe w pozyciji
5 deoksyurydyn (7-10).*> Dupleksy 17-meréw z trzema jednostkami poliaminonuklezydowymi
wykazywaty zwigkszong trwatoS¢ termodynamiczng. Najwiekszy efekt uzyskano dla
oligonukleotydu modyfikowanego zwigzkiem 7 (+2,6 do + 6,0 °C; 0,01 M NaCl; pH 7) w dupleksie
z DNA i zwigzkiem 8 (-1,2 do +3,1 °C; 0,01 M NaCl; pH 7) w dupleksie z RNA. Dalsze
eksperymenty wykazaty, ze jezeli pomiar temperatury topnienia byt prowadzony w buforze o

wyzszym stezeniu soli (do 1 M NaCl) lub zablokowano terminalne grupy aminowe grupg
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acetylowg to obserwowano nizszg trwato$¢ analizowanych duplekséw. Moze to prowadzi¢ do
wniosku, ze terminalny atom azotu jest czynnikiem stabilizacyjnym, redukujac ilo§¢ ujemnych
tadunkéw szkieletu fosforanowego. Podobne wiasciwosci wykazata 2’-deoksyurydyna
zmodyfikowana w pozycji 5 za pomocg syn-norspermidyny (10) oraz 2-[N-[3-[N,N-bis(2-
aminoetylo)amino]etylo]-2’-deoksyinozyna (5) i 2-[N-[3-[N,N-bis(3-aminoetylo)amino]etylo]-2’-
deoksyinozyna (6).** Ponadto stwierdzono, ze oligonukleotydy zawierajgce modyfikowane
zwigzki 5 i 6 na koncu 5’-oligomeru charakteryzujg sie wiekszg odpornoscig na dziatanie nukleaz.
-~ Tricykliczny analog cytozyny (11) z grupg 2-aminoetoksylowg w pozycji

@[NH 9-fenoksazyny (,G-clamp”) znacznie podwyzsza trwatos¢

° | \)l termodynamiczng komplekséw z DNA i RNA. Temperatura topnienia
N dupleksu w stosunku do niemodyfikowanego byta wyzsza o +18,0 °C.

HO
KOJ Wzrost ten autorzy tlumaczg nalozeniem sie dwoch efektow:

o efektywniejszymi oddziatywaniami warstwowymi zasad i tworzeniem

dodatkowych specyficznych wigzan wodorowych.**

1"

2.2.2. Modyfikacja w czesci cukrowej nukleozydu

Modyfikacje w pozycji 5’ i 2’ pierscienia cukrowego

Chattopadhyaya i wspotpracownicy zsyntezowali oraz przylaczyli do ara-urydyny
C-rozgateziong pochodng sperminy*®. Zmodyfikowano pozycje 5 (13) oraz 2’ (16) deoksyrybozy,
a nastepnie przebadano wptyw tych czgsteczek na trwatos¢ struktur trypleksowych DNA. Autorzy
wykazali duzg zdolnos¢ tego typu struktur do stabilizowania tryplekséw ze wzgledu na
wzmocnienie stopnia wigzania sie z trzecig nicig modyfikowanego oligomeru. Zwigzki te
efektywnie dziatajg w do$¢ szerokim zakresie pH (5,5 — 7,6), a ponadto umozliwiajg przestrzenng
orientacje w kierunku matej lub duzej bruzdy i utatwiajg umieszczenie ich w sgsiedztwie rdzenia

fosforanowego.

o 0o

L Tr

(@) N ¢}

R ; & £
RHN{HZC}NHTO NH, (r o= i ) 0 HN{CHZ)G—ofiTo o
o

\
H
o~b-o-frr]
o

B=AC, TlubG
R = biotyna
12 13 14R=H
15 R = NHCH,CH,N(H,CHoNH,),

Schemat 3. Modyfikacje pozycji 5’-rybozy.

Zwigzek (12), modyfikowany w potozeniu 5 diaming niosacq biotyne, zostat wykorzystany do

oszacowania ilosci przetransportowanego do wnetrz komoérki neoglikoproteinowego (M6P-BSA)

10
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koniugatu z DNA i wykrycia miejsca jego Iokalizacji.46 Odnotowane temperatury topnienia
dupleksow DNA zawierajagcych w jednej nici modyfikowang koniugatem poliamino-
antrachinonowym w pozycji 5 reszte tymidyny (14) i (15) wskazuja, ze na wzrost temperatury
topnienia formy dwuniciowej majg wptyw nie tylko wiasciwosci interkalacyjne czagsteczki, ale i

tancuch poliaminowy.*’

(0]
(X
H
N- 0 N NH, i
%0 :0\9‘ Ho7 o

B Q N/\/\NH2
o I
3 o

OH O\JNHR

16 17R=H,B=A U, G,C,5-MeC, T
18 R = (Boc)skarboksyspermina,
B = difluorobenzoimidazol

Schemat 4. Modyfikacje pozycji 2’-rybozy.

Oligonukleotyd zawierajacy modyfikacje (17) poddano hybrydyzacji z komplementarnym
fragmentem RNA. Uzyskane wyniki nie dajg jednoznacznej odpowiedzi na pytanie o wptyw
modyfikacji na trwato$¢ dupleksu. W zaleznosci od sekwencji, dtugosci i liczby wprowadzonych
modyfikacji obserwowano wzrost lub obnizenie trwatosci badanych struktur.*?

W innym doniesieniu*® przedstawiono synteze 12-meru RNA bogatego w reszty
adenozyny z wbudowang w Srodek sekwencji nukleotydowg pochodng sperminy (18). Mimo
niskiej wydajnosci syntezy otrzymane oligomery mogg by¢ wykorzystane w terapii RNAi. Mogg
utatwia¢ przenikanie siRNA przez btony komoérkowe oraz podwyzszac¢ ich odpornos¢ na enzymy

hydrolityczne.

Modyfikacje w pozycji 1’, 4’, i 6’ pierscienia cukrowego

Zwiazki 23, 19-22 oraz 24-26 wykorzystano w syntezie oligonukleotydow.***° W dalszych
badaniach stwierdzono miedzy innymi iz wszystkie modyfikowane oligomery wykazujg
podwyzszong odporno$¢ na trawienie endo- i egzonukleazami, zwlaszcza z nukleotydami

modyfikowanymi w pozycji 4’ rybozy 20-22.*°

NH, 9
B K RS
NH
HoN n / NH
N/&O N ol

NH

| \

N*\o JA\O o A

: )
HO o HO— o HO o HO— — /
R
OH OH o
o)
23 }/\H

OH
HoN
19 20 R = (CHy),NH,

24 n
21 R =(CHy)3NH, g \/\NH 2
22 R =(CH;),ONH, 2 2

Schemat 5. Struktury modyfikowanych nukleozydow.

11
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Odpornos¢ nukleolityczna wzrosta 90-krotnie w przypadku zwigzku 20. Zsyntezowano
rébwniez oligomer zdolny do utworzenia struktury trypleksowej z dwuniciowym DNA o
odpowiedniej sekwencji. Oligonukleotyd posiadat modyfikowang reszte 19, ktéra miata wptyw na
podwyzszenie termicznej stabilnosci otrzymanego trypleksu. Pochodna metylodeoksycytydyny
wigczona do jednej nici zwiekszata odpornos¢ 3’-egzonukleazowg struktury trypleksowej.
Stwarza to potencjalng mozliwosc¢ wykorzystania tego typu zwigzkow
w terapii np. antygenowej. W dalszej kolejnosci mierzac temperature topnienia form
dupleksowych oligonukleotydéw zawierajgcych w jednej z nici reszty 24, 25 i 26 wykazano ich
destabilizujgcy wptyw na trwatos¢ kompleksow z DNA i RNA. Jedynie zwigzek 24 powodowat

wzrost trwatosci duplekséw z DNA.

2.2.3. Modyfikacje wigzania fosfodiestrowego

Aminoalkilowe modyfikacje wigzania internukleotydowego znaczaco wptywajg na
wiasciwosci hybrydyzacyjne oligonukleotydéw. Oligomery o charakterze jonu obojnaczego (niem.
zwitterion) wykazujg zwigkszone powinowactwo do hybrydyzacji z komplementarnymi niémi w

roztworach o niskich stezeniach soli.*’

% 5 ) 4 %
R P DA I G I ¥
O:T*N\/\/NHL O:T/\/ 3 O:T*N\/\O/ O:ﬁ,iu/\/'\‘w o:rr—u/\/ ~
(@)
O‘%. Ovqu T O""z,‘ O"‘««
27 28 29 30 31

Schemat 6. Modyfikacje wigzania internukleotydowego.

Dowiedziono, iz obecno$¢ modyfikacji aminowych 27 i 28 w oligonukleotydzie wptywa na trwatosc
struktur dupleksowych z DNA i RNA i jest to zjawisko niezalezne od stezenia soli w roztworze.
Daje to mozliwosci wykorzystania, modyfikowanych poliaminami oligomeréw, jako sond

molekularnych.”' Zwigzek 27 wykorzystano, jako modyfikacie w syntezie

% a-nukleotyddéw, ktére zostaly wigczone do nici polinukleotydowej. W
OiO@\B dalszych badaniach stwierdzono miedzy innymi, iz modyfikowany
/h‘lH*/VHN”\ P\; oligonukleotyd (a-ON) wykazywat zwiekszone powinowactwo do
3 pojedynczych nici DNA i RNA. Dupleksy zawierajgce tancuchy

Modyfikowany a-nukleotyd  gminoalkilowe wykazywaty podwyzszong trwato$¢ termiczng. Dupleks
a-ON/RNA nie byt substratem dla RNazyH.*?

W warunkach fizjologicznych jony potasowe utrudniajg tworzenie sie form trypleksowych

DNA z uzyciem niemodyfikowanych bogatych w puryny oligonukleotydéw. Zmiana ujemnie

natadowanych wigzan fosfodiestrowych na wigzania neutralne pozwala na tworzenie TFO (ang.

triple-helix-forming oligonucleotide). Wprowadzenie do nici obdarzonych dodatnim tadunkiem

12
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reszt 29 i 30 w znacznym stopniu zmienia powinowactwo oligonukleotydéw do tworzenia TFO
oraz obniza zalezno$é od jonow Mg®* i K*.%

Oligomery zawierajace w czesSci wigzania fosfodiestrowoamidowe 31 wykorzystano
w  badaniach trwatosci struktur  trypleksowych.>®  Wprowadzenie kilku grup
N,N-dimetyloaminoetylowych wptyneto na zwiekszenie odpornosci nukleazowej, jednak nie
przyczynito sie do utatwienia tworzenia trypleksow. Autorzy sugerujg, ze petna uzytecznosc

badanych struktur ujawni sie w roztworach o wyzszym pH.

2.3. Nienukleozydowe analogi kwasow nukleinowych

Oligonukleotydy, stosowane jako terapeutyki muszg spetnia¢ kilka warunkéw. Sg to:
efektywne wigzanie sie z komérkowym RNA, odporno$¢ na dziatanie enzymow hydrolitycznych
oraz zdolnos¢ efektywnego przenikania przez btony komoérkowe. Wigczenie jednej i kilku
czgsteczek np. aminy czy interkalatora do oligomeru nadaje mu szczeg6lnych wiasciwosci. Tak
modyfikowane oligonukleotydy wykazujg okreslonego rodzaju wiasciwosci, pozwalajgce na
reakcje z innymi kwasami nukleinowymi czy biatkami, mogg réwniez by¢ wykorzystywane jako
nieradioaktywne sondy lub w procesie zautomatyzowanego sekwencjonowania. Wsrod wielu
funkcji  biokoniugatdw mozna  wyr6zni¢, miedzy innymi, mozliwo$¢ specyficznych
wewnagtrzczgsteczkowych oddziatywan takich jak interkalowanie, wzrost dyfuzji przez btony
komoérkowe czy specyficzne wigzanie sie z docelowg makroczgsteczka. Istotnym i pozgdanym
skutkiem wprowadzanych zmian moze by¢ np. wzrost trwatoSci oligomeru w ptynach

komoérkowych, zwtaszcza odpornosci na dziatanie nukleaz.

2.3.1. Wiasciwosci interkalacyjne analogow

Acykliczne analogi nukleotydéw posiadajgce wiasciwosci fluorescencyjne odgrywajg
wazng role w rozwoju nowych metod rozpoznawania i wykrywania specyficznych sekwenc;ji
kwasoéw nukleinowych.

Pedersen i wspotpracownicy®® zaproponowali synteze amidofosforynu (S)-1-O-(4,4'-
dimetoksytrytylofenylometylo)-3-O-(1-pyrenylometylo)glicerolu  (32) (IPN, ang. intercalating
pseudo-nucleotide) (schemat 7), ktory wigczyli do oligonukleotydu otrzymujac interkalujgcy kwas
nukleinowy (INA).

NC(CH,),O(NPr,i)PO NC(CH,),0(NPri)PQ

0 aakese
DMTrO O DMTrO O

Amidofosforyn (S)-1-O-(4,4'-dimetoksytrifenylometylo) Amidofosforyn (R)-1-O-(4,4'dimetoksytrifenylometylo)
-3-O-(1-pyrenylometylo)glicerolu -3-0O-(1-pyrenylometylo)glicerolu
32 33

Schemat 7. Struktura amidofosforynéw IPN.
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Modyfikowany w ten sposéb oligonukleotyd wykazywat wieksze powinowactwo do
komplementarnej nici DNA (ssDNA) niz w stosunku do pojedynczej nici RNA (ssRNA).
Temperatura topnienia (Tm) otrzymanego dupleksu DNA/INA jest o 12,6 °C wyzsza niz
odpowiedniego RNA/INA (tabela 1, wers 3). Autorzy podkre$laja, ze skuteczno$¢ rozrézniania
docelowej ssDNA od ssRNA zalezy od ilosci wprowadzonych modyfikacji, ich miejsca w tancuchu
polinukleotydowym oraz sasiadujacych par zasad. Wigczenie do oligomeru dwéch czgsteczek
IPN rozdzielonych czterema parami zasad (tabela 1, wers 4) powoduje wzrost trwatosci struktury
dwuniciowej z DNA o 13,4 °C w stosunku do trwatosci dupleksu niemodyfikowanego, a r6znica w

trwatosci pomiedzy zhybrydyzowanymi DNA/INA a RNA/INA wzrasta do 25,8 °C.

Tabela 2. Temperatury topnienia duplekséw zawierajgcych INA jako wybrzuszenie.

L Ollaonukieotvd Komplementarny DNA = Komplementarny RNA Rozréznianie
p- g Y 5’-AGCTTGCTTGAG-3’ | 5'-AGCUUGCUUGAG-3' Tm(DNA)-Tm(RNA)
Tm[C] ATm[)C] Tm[’C] ATm[C] ATm [°C]
1. 3-TCGAACGAACTC-5' 474 _ 422 - 5,2
2. | ITCGAAC GAACTC:S | 44 12,8 37,8 -4,4 -3,2
. 3._TCGAAQXGAACTC- 5 504 3,0 37.8 -4.4 12,6
4. | 3TCGA ACGA ACTC-5 60,8 13,4 35,0 7,2 258

Analiza danych termodynamicznych pozwala wysnu¢ wniosek, Ze reszty pyrenu nie interkalujg>*
w dupleksach RNA/INA oraz, ze tak modyfikowane oligonukleotydy moga sta¢ sie uzytecznym
narzedziem dla rozr6zniania pojedynczych nici DNA i RNA z identycznymi sekwencjami zasad.

W kolejnym kroku autorzy postanowili sprawdzi¢ czy na wtasciwo$ci interkalujgce analogu
ma wptyw zmiana stereochemii tgcznika. W zwigzku z tym zsyntezowali stereoizomer (R)-1-O-
(pyren-1-ylometylo)glicerolu (33) i poddali hybrydyzacji z komplementarnymi ssDNA i ssRNA.
Réznice w trwatosci modyfikowanych duplekséw DNA obejmujg zakres od 3 °C w przypadku
wiaczenia jednej reszty pyrenu (tabela 2, wers 3) do 3,5 °C dla dupleksu z dwiema modyfikacjami
rozdzielonymi czterema parami zasad (tabela 2, wers 4). Uzyskane rezultaty prowadzg réwniez
do wniosku, ze zwigzek 32 charakteryzuje sie nizszg sktonnoscig do hybrydyzacji z pojedynczg
nicig DNA, niz zwigzek 33.
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Tabela 3. Temperatury topnienia INA dupleksow z DNA i RNA.

Rozréznianie

. Komplementarny DNA Komplementarny RNA
Lp Oligonukleotyd 5-AGCTTGCTTGAG-3’ 5-AGCUUGCUUGAG-3’ Tm(DNA)-
Tm(RNA)

1. 3-TCGAACGAACTC-5' 48,0 40,5 7,5

2. X = 32 33 32 33 32 33
Tm ATm Tm ATm Tm ATm Tm ATm ATm ATm
[°C] [°C] [°C] [°C] [°C] [°C] [°C] [°C] [°C] [°C]

3. FTCOAAGBAACTC-S' | 515 35 480 05 380 25 37 | 35 135 115

4. FTCCADCGANACTC-S' 610 | 130 575 95 348 57 365 -40 | 262 210

Nizszg zdolno$¢ do tworzenia duplekséw przez oligonukleotydy zawierajgce analog 33
autorzy ttumacza mniejszg gietkoscig facznika, ktéra uniemozliwia efektywne interkalowanie
reszty pyrenu w dupleksie. Z przeprowadzonych badan, zdaniem autoréw, wynika, ze istotnym

rodzaj linkera za pomoca, ktérego witgczano interkalator do
55-57

elementem jest dtugo$¢ i

oligonukleotydu. Wykorzystujgc dotychczasowe wyzej przedstawione wyniki autorzy

postanowili znalez¢ heteroaromatyczny interkalator, ktory charakteryzowatby sie wysokim

powinowactwem w stosunku do RNA. Otrzymali kilka pochodnych 6H-indolo-[2,3-b]chinoksaliny
(schemat 8), a nastepnie przeanalizowali zaleznos¢ dtugosci tagcznika od trwatosci dupleksow
DNA/DNA, DNA/RNA i DNA/LNA.

X N
N
o _ X N~ N
DMTrO™ "> N\ d)
OP(NiPr2)O(CH,),CN

DMTIG  OP(NiPrp)O(CH,),CN

34 35
36
37
38

333 3
Imnomn nn
LN~
X X X X
|1 O T [}
ITIOT

Schemat 8. Struktura pochodnych 6H-indolo-[2,3-b]chinoksaliny.

Umieszczone w Tabeli 3. dane termodynamiczne wskazuja, ze analogi (35-37) posiadajace jeden
lub dwa atomy wegla w tancuchu alkilowym tacznika obnizajg trwatos¢ duplekséw DNA.
Stabilizacja struktur dwuniciowych zachodzi, jezeli tancuch alkilowy fgcznika zawiera wiecej niz
dwa atomy wegla (zwigzki 38 i 34). Ponadto autorzy zaobserwowali zwiekszong trwatos¢
zhybrydyzowanych DNA/DNA, jezeli interkalatory 35-37 wigczono pomiedzy reszty guaninowe

oligomeru, nie za$ cytozynowe. Efekt ten ttumaczg wzrostem sity oddziatywan warstwowych.

Tabela 4. Temperatura topnienia duplekséw DNA/DNA z modyfikacja wtgczong jako wybrzuszenie.

X 35 36 37 38 34
Sekwencja Tm[C] ATm[*C] ATm[*C] ATm[°C] ATm[°C] ATm [°C]
ODN1 | 5-AGCTTG — GTTGAG-3'
ODN2 3 TCGAACXCAACTC-5 = 498 -9.0 83 -1.0 1.7 *4.5
ODN3 5-AGCTTGXGTTGAG-3
ODN4 3 TCGAAC —-CAACTC-5 | 496 -6,0 5,7 -1.9 +4,3 0.9
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W kolejnych eksperymentach przebadano trwatos¢ duplekséw hybrydowych DNA/RNA oraz
DNA/LNA z analogami 34-38 wtaczonymi na koncu 5’ jednej nici oraz tworzgcymi wybrzuszenie.
Stabilizacja powstatych struktur, tak jak w przypadku duplekséw z DNA, byta obserwowana dla
analogéw 34 i 38. Podsumowujac, autorzy pracy stwierdzaja, ze dtugos¢ tacznika jest istotna ze
wzgledu na odpowiednig orientacje przestrzenng pierscieni interkalatora. Interkalacja zachodzi
tylko wtedy, kiedy wprowadzenie czasteczki interkalatora powoduje optymalizacje oddziatywan
warstwowych z zasadami dupleksu.

NDI (ang. naphthalene diimide; naftalenodiimid), efektywnie stabilizuje zarbwno dupleksy
jak i dwie zhybrydyzowane sekwencije DNA. Grupa McLaughlina® postanowita zbadaé
wiasciwosci asymetrycznej pochodnej NDI oraz zdolno$¢ modyfikowanego oligomeru do
tworzenia struktur trypleksowych (schemat 9).

Otrzymane wyniki wskazujg, ze NDI jest bardzo efektywnym ligandem, przyczyniajgcym
sie do wzrostu zdolnosci trzeciej nici do wigzania sie z docelowym dupleksem DNA. Obecno$é
pojedynczej reszty NDI w modyfikowanym oligonukleotydzie, niezaleznie, ktory z koncéw nici jest
modyfikowany, powoduje zmiane wiasciwosci termodynamicznych trypleksu. Temperatura
dysocjacji trzeciej nici wzrasta o 17 °C, natomiast dla dysocjacji dupleksu zanotowano wzrost
temperatury o 26 °C. Ponadto, wprowadzenie NDI na obu koncach pojedynczej nici

spowodowato wzrost trwatosci trypleksu o 41 °C.

Schemat 9. Struktura 3',5'-NDI bis-koniugatu z NDI jako interkalatorem na koncach oligonukleotydu.

2.3.2 Sztucznarybonukleaza

Modyfikowane antysensowe oligonukleotydy umozliwiajg kontrole ekspresji genéw przez
wigzanie sie do mRNA. Do zwiekszenia efektywnosci terapii antysensowej moze przyczynic sie
odkrycie metody sekwencyjnie-specyficznej hydrolizy RNA. Jednym z takich podej$¢ jest
projektowanie sztucznej rybonukleazy. W tym celu zostaty wykorzystane nienukleozydowe
analogi akrydyny, ktérych witgczenie do oligonukleotydu pozwolito na aktywowanie docelowego

wigzania fosfodiestrowego w RNA (rys. 5).5%°
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Rys 5. Schematyczne przedstawienie dziatania sztucznej rybonukleazy.

Czasteczka akrydyny ,wypycha” niesparowang zasade na zewnatrz nici, powodujac
zmiane konformaciji pierscienia cukrowego w nukleotydzie. Atom 2’-O rybozy zostaje przesuniety
w poblize atomu fosforu rozszczepianego wigzania fosfodiestrowego, inicjujac
wewnatrzczgsteczkowy atak nukleofilowy. Przeniesienie protonu z aromatycznego atomu azotu
akrydyny utatwia rozerwanie wigzania w pozycji 5 z pieciokoordynowanego zwigzku
posredniego.® Selektywna i wydajna hydroliza zachodzi pod wptywem takich katalizatorow jak
kompleksy La(lll) oraz sole Zn(ll) i Mn(ll). Zaletq metody jest fakt, ze pozostate wigzania w
substratowym RNA pozostajg nienaruszone. Istotnym elementem wptywajacym na efektywnosc
hydrolizy okazato si¢ pKa pochodnej akrydyny oraz dtugosc¢ i struktura przestrzenna tacznika, do
ktérego przytgczona jest reszta akrydyny.

Sposrod  kilku przebadanych koniugatéw (schemat 10) najwiekszg skutecznoscig
wyrézniajg sie pochodne 9-amino-2-metoksy-6-nitroakrydyny (39, 41, 43) o pKa 7,3,%° ktore
przyspieszajg protonowanie wigzania fosfodiestrowego sgsiadujgcego z niesparowanym

nukleotydem.

o-n;—o R o=r;’—o R
39 R=NO, 41 R=NO,
40 R=Cl 42 R=Cl
H;CO cho

Schemat 10. Monomery pochodnych akrydyny.

Na wykresie 1 przedstawiono wyniki aktywnoéci przebadanych koniugatéw DNA-akrydyna.
Najbardziej efektywnym tgcznikiem okazata sie pochodna L-treoninolowa 39 oraz zwigzek 43,
ktorego tacznik posiada rowniez tetrametylenowy tancuch alkilowy, jednak ze wzgledu na brak
ugrupowania amidowego, charakteryzuje sie wiekszg ruchliwoscig konformacyjng. Ponadto

zebrane wyniki wskazujg, ze najnizszg aktywno$¢ wykazuje pochodna D-treoninolowa akrydyny
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42 oraz analog 45, ktérego facznik cechuje sie wigkszg sztywnos$cig strukturalng weglowego
tacznika. Usztywnienie to moze utrudniaé odpowiednie umieszczenie pierscieni aromatycznych

~f'ybonukleazy” pomiedzy parami zasad docelowego RNA.

12

KapsX 102 (1)
(-]
I

TR e -

37 38 39 40 41 42 43

Wykres 1. Zaleznos¢ aktywacji RNA od aktywnosci koniugatu DNA-akrydyna ze wzgledu na strukture tacznika.

Na podstawie dotychczasowych badan nie udato sie jednoznacznie ustali¢, czy efektywnosé
ciecia jest zalezna od sekwencji zasad wchodzgcych w skiad substratowego RNA.

Autorzy postulujg uzytecznos¢ pochodnych akrydyny w biologii molekularnej i nowych
podejsciach terapeutycznych: precyzyjne sekwencjonowanie genéw, regulacja specyficznej
ekspresji genéw, manipulowanie RNA.>®

2.3.3. Fotoprzetaczniki

Swiattoczute czgsteczki sg stosowane do regulacji tworzenia i dysocjacji dupleksow
i tryplekséw. Najpopularniejszym zwigzkiem jest czgsteczka azobenzenu, zwlaszcza pochodne
zawierajgce podstawniki w pozycji para pierscienia (np. -NH,, -COOH czy -OH).5"%2 Jednak ze
wzgledu na szybka, zalezng od temperatury izomeryzacje form cis-trans tych pochodnych
umieszczono podstawniki w pozycji meta pierscienia. Dzieki temu, jak wykazano, otrzymano
bardziej odporng na temperature forme cis-azobenzenu. Umozliwia to kontrolowanie

powstawania i dysocjacji struktur dwu- i tréjniciowych.

N=N N=N
0} fo) (0]
DMTrO DMTrO DMTrO
})\NH })\NH NH—©—N=N
o o

o
| ]
O=R—0H 0=P—OH 0=P-0OH
o ! o
$ 46 «© 47 $ 48

Schemat 11. Struktura pochodnych azobenzenu witgczanych do oligonukleotydu.

Tworzenie trypleksbw moze by¢ fotoregulowane w wyniku izomeryzacji cis-trans
pochodnej azobenzenu wigczonej do trzeciej nici. Pfaski pierscien trans-azobenzenu (48)
wprowadzony do trzeciej nici stabilizuje forme trypleksowg przez oddziatywania warstwowe. Inny
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wynik otrzymuje sie w przypadku wprowadzenia formy cis, ktéra wptywa na trypleks
destabilizujgco, tworzac zawade steryczng. Prowadzi to do zmniejszenia prawdopodobienstwa
hybrydyzacji z docelowym dupleksem (tabela 4).

Tabela 5. Warto§¢ Tm utworzonych trypleksow.

" o

m?;g:‘tﬁ‘gsg’)é Forma-trTar:s[ (I:=]orma-cis ATmral
46-Tq3 45,5 5,0 40,5
47-Tq; 29,5 13,5 16,0
48-Tq; 30,2 10,7 19,5

Okazato sie, ze wprowadzenie do oligomeru czgsteczki wielopierscieniowej podwyzsza
efektywnos¢ fotoregulacji. Szczegdlnym przypadkiem jest fenyloazonaftalen (46), ktdrego

wprowadzenie w formie frans zwieksza trwatos¢ trypleksu o 40 °C (tabela 4).

2.3.4. Nienukleozydowe analogi jako sondy i nosniki grup funkcyjnych

Syntetyczne, nieizotopowo znaczone oligonukleotydy znajdujg szerokie zastosowanie
w sekwencjonowaniu, diagnostyce medycznej oraz jako sondy w biologii molekularnej.
Strukturalne modyfikacje nukleotydow utatwiajg dostarczanie fragmentéw kwasow nukleinowych
do wnetrza komoérki lub zwiekszajg ich odpornos¢ na dziatanie enzymow hydrolitycznych.®

W jednej z prac64 zaprezentowano synteze i badania spektroskopowe duplekséw DNA,
w ktorych kazdg z nici modyfikowano podobnymi strukturalnie, ale réznymi elektronowo

czgsteczkami pyrenu i fenantrenu (rys. 6)

A

-0 S= o—+

KﬂHN o NHK\\
o p= o+

Rys. 6. Struktury poliaromatycznych interkalatorbw. Prawdopodobny model oddziatywan pomiedzy
komplementarnymi ni¢mi modyfikowanymi parami fenantrenu (P) i pyrenu (S).64

W efekcie umieszczenia w kazdej z nici pojedynczych czagsteczek pyrenu i fenantrenu
obserwowane sg réznice we wtasciwosciach spektroskopowych obu hybrydowych dupleksow.

Jedynie w modelu zaktadajgcym oddziatywania pomiedzy resztami pyrenu nastepuje
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wzmocnienie pasma absorpcji (lub emisji) w wyniku utworzenia ekscymeru. Ponadto
zaobserwowano, ze oddziatywania warstwowe pomiedzy poliaromatycznymi zwigzkami
odznaczajq sie rowniez wysokim stopniem selektywnosci i zachodzg w przypadku oddziatywanh
pomiedzy dwiema czgsteczkami pyrenu, ale nie fenantrenu. Pozwala to kontrolowa¢ wiasciwosci
spektroskopowe tworzacych sie hybryd DNA przez dobér miejsca wprowadzenia reszt
poliaromatycznych. Tak modyfikowane oligonukleotydy mogg znalez¢ zastosowanie w tworzeniu
fluorescencyjnych nanomateriatéw lub jako sondy wykorzystywane w celach diagnostycznych.

Te same wiasciwosci czgsteczek pyrenu wykorzystano do zaprojektowania sond monitorujgcych
miejsca hybrydyzacji pomiedzy fragmentami kwasoéw nukleinowych.®®> Przebadano wiasciwosci
spektroskopowe modyfikowanych oligonukleotydéw i ich zdolnoS¢ do hybrydyzacji z

komplementarnym DNA lub komplementarnym DNA z wigczonymi jednostkami pyrenu (rys. 7).

O
09 o N7°
||||| ‘ ||||® —OQ “
LA eO'I%’=O OO
(0]

Hybrydyzacja z
7/\‘4\"“ komplementarng
Y nicia o)
P

“O O °o-

W[[]]III]I[]I[II[ITIM

Rys. 7. (po lewej) Model sondy monitorujgcej hybrydyzacje DNA w wyniku obserwacji zaniku pasma
fluorescencyjnego ekscymeru; (po prawej) fragment modyfikowanego oligonukleotydu.

Dla przebadanych dupleksow zawierajgcych jedng lub kilka czgsteczek pyrenu zaobserwowano
wzrost natezenia pasma fluorescencyjnego, w wyniku utworzenia ekscymeru (~470 nm).
Najwieksze réznice byty widoczne w przypadku modyfikowania wewnetrznej czesci oligomeru za
pomocg dwobch reszt pyrenowych lub tandemowo wigczanych czgsteczek pyrenu do
komplementarnych nici. Uzyskane rezultaty pozwalajg na konstruowanie specyficznych
detektorow DNA, opartych na pojawianiu sie i zanikaniu pasm fluorescencyjnych ekscymerow
podczas hybrydyzacji z docelowym kwasem nukleinowym (rys. 7). Nienukleozydowe analogi
mogg by¢ rowniez wykorzystywane, jako nosniki réznych grup funkcyjnych czy reporterowych.
Przeprowadzone eksperymenty wskazujg, ze wprowadzenie modyfikacji nie obniza
powinowactwa modyfikowanego oligonukleotydu do tworzenia duplekséw z komplementarnymi
niémi DNA czy RNA.
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Do grupy takich analogéw nalezg dwie rodziny znacznikéw, ktérych struktura oparta jest
na pochodnych a-hydroksy-y-butyrolaktonu® (schemat 12) oraz estru dietylowego kwasu

2,2-bis(hydroksyetylo)malonowego® (schemat 13).

DMTrQ
W\
: R
R R R <R
N - O
e = O Dbumo a: -CH,CH,NH, (R=H)
? g NHR, _ bz -CH;CH,NH; (R=Me)
O NHR4 o = Ri= o -CHy(1-pyrenyl)
o OP(NiPr,)O(CH,),CN d: -(CHy)2(CHo0CHz)3(CH,)2NH,
| e: -(CHa)5(CH20CH3)3(CH3),NH(biotyna)
N
Q ReH
O R=Me
49 50

Schemat 12. Struktura pochodnych (R)-2,4-Dihydroksybutyroamidu.

Zaletg tej grupy nienuklozydowych reagentdw sg szerokie mozliwosci wigczania grup
funkcyjnych, prosta budowa, jak rowniez wystepowanie tylko jednego centrum stereogenicznego

w obrebie czgsteczki.

Tabela 6. Trwato$¢ dupleksow w zaleznosci od rodzaju modyfikacji i jej miejsca w oligonukleotydzie.
Komplementarna ni¢: 5-GAGGGTCCGAGTTTA-3.
Oligonukleotyd Tm [°C] ATm/mod.[°C]

5-CTCCAAGGCTCAAAT-3’ 56,7 -
49a 5-CTCCAAGGCTCAAAT(7a)-3’ 57,3 -0,3
50b | 5°-(6b)CTCCAAGGCTCAAAT-3’ 57,7 +0,1
50c 5’-CTCCAAGGCTCAAAT(6¢c)p-3° 60,0 +2,4
50c  5'-C(6c)CCAAGGC(6C)CAAAT-3’ | 50,7 3,4
49c 5-CTCCAAGGCTCAAAT(7c)-3’ 61,6 +4,0
49d 5’-CTCCAAGGCTCAAAT(7d)-3’ 57,7 +0,1
49e 5-CTCCAAGGCTCAAAT(7e)-3’ 57,2 -0,4

Nienukleozydowe analogi (schemat 13) mogg by¢ wykorzystane do modyfikacji konca 3’
nukleozydu wewnatrz nici, konca 5 oraz jako linkery w syntezie na podtozu statym. Wérdd
przebadanych zwigzkoéw znalazly sie krétko- i dlugo- tancuchowe aminy oraz grupy reporterowe:
pyren, biotyna i fluoresceina (tabela 5). Badania termodynamiczne nie wskazujg, aby zdolno$¢ do
hybrydyzacji z komplementarnymi nicmi DNA i RNA malata wraz z wigczeniem modyfikaciji. W
kilku przypadkach odnotowano wzrost trwatosci drugorzedowych struktur kwasow

nukleinowych.®®
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o
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Schemat 13. Struktura multiznacznikéw i temperatury topnienia badanych duplekséw. Komplementarny
oligonukleotyd: 5>~ AGTCTACGACCATGATGTTCGTTCAG-3'.

Podobne wyniki uzyskano, kiedy jako tacznik wykorzystano pochodng kwasu
malonowego (schemat 13). Otrzymano multiznaczniki w dwoéch seriach: pierwsza zawierata
grupe dansylowa, druga oprocz grupy reporterowej miata modyfikowane wigzanie fosfodiestrowe.

Wyniki badan termodynamicznych dowodzg, ze wprowadzenie modyfikacji nie wptywa
znaczgco na obnizenie temperatury topnienia powstatych duplekséw. Jedynie wprowadzenie
pochodne;j tiolowej powoduje niewielkie obnizenie trwatosci dupleksu. Jednak autorzy sugeruja,
ze jest to raczej skutek modyfikacji grupy fosforanowej®® niz obecnosci nienukleozydowego

tacznika.

2.4 Sposoby oddzialywan poliamin w kompleksach z kwasami nukleinowymi

Jak wspominatam wczeéniej, poliaminy wykazujg tendencje do oddziatywan z kwasami
nukleinowymi. Wynika to miedzy innymi z ich polikationowego charakteru, ktéry umozliwia
neutralizowanie fadunku ujemnego zlokalizowanego na szkielecie fosforanocukrowym.’*"
Badania nad probg okreslenia modelu tych oddziatywarh obejmujg techniki spektroskopowe
(NMR, Raman), krystalograficzne, termodynamiczne i modelowanie komputerowe.
Dotychczasowe wyniki wskazujg rozne sposoby tych interakcji. PA mogaq oddziatywac
bezposrednio Iub za posrednictwem czagsteczek wody, tworzac wigzania wodorowe
z nukleozasadami oraz w wyniku oddziatywan van der Waalsa z hydrofobowymi cze$ciami
zasad. Wyniki wielu badan krystalograficznych wskazujg, ze PA wykazujg wieksze powinowactwo
do form A-DNA, Z-DNA* niz do klasycznej helisy B-DNA. Warto jednak podkresli¢, ze
oligonukleotydy wykorzystywane w tych badaniach sg zwykle bogate w pary GC, ktore
krystalizujgc, czesciej przyjmujg konformacje A-DNA lub Z-DNA. Wysokie powinowactwo PA do
nieklasycznych form DNA moze sugerowaé, ze zardwno struktura drugorzedowa jak

i kompozycja zasad jest czynnikiem determinujgcym w rozpoznaniu poliaminowym.
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2.41 Badania krystalograficzne

Miejsca wigzania w B-DNA

Analiza mapy gestosci elektronowej krysztatbw dodekameru Drew-Dickerson’a
d(CGCGAATTCGCG), (DDD)* pozwalata wnioskowaé, ze pojedyncza czasteczka Spm*
oddziatuje z obiema niémi dupleksu w regionie d(CGCG),, tworzac mostek w poprzek duzej
bruzdy. Dzieki kolejnym badaniom krysztatdw tego samego dodekameru, otrzymywanych w
obecnosci sperminy okazato sie, ze nie zawsze istnieje mozliwosé detekcji czasteczki PA.%®
Opisano rowniez® strukture, w ktérej jon Spm™ tworzy tylko pojedynczy kontakt z DNA. Postuluje
sie, ze problemy z detekcjg poliamin w krysztatach B-DNA moga by¢ wynikiem ruchliwosci
konformacyjnej sperminy, ktéra nie przyjmuje w krysztale wyraznego strukturalnie ksztattu.
Ponadto przyjmuje sie, ze brak detekcji moze byé zwigzany z nieobecnoscig poliaminy w
krysztale. Mniejsze problemy z wykryciem czgsteczek sperminy wystepujg w kompleksach z DNA
przyjmujacych lewoskretng forme Z lub prawoskretng forme A. Jest to zwigzane z tym, ze formy
te wykazujg wiekszg gestos¢ upakowania, zredukowang ilo$¢ wigzanych czgsteczek wody i brak

duzych wolnych wnek w komorce krystalograficzne;j.
Antracykliny interkalujg w drugorzedowych strukturach DNA, stanowigc
o Q JR powszechnie uzywang grupe chemoterapeutykoéw. Aktywno$é
@e@‘ “IOH biologiczna poliamin, podobnie jak antracyklin, moze ujawnia¢ sie w
: oddziatywaniach komplekséw DNA/PA (lub DNA-lek) z innymi
czynnikami wigzacymi sie do DNA.” Otrzymano trzy struktury

OH
daunomycyna NH;* krystalograficzne heksameru, w ktérych autorzy zaobserwowali

H adriamycyna

oxT

Rys. 8. Struktura antybiotykow 2 oddziatywania sperminy z kompleksem antracyklina/d(CGATCG)

rodziny antracykiin (schemat 15). W kazdym z komplekséw PA tworzy oddziatywania van

der Waalsa z czescig hydrofobowg dupleksu: grupg metylowg i atomem wegla C6 tyminy (T10),
C5 i C6 cytozyny (C11) oraz pierscieniem D antracykliny (atomy wegla C1, C2 i C3). W wyniku
tych oddziatywan w rejonie duzej bruzdy obserwowano zredukowang ilo§¢ czgsteczek wody,
Bogate w elektrony n pierScienie antracyklin utatwiaty wigzanie sie sperminy, ktéra oddziatujac,
przyjmuje ro6zne konformacje (schemat 14). W wyniku przeprowadzonych badan autorzy
zaproponowali dwa modele oddziatywan. Z jednej strony sekwencyjnie specyficzny (PA
oddziatuje tylko z jednym rejonem dupleksu), a z drugiej dynamiczny. Spermina moze fatwo
zmieni¢ konformacje przyjmowang w kompleksie z daunomycyng na konformacje obserwowang
dla kompleksu z adriamycyna.
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Schemat 14. Schemat oddziatywan sperminy z kompleksami DNA/daunomycyna (A) i DNA/adriamycyna (B).70

Zbadano wptyw sperminy na heksamer d(CGGTGG)/d(CCACCG), ktory jest Srodkowg
czescig operatora gal operonu.”' Fragment kwasu nukleinowego zawiera trojki GTG/CAC czesto
wystepujgce w rejonach DNA istotnych dla oddziatywan 2z biatkami. W strukturze
krystalograficznej dupleksu zaobserwowano utworzenie nieklasycznego, innego niz parowanie
typu Watsona-Cricka, pojedynczego wigzania wodorowego pomiedzy adening i tymidyng w
rejonie trojki GTG. Obecna w strukturze PA taczy w poprzek matg bruzde, oddziatujgc z grupami
fosforanowymi sagsiadujgcymi z ‘otwartg’ parg zasad. Utworzenie ‘klamry’ jest mozliwe, poniewaz
odlegtosci pomiedzy resztami fosforanowymi przeciwlegtych nici
sq krotsze niz w klasycznej helisie B-DNA Wynikiem
specyficznego oddziatywania spermina/DNA jest utrwalenie
powstatej alternatywnej konformacji  (rysunek).  Autorzy
podsumowujgc stwierdzili, Zze skoro w rejonie kontrolnym, gdzie
wystepuje sekwencja GTG/CAC, spermina wykazuje tendencje
do stabilizowania otwartej pary AT, moze to prowadzi¢ do

utatwienia rozpoznania sekwencji docelowej DNA przez biatka.

Dzieki temu PA moze stuzy¢ jako czynnik sygnalizacyjny
powodujgc wzrost doktadnos$ci dziatania enzymow restrykcyjnych. Ponadto potwierdzili, ze rodzaj

oddziatywan poliaminy z DNA zalezy od typu struktury drugorzedowej kwasu nukleinowego.’*"

Oddziatywanie z formami A-DNA i Z-DNA

Pierwsze wysokorozdzielcze badania krystalograficzne kompleksu Z-DNA/spermina
pozwolity na wyréznienie kilkku modeli oddziatywan.”* Okazalo sie, ze w komorce
krystalograficznej kilka czasteczek Spm4+ zwija sie wzdtuz jednej strony rowka neutralizujgc
ujemny tadunek grup fosforanowych. Efekt ten ma zapobiega¢ silnemu odpychaniu znajdujgcych
sie blisko siebie reszt fosforanowym, co mogtoby doprowadzi¢ do destabilizacji dupleksu.
Pozostate czgsteczki sperminy formujg mostek przy ‘wejsciu’ do rowka poprzez utworzenie
wigzan wodorowych z grupami fosforanowymi z przeciwlegtych koncéw nici. Te specyficzne
oddziatywania sg jedng z przyczyn zwiekszonej trwatosci duplekséw Z-DNA. W Z-DNA zasady

heterocykliczne sg znacznie bardziej odstoniete na dziatanie innych biomolekut. Spm** dzieki

24



WSTEP TEORETYCZNY

roztozonemu wzdtuz catej czgsteczki systemowi tadunkéw dodatnich oddziatuje z akceptorami
atoméw wodoru zasad powodujgc dalszg stabilizacje tej formy DNA.

Analizowano réwniez oddziatywania kompleksu d(CG); z termosperming (T°P).”®
W krysztale d(CG); przyjmuje konformacje Z, z dwiema czasteczkami TSP i jednym atomem Mg?**.

Mimo, Zze termospermina rézni sie od sperminy tylko potozeniem jednego atomu azotu to
oddziatywania z helisg obu poliamin sg rézne.

termospermina-1 termospermina-2

Ny Nig
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Schemat 15. Schematyczne przedstawienie oddziatywan T z d(CG)s;; z uwzglednieniem czasteczek
wody (W).”

Pierwsza czgsteczka TSP lokuje sie pomiedzy trzema symetrycznymi dupleksami d(CG); podczas
gdy spermina, oddziatuje tylko z dwoma.”” Druga termospermina wigze sie do pierwotnego
dupleksu w matej bruzdzie (schemat 15). Jak sugerujg autorzy ten rodzaj oddziatywan moze w
istotny sposéb petni¢ role ochronng przed hydrolizg oraz zapobiega¢ rozplataniu sie nici w
dupleksie.

Wiele poliamin, ktére tworzg kompleksy z Z-DNA, zidentyfikowano jako linkery tgczace
dwie autokomplementarne nici lub mostki pomiedzy sasiednimi dwuniciowymi strukturami.”
Wyijatek stanowi krysztat kompleksu d(CG)s/spermina (otrzymany w temperaturze -110 °C). W
heksamerze, ktory przyjmuje forme Z-DNA, PA wigze sie do matej bruzdy.”” Obecno$é sperminy
wptyneta na zmiane organizacji czasteczek wody w matej bruzdzie, osfabita sity
elektrostatycznego odpychania pomiedzy obdarzonymi ujemnym tadunkiem szkieletami cukrowo-
fosforanowymi obu nici, co doprowadzito do zwezenia bruzdy i wzrostu trwatosci formy Z.

W  badanich  oddziatywan  autokomplementarnego  chimerycznego  dupleksu
r(C)d(CGGCGCCG)r(G) ze spermina, wszystkie
czgsteczki rybozy wchodzace w sktad oligomeru
przyjmujgc konformacje C3’-endo
charakterystyczng dla formy A-DNA.”® W modelu
tym, pie¢ symetrycznie powigzanych duplekséw

otaczato czasteczke sperminy, ktora

bezposrednio oraz za posrednictwem czgsteczek
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wody oddziatywata (rysunek powyzej) z grupami fosforanowymi. Oddziatywania te powodujg
drastyczne zagiecie dupleksu o 31 ° w strone duzej bruzdy w miejscu zajmowanym przez
czwartg pare G(4)-C(17) i przesuwa ‘arkusz zasad’ w strone matej bruzdy. Ta para zasad razem
z sasiednimi parami pochodzacymi z goérnej czesci dupleksu oraz odpowiednimi nieprawidtowo
sparowanymi zasadami z dotu helisy, tworzy cztery mate bruzdy w wyniku wielokrotnego
oddziatywania z terminalnymi parami zasad dwéch sgsiednich duplekséw.

Inne doniesienia zwracajg uwage, ze w oktamerze A-DNA d(GTGTACAC) spermina
wigze sie na dnie duzej bruzdy, przyjmujgc konformacje w ksztaicie litery S przez zaadoptowanie

konformacji gauche wokét wigzah C-N i c-c.®

2.4.2 Spektroskopia rezonansu jagdrowego

Analiza widm spektroskopii rezonansu jgdrowego dodekameru d(CGCGAATTCGCG),
ujawnita, ze tworzacy sie dupleks przyjmuje konformacje B-DNA. Zaobserwowano réwniez
wysokg mobilnosé zasocjowanej z helisg sperminy.”® Czasteczka poliaminy charakteryzuje sie
duzg ruchliwoscig konformacyjng w przeciwienstwie do czasteczki dupleksu. Potwierdzity to
pomiary efektu NOE (ang. Nuclear Overhauser Effect) dla protonéw sperminy. Wartosé
wzmocnienia efektu NOE ma znak dodatni, ktéry jest charakterystyczny dla matych czgsteczek.
W zwigzku z tym zaproponowano dwa modele oddziatywan. W pierwszym z nich PA, ze wzgledu
na duzg dynamike strukturalng moze przemieszcza¢ sie wzdtuz dupleksu pomiedzy
specyficznymi miejscami oddziatywan. W drugim modelu nie zajmuje Zzadnego konkretnego
miejsca.

Z drugiej strony badania Banvilla oddziatywan sperminy z heksamerem d(m°CG)s
tworzgcym forme Z-DNA, dowodzg mniejszej ruchliwosci sperminy w kompleksie z Z-DNA niz
z heksamerem B-DNA.*’ Nie zaobserwowano jednak widocznych sygnatéw NOE sugerujacych
specyficzne oddziatywania z nukleozasadami czgsteczki DNA.

Wykorzystujac pomiary efektow NOE®' przebadano oddziatywania dwoch oktamerow
DNA d(m°CG), i d(GGAATTCC) ze Spm** i Spd**. Okazato sie, ze roztwér d(m°CG), zawiera
50% formy Z-DNA. Wewnatrzczasteczkowy efekt NOE poliaminowych protonéw tancucha
propylenowego posiadat takg samg dodatnig wartos¢ NOE dla oddziatywan z jednym i drugim
oligomerem. Natomiast dla fancucha butylenowego efekt NOE wykazywat nieznacznie wiekszg
wartos¢ ujemng dla d(m°CG), niz dla drugiego z oligomerow. Przetestowano réwniez catkowicie
metylowane analogi sperminy (Me,Spm**), spermidyny (MesSpd®*) oraz 1,3-diaminopropanu
(DAP?") i putrescyny (Put®), Zeby okresli¢ ich zdolno$é do przeksztatcania oligomeru d(m°CG), z
formy B-DNA w forme Z-DNA. W widmach protonowych powstatych kompleksow

zaobserwowano, ze najwiecej formy Z powstato w wyniku oddziatywan oligomeru ze sperming.
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Rys. 9. Struktura badanych poliamin; wewnatrzczasteczkowy efekt NOE PA z dwoma réznymi dupleksami.81

Autorzy potwierdzili wcze$niejsze eksperymenty, z ktérych wynikato, ze ze wzgledu na mniejsze
odlegtosci pomiedzy grupami fosforanowymi w formie Z-DNA (8 A) niz w B-DNA (ok. 12 A),
spermina przyjmie ksztatt przypominajacy litere S lub Z, a jej tancuch butylenowy bedzie
wykazywat mniejszg ruchliwo$é konformacyjna.®*® Potwierdzili réwniez, ze wystepowanie
tancucha butylenowego w strukturze czgsteczki poliaminy jest istotne dla indukowania przejs¢
formy B w forme Z.

Keniry® wykorzystujac techniki spektroskopowe, przeprowadzit badania znakowanej °C
sperminy i jej interakcje z dupleksem i kwadrupleksem DNA. W réznicowym widmie 1D NOE
zaobserwowat staby wewnagtrzczasteczkowy dodatni efekt NOE dla protonéw sperminy tworzacej
kompleksy z dupleksem d(ATGCAT), lub kwadrupleksem d(TG,T)4, ztozonym z czterech nici
oligonukleotydowych. Z drugiej strony, uzyskat ujemny efekt NOE dla protonéw sperminy w
kompleksach tworzonych przez poliamine z dwuniciowym [d(G4T4G4)l. i jednociowym
kwadrupleksem, zawierajgcymi petle T4 (ang. two-stranded diagonally looped folded quadruplex).
Wartos¢ jadrowego efektu Overhausera sugeruje stosunkowo duze ‘unieruchomienie’ czgsteczki
sperminy. Zaobserwowane wydtuzenie czasu korelacji powstatego kompleksu z poliaming
w stosunku do samego DNA moze by¢ zwigzane z diuzszym czasem ‘przebywania’ sperminy
w miejscach wigzania i jest potwierdzeniem konformacyjnego usztywnienia tancucha poliaminy.
W zwigzku z tym, Zze analiza widm kwadrupleksu ztozonego z czterech nici oligonukleotydowych
wskazywata tylko niski stopien asocjacji z PA autor postulowat, biorgc pod uwage réwniez inne
dane ekperymentalne, ze spermina moze preferencyjnie wigza¢ sie do jednej z reszt tyminowych,
wchodzgcej w sktad petli w jednoniciowym lub dwuniciowym kwadrupleksie. Nie wykluczat jednak
wpltywu struktury drugorzedowej DNA na stopien oddziatywan z poliaming. Z innych badan
wiadomo, ze na stopien asocjacji sperminy z DNA ma wptyw szeroko$¢ rowkéw helisy, jak
réwniez blisko$¢ sasiadujgcych grup fosforanowych.2” W kwadrupleksie d(TG,T); wyrézniamy
cztery bruzdy rownej wielkosci, natomiast w kwadrupleksie [d(G4T4G4)]2 trzy bruzdy réznej
wielkosci (pierwsza szeroka, druga $érednig i ostatnig waska).®? Bruzda éredniej wielkosci jest
miejscem, do ktérego wykazujg powinowactwo kationy wielowartosciowe (obdarzone
wielokrotnym tadunkiem). W widmie 2D NOESY sygnaty korelacyjne pomiedzy protonami
czgsteczki sperminy wskazujg na roznice w wartosciach przesunie¢ chemicznych protonow

metylenowych i y. W kompleksie PA z kwadrupleksem ztozonym z czterech nici wartosci
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przesunie¢ chemicznych protonéw metylenowych f i y sg takie same. Moze to by¢é dowodem na
to, ze jedno lub oba wigzania C-N pomiedzy grupami metylenowymi a,- i B (wyznaczone przez
katy rotacji ;i ¥) (rys. 10) przyjmujg konformacje gauche, jak to byto proponowane w modelu
Liquori’ego® i/lub grupa diaminobutylenowa z grupami metylowymi p ma mniejszg ruchliwos¢

konformacyjna niz taricuchy aminopropylenowe z grupami metylowymi o i y.

B
Y

Jl}um 1 _J"LLL*__,.EMM'I‘IJ mUL.ﬂl‘ " f""«k.IL'- a_

Rys. 10. (A) Selektywnie wyznakowana [1',1"- "*Cjlspermina; (B) widmo 'H NMR kompleksu [1',1"-"°C;]
sperminy z [d(G4T4Ga)]2 W stosunku 1:1.%?

Autor podsumowujac stwierdza, ze spermina nie oddziatuje z DNA przypadkowo. Sposob
interakcji moze by¢ zwigzany z konformacjg czgsteczki DNA. Otrzymane wyniki mogg wptyng¢ na
lepsze zrozumienie ekspresji gendw zwtaszcza roli G-kwadruplekséw w rejonie promotorowym

onkogenu c-myc, ktory jest transaktywatorem dekarboksylazy ornitynowej.*?

2.4.3 Modelowanie molekularne
W badaniach teoretycznych oddziatywan PA/kwas nukleinowy najlepiej znanym modelem
czgsteczkowym jest kompleks Spm/ B-DNA, =zaproponowany przez Liquoriego i
Suwalsky’ego.?*®* W modelu Liquoriego spermina taczy matg bruzde w B-DNA. Ramie
propylenowe skierowane jest w kierunku 5—3’ przeciwnych nici, grupy aminowe oddziatujg tylko
z resztami fosforanowymi szkieletu DNA. Jezeli szkielet helisy DNA jest w pozycji poziomej w
stosunku do czgsteczki poliaminy, to oddziatujgca z nig spermina przyjmuje ksztatt litery S (model
S). Natomiast Suwalsky i wspotpracownicy zaproponowali model, w ktérym ramie propylenowe
powinno by¢ skierowane w kierunku 3'—5’, wowczas spermina przybiera ksztatt litery Z (model
Z)_84
Kolejny model zaproponowany przez Zakrzewskg i Pullmana dla dodekameru
d(CGCGAATTCGCG) postuluje najkorzystniejsze ulokowanie sperminy w centrum malej
bruzdy.?® Z drugiej strony, Feuerstein, wykorzystujac obliczenia kwantowo mechaniczne,
zaproponowat model, w ktérym spermina, przyjmujac konformacje trans faczy dwie
komplementarne nici w poprzek duzej bruzdy dupleksu d(GC);.%® Ta sama grupa badawcza, dla
sekwencji homopolimerycznej d(G)o-d(C)1o i polipuryno/pirymidynowych d(AC)s-d(GT)s oraz
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d(AT)s-d(AT)s, ustalita zalezno$¢ sekwencyjng wigzania sperminy oraz jej wptyw na strukture
dupleksu (rys. 11). Okazato sie, ze w przypadku sekwencji mieszanej poliamina wykazuje
wieksze powinowactwo w stosunku do duzej bruzdy. W konsekwencji dochodzi do ‘zamkniecia’
sperminy przez zmniejszenie rozmiaru bruzdy i zgiecia dupleksu, mata bruzda ulega poszerzeniu
(rys. 11 A). Wedtug autorow, jezeli sekwencja wptywa na dynamike strukturalng DNA, to réwniez
na site oddziatywan ligand/kwas nukleinowy. Mniej uprzywilejowanym miejscem oddziatywanh jest

dno matej bruzdy (rys. 11 B), najbardziej niekorzystnym — wejscie do matej bruzdy (rys. 11 B).

Rys. 11. (A) Sekwencja mieszana d(AC)s-d(GT)s/Spm™ — zgiecie dupleksu; (B) Oddziatywania w matej bruzdzie
d(AT)s-d(AT)s - spermina lokuje sie na dnie bruzdy (po lewej);d(AC)s-d(GT)s — spermina lokuje sie u
wejscia do bruzdy (po prawej).

Podejmowano proby udowodnienia zaleznosci specyficznosci interakcji PA od sekwenciji DNA.¥
Otrzymano struktury dwuniciowe, w ktérych kazdy z oligonukleotydéw zawierat jedng pare GC
i przeprowadzono symulacje komputerowg w celu okreslenia potencjalnych miejsc wigzania sie
sperminy w dupleksach DNA bogatych w pary GC. Wyniki nie potwierdzajg jednoznacznego
wigzania do konkretnego miejsca, sugerujg raczej, ze spermina ‘poszukuje’ rejonéw bogatych
w pary GC, wykazujgc w stosunku do nich wigksze powinowactwo. Zwtaszcza do duzej bruzdy,
ktorej obszar jest zajety przez bogate w elektrony pierscienie imidazolowe i pary niewigzace
atomow tlenu reszt guaninowych. Autorzy proponujg dwa sposoby oddziatywan, pierwszy
poprzez kontakty tylko z zasadami, drugi przez kontakty z zasadami i grupami fosforanowymi.®’
Jednak wedlug autorow, za pomocg eksperymentow, nie ma mozliwosci rozréznienia
i potwierdzenia obu typéw oddziatywan. Utrudnieniem jest zmiennosS¢ konformacyjna sperminy
w rejonach par GC. Z jednej strony symulacje w fazie gazowej sugeruja, ze pierwszorzedowe
atomy azotu PA oddziatujg z grupami fosforanowymi, z drugiej strony symulacje systemow
w pelni solwatowanych wskazujg, ze poliamina przyjmuje ksztatt litery, U co eliminuje
oddziatywania terminalnych grup aminowych z fosforanami.

Korolev i wspotpracownicy zauwazyli, ze obecnosc Spm** ma znaczacy wptyw na liczbe
czgsteczek wody pierwszej warstwy hydratacyjnej DNA oraz na oddziatywania jonow Na® z
DNA.%89 Spermina wypycha czasteczki wody na zewnatrz matej bruzdy, podczas gdy jony sodu

przyciggajg i organizujg warstwe hydratacyjng wokdt DNA.

29



WSTEP TEORETYCZNY

A. Widok z przodu matej bruzdy B. Widok wzdtuz matej bruzdy

Rys. 12. Region preferencyjnego wigzania sperminy do dekameru DNA.

W obecnosci jonéw sodu struktura DNA jest silnie hydratowana. Obecno$¢ PA powoduje
(jej hydrofobowy taricuch metylenowy oddziatuje z DNA) uwolnienie czesci czasteczek wody z
miejsc bogatych w elektrony. Gtéwne miejsca wiazania grup aminowych Spm*" i jonéw sodu
znajdujg sie w szkielecie fosforanowym. Mimo, ze zarejestrowano obecno$¢ sperminy w matej
bruzdzie, to ze wzgledu na duzg mobilno$¢ nie tworzy ona trwatych i strukturalnie zdefiniowanych
komplekséw. Ponadto jony sodu wspétzawodniczg ze Spm** by wigza¢ sie z zasadami
heterocyklicznymi w matej bruzdzie.

Podsumowujgc, autorzy stwierdzajg, ze gtdwnymi miejscami wigzania obdarzonych
tadunkiem grup aminowych Spm™** sg atomy fosforu O1-P i O2-P (rys. 12). Ponadto, dluga
poliamina tworzy liczne mostki pomiedzy sasiednimi dupleksami DNA w poprzek matej i duzej
bruzdy kazdej podwdjnej helisy. Dwa obszary matej bruzdy dekameru wskazujg na obecnosc
czgsteczek sperminy. W pierwszym zwarta, ktdéra nie przyjmuje trwale zadnej z konformacji,
poliamina oddziatuje w regionie A5-C8/G12-T15 (rys. 12 B) wzdtuz matej bruzdy. W drugim,
warstwa czgsteczek sperminy pokrywa szkielet cukrowo fosforanowy wzdtuz sekwenciji
G16-C17-A18 od strony matej bruzdy (rys. 12 A). Nie zaobserwowano réwniez, jakichkolwiek

oddziatywan sperminy z zasadami heterocyklicznymi wchodzgcymi w skfad duzej bruzdy.

2.4.4 Spektroskopia Ramana

Rezonansowa Spektroskopia Ramana (RRS) odgrywa wspoétczesnie wazng role w
poznawaniu i badaniu struktur czgsteczek chemicznych, szczegélnie tych o duzych rozmiarach,
takich jak biatka czy DNA. Dzieki niskiemu poziomowi detekcji, pozwalajgcemu na rejestracje
niewielkich zmian strukturalnych (szybkie zmiany konformacyjne) spektroskopia Ramana
znajduje zastosowanie w badaniach dynamiki proceséw enzymatycznych, oddychania
komoérkowego, czy oddziatywan biopolimerow z matymi czgsteczkami. Technika ta jest
udoskonaleniem i rozwinieciem techniki spektroskopii rozproszeniowej Ramana, oraz
uzupetnieniem techniki spektroskopii absorpcyjnej w podczerwieni (IR).

Dzieki wykorzystaniu techniki RRS z transformacjg Fouriera zostat zaproponowany model
oddziatywan biogennych poliamin z DNA.®" Na podstawie dokonanych obserwacji autorzy
stwierdzajg, ze charakter oddziatywan poliamina-DNA nie opiera sie wylacznie na

oddziatywaniach elektrostatycznych. Uzyskane widma kompleksu putrescyny z dwuniciowg
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czgsteczkg DNA wskazujg na preferencyjne wigzanie sie poliaminy w matej bruzdzie. W
zaproponowanym modelu widoczne sg oddziatywania pomiedzy grupg NHs" aminy a grupami
fosforanowymi jak réwniez z atomami tlenu grup karbonylowych O2-Thy lub O2-Cyt (po
utworzeniu kompleksu z poliaming nastepuje zmiana w obszarze widmowym grup karbonylowych
tymidyny i cytydyny: zanik pasma 1669 cm” oraz wzrost intensywnosci pasma przy liczbie
falowej 772 cm™ (rys. 13 A). Obdarzona tadunkiem dodatnim grupa aminowa tworzy réwniez
wigzania wodorowe z atomem azotu N3 nalezagcym do reszty guaniny lub adeniny (rys. 13 B).
Ponadto zaobserwowano oddziatywania hydrofobowe pomiedzy szkieletem weglowym

putrescyny a grupg 5’- metylenowg deoksyrybozy.

M

’ *Jtﬁ:';“\%

Rys. 13. Proponowany model oddziatywan pomiedzy putrescyng a DNA.”’

v

i

Na rysunku 13 mozna zauwazy¢, ze w proponowanych modelach putrescyna oddziatuje z DNA
wytgcznie w obrebie jednej nici, co moze miec istotny wptyw na jej wtasciwosci ochronne DNA.
Zwiekszong tendencjg do oddziatywah w matej bruzdzie charakteryzuje sie rowniez spermidyna.
Jednakze oprocz oddziatywan terminalnej grupy aminowej z grupami fosforanowymi
zaobserwowano interakcje z komplementarnymi ni¢mi (O2-pirymidyny jednej i N3-puryny drugiej
nici). Propozycja oddziatywan pomiedzy sperming a DNA obejmuje dwa modele, ktore
jednoznacznie wskazujg, ze miejscem wigzania sie tej PA jest duza bruzda. W pierwszym z nich
spermina lokuje sie w poprzek bruzdy. Potwierdzajg to obserwowane uktady pasm absorpcyjnych
przy 1488 cm™ dla atomu azotu N7-Gua i 1669 cm™ dla karbonylowego tlenu O2-Thy (rys.14 A)
oraz widoczne oddziatywania terminalnych NH3" z dwiema grupami fosforanowymi nalezacymi do
przeciwnych nici. Oddziatywanie spermidyny i sperminy z obiema niémi DNA moze ttumaczy¢ ich

zdolnos¢ do ochrony DNA przed dziataniem wolnych rodnikow.

Rys. 14. Proponowane modele oddziatywan sperminy z DNA.”!
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W drugim modelu (rys. 14 B) czasteczka sperminy powoduje neutralizacje grup
fosforanowych i oddziatuje z purynowymi atomami azotu (N7) stanowigcymi czes¢ jednej z nici
DNA. Autorzy sugerujg, ze poliamina oddziatujgc w obszarze tylko jednej z nici moze obnizac

swoje dziatanie antyoksydacyjne. W kolejnych badaniach®%

wysunieto hipoteze, ze
oddziatywania poliamin z kwasami nukleinowymi majg charakter specyficzny. Badajac wptyw
poliamin na wiasciwosci oligomeréw bogatych w pary GC% zaobserwowano czesciowa zmiane
konformac;ji dupleksu, ktéra powodowata indukowanie przejscia od formy B-DNA do Z-DNA. W
przypadku duplekséw bogatych w pary AT®® stwierdzono oddziatywania z obiema bruzdami i brak
jakichkolwiek zmian w strukturze drugo- lub czwartorzedowej DNA. Eksperymenty te
potwierdzajg réznorodnos¢ funkciji, jakie spetniajg regiony AT i GC w komoérce. O ile regiony AT
zaangazowane s3 W etapy inicjujace synteze duzych makroczasteczek® ™, o tyle z regionami
GC jest zwigzany stopien upakowania DNA.?'?

Wynik ten kontrastuie z wnioskami

A ptyngcymi z innej pracy, w ktorej po przebadaniu
— ’“aijv czterech genomowych DNA o réznej zawartosci

ph e 7 par GC (Micrococcus luteus 72% GC, Escherichia
Al coli 50% GC, calf thymus 42% GC i Clostridium
e e S perfringens 27% GC) ustalono mechanizm

niespecyficznego wigzania sie poliamin z
dupleksem.”* Obnizenie intensywnosci pasm
Rys. 15. Model oddziatywan putrescyna — DNA*
absorpcyjnych charakterystycznych dla grup
fosforanowych (785 cm™ i 1090 cm™) jest
konsekwencjg oddziatywan polikationow ulokowanych wzdtuz szkieletu fosforanowego helisy
DNA. Dane te potwierdzajg wczes$niejsze eksperymenty, w ktdérych indukowanie tworzenia
skondensowanej struktury DNA przez poliaminy kierowane jest niespecyficznymi
oddziatywaniami elektrostatycznymi.®* Oddziatywaniom PA z fosforanami towarzyszg zmiany w
duzej bruzdzie. Wskazujg na to przesuniecia pasma absorpcyjnego guaniny (1485 cm™)w strone
nizszych czestosci w DNA bogatych w GC i spadek intensywnosci pasma tyminy (1375 cm™) dla
genomowych DNA bogatych w pary AT. W przeciwiehstwie do badan Ramireza autorzy
postulujg, ze oddziatywania PA ze szkieletem fosforanowym sg bardziej prawdopodobne niz z
duzg bruzdg (N7-Gua i CHs-Thy).”" Nieznaczna zaleznosé wigzania sie poliamin z genomowymi
DNA o réznym sktadzie zasad sugeruje, ze sekwencja odgrywa drugorzedng role. W Zzadnym z
przebadanych DNA nie znaleziono dowoddw na istnienie przejs¢ konformacyjnych formy B w
forme A lub B w Z. Autorzy stwierdzaja, ze zdolnos¢ spermidyny i sperminy do wigzania sig i
kondensacji genomowego DNA zwigzane jest raczej z utrwaleniem natywnej formy B-DNA.
Poliaminy w przeciwienstwie do jonéw metali oddziatujg bezposSrednio ze szkieletem
fosforanowym, nie zaktécajgc parowania zasad i oddziatywah warstwowych, w rezultacie
zabezpieczajq i stabilizujg dupleks.
Na podstawie widm FTIR® przeanalizowano prawdopodobne miejsca oddziatywan PA z

DNA, zwracajgc uwage na wewnatrzczgsteczkowe odlegtosci pomiedzy grupami funkcyjnymi

32



WSTEP TEORETYCZNY

helisy oraz najbardziej uprzywilejowang konformacje poliamin (wszystkie katy torsyjne w pozycji
trans). Widma absorpcyjne kompleksow Put*/DNA i Spd®*/DNA wskazujg, na mozliwosé
oddziatywan z duzg i matg bruzdg w zaleznosci od stezenia poliaminy. W duzej bruzdzie znajdujg
sie bogate w elektrony atomy azotu N7 guaniny i adeniny. Miejsce jest wolne od napigc
sterycznych i wigzan wodorowych typu Watsona —Cricka. Odlegto$¢ do najblizszego atomu tlenu
grupy fosforanowej wynosi okoto 6,36 A i 6,47 A. Maksymalna odlegto$¢ pomiedzy terminalnymi
atomami azotu w czgsteczce putrescyny wynosi 6,23 A. Autorzy proponujg model (rys. 15), w
ktorym jedna z grup NH3" Put tworzy wigzania wodorowe z resztg fosforanowg a druga grupa
NH;" z imidazolowym atomem azotu puryny. W drugim z przedstawionych modeli terminalna
grupa aminowa, oddziatuje w matej bruzdzie z atomami tlenu O2 reszt tymidynowych oraz
grupami fosforanowymi lezgcymi w obrebie jednej nici. Postulowane modele wykluczajg
mozliwo$¢ tworzenia wigzan z ugrupowaniami nalezagcymi do obu nici DNA. Spermidyna zawiera
w swojej strukturze dwie terminalne grupy NH;" i jedng -NH,"- oddzielone odpowiednio
tancuchem propyleno- i butylenowym. Przyjmujac konformacje o najnizszej energii odlegtosé
pomiedzy terminalnymi N,—N;y w czgsteczce wynosi 11,2 A. Taka budowa umozliwia PA
oddziatywania w obszarze obu nici.

W zaproponowanych modelach spermidyna moze oddziatywa¢ z atomami tlenu trzech

sgsiednich grup fosforanowymi lezacych w odlegtosci 11,9 A od siebie (rys. 16 A).

Rys. 16. Modele oddziatywan spermidyna — DNA.%

Obie terminalne grupy aminowe mogg tworzy¢ wigzania wodorowe z akceptorowymi atomami
azotu N7 zasad purynowych i atomem tlenu grupy fosforanowej wchodzgcymi w sktad duzej
bruzdy. W modelu, w ktérym spermidyna umieszczona jest w matej bruzdzie, autorzy proponujg
zarébwno oddziatywania elektrostatyczne (-NHs;* z O2-tyminy i O4-deoksyrybozy; -NH,"- z N3-
adeniny) jak i hydrofobowe z grupg 5’- metylenowg deoksyrybozy (rys. 16 B).

Whioski ptyngce z analiza widm oscylacyjnych kompleksu spermina — DNA potwierdzity

modele oddziatywan proponowane w pracach Ramireza.®"®

Wykazano, ze spermina
charakteryzuje sie wiekszg tendencjg do oddziatywan z ugrupowaniami lezgcymi w duzej
bruzdzie, a tworzenie mostkow pomiedzy grupami fosforanowymi nalezgcymi do przeciwnych nici

moze zachodzi¢ pomiedzy atomami nalezgcymi zarbwno do duzej jak i matej bruzdy.
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2.5 Oddziatywania poliamin kowalencyjnie zwigzanych z kwasami
nukleinowymi

W wielu pracach poruszane jest zagadnienie specyfiki oddziatywan komplekséw poliamin
z kwasami nukleinowymi.®®® Brak jednak badan majgcych na celu ustalenie swoisto$ci
oddziatywan poliaminooligonukleotydoéw z DNA lub RNA. Jedyne opublikowane prace dotyczg
prostych modyfikacji o charakterze alkilowym z terminalng grupg aminowg wigczonych do
tancuchéw kwasoéw deoksy- i rybonukleinowych. %98

Konformacja DNA jest kontrolowana przez wiele czynnikbéw, takich jak wigzania
wodorowe, oddziatywania van der Waalsa, elektrostatyczne odpychanie grup fosforanowych oraz
ilos¢ wigzanych czgsteczek wody. Kazda wigczona modyfikacja zaburza ten system powodujac
zmiany topologiczne. Selektywne wigczenie do jednostek nukleotydowych czasteczek
obdarzonych dodatnim fadunkiem moze wptywac¢ nie tylko na neutralizacje tadunkéw w grupach
fosforanowych, a analiza tego typu struktur moze by¢ wstepem do zaproponowania modelu
przyblizajacego nas do zrozumienia natury oddziatywan, poliamina — kwas nukleinowy.

Otrzymano  struktury krystalograficzne  duplekséw DNA:DNA  modyfikowanych
5-(N-aminoheksylo)karbamoilo-2’-deoksyurydyng (57) oraz hybryd DNA:RNA modyfikowanych
5-(N-aminoheksylo)karbamoilo-2’-O-metylourydyng  (56) (rys. 17 A). Analiza danych
rentgenograficznych miata na celu znalezienie korelacji pomiedzy zmianami konformacyjnymi
modyfikowanych duplekséw a ich funkcjami biologicznymi zwiaszcza powinowactwem do

wigzania z innymi makroczasteczkami i odpornoscig na dziatanie nukleaz.”

HZN\/\/\/\
NH O
DNA: 5'-CGCGAATXCGCG-3'

O NH
| N/& DNA: 3'-GCGCXTAAGCGC-5'
HO o
Brak modyfikacji: X =T
OH OCH, DD1: X =NU

DD2: X =NUm
5-(N-aminoheksylo)karbamoilo-
2'-O-metylourydyna (\Um)

56

DNA: 5-CXCTYCTZC-3'
RNA: 5-GAGAAGAAG-3'

HaN A~~~
2 NH o

(o] ‘ NH
N (0]
HO— :o: Brak modyfikacji: X =Y =Z =T
DR1:X=NUmY=2Z=T
OH DR2: X=Y=NUm,z=T

DR3: X =Y =Z =NUm
5-(N-aminoheksylo)karbamoilo-
2'-deoksyurydyna (NU)

57

Rys. 17. Struktura modyfikowanych analogéw nukleozydow (po lewej); sekwencje i miejsca modyfikacji (po
prawej).

We wszystkich modyfikowanych resztach ugrupowanie karbamoilowe przyjmuje

konformacje syn w stosunku do karbonylowego tlenu O4 modyfikowanej urydyny. Taka
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konformacja grupy karbamoilowej wymusza skierowanie fancucha heksametylenowego w strone
duzej bruzdy helisy DNA. Dodatkowo duza mobilnos¢ konformacyjna fancucha umozliwia
oddziatywanie grupy NHs" z resztami nalezgcymi do tej samej nici, do nici przeciwnej jak rowniez
z sgsiednim dupleksem oraz czgsteczkami rozpuszczalnika. Oddziatywania, ktére majg miejsce
pomiedzy tancuchem aminoheksametylenowym i szkieletem fosforanowym wplywajg na
neutralizacje tadunkéw szkieletu, co moze ttumaczy¢ duze powinowactwo tych modyfikacji do
docelowych kwasow nukleinowych. Z danych termodynamicznych wynika, ze w przypadku
zmodyfikowania pozycji 8 w jednej nici i 20 w nici komplementarnej (rys. 17 B, dupleks DD2)
pierscien rybozy U, przyjmuje konformacje C3’-endo typowg dla formy A-DNA. Autorzy
sugerujg, ze zmiana geometrii szkieletu helisy jest powodem obnizenia temperatury topnienia i
zwigzanego z tym efektu destabilizujgcego. Dzieki temu, ze oligonukleotydy z resztami NU tworzg
dupleksy (rys. 17 B dupleks DD1) przyjmujgce konformacje prawoskretnej formy B-DNA, mogg
by¢ wykorzystane w terapii antygenowej, poniewaz nie obnizajg powinowactwa modyfikowane;j
nici do wigzania sie z docelowym DNA. W badanych oligonukleotydach serii rybo, reszty cukrowe
przyjmujg konformacje charakterystyczne dla formy A-RNA i w konsekwencji mogg byc¢
substratami w terapii antysensowej. Ponadto wprowadzenie w dupleksie DD2 modyfikacji 2’-O-
metylowej zmienia zarowno wielko$¢ matej bruzdy helisy jak i jej warstwe hydratacyjng. Zmiany
te majg wplyw na odporno$¢ nukleazowa duplekséw. Modyfikacja w pozycji 2’-rybozy tworzy
zawade przestrzenng, w konsekwencji mata bruzda ulega poszerzeniu, co wptywa na obnizenie
powinowactwa nukleaz do wigzania sie do szkieletu fosforanowego.

Li i wspotpracownicy przeprowadzili badania wykorzystujgce technike spektroskopii
rezonansu jgdrowego, majgce na celu okre$lenie sposobu oddziatywan pomiedzy dodatnio
natadowanymi taricuchami aminopropylowymi kowalencyjnie zwigzanymi w dupleksie DNA i ich

wplyw na strukture kwasu nukleinowego (rys. 18).%’

Modyfikowany Dodekamer Drew'a - Dickersona

HO o 5'- CGCGAATXCGCG - 3'
3'- GCGCXTAAGCGC - 5'

Rys. 18. Struktura modyfikowanego nukleozydu i modyfikowana sekwencja

Analiza widm 2D NOESY dupleksu DNA pozwolita na zidentyfikowanie 19 dodatkowych
sygnatéw, ktére sg wynikiem oddziatywanh pomiedzy fancuchem aminoalkilowym a DNA.
Potwierdzono réwniez, ze oddziatywania te nie zaburzajg parowania zasad typu Watsona-Cricka,

a czgsteczka DNA przyjmuje prawoskretng forme B.

35



WSTEP TEORETYCZNY

AS

A B C
0,3 0,3 0,3
0,2 0,2 0,2
0,11 01 0,14
o.l'.ll_‘_ m lm |rJ|_|'.|l__Ll_ 5 oJ‘].':.IJl,F_IalI,.IJ.Jl‘ﬂlleIl 2 °']'T]'T“I'TI‘ LIk
-0,1 -0,1 -0,11
024 0.2 0,21
.03 -03 -03
Nukleotydy Nukleotydy Nukleotydy

A — protony duzej bruzdy (czarny H8-Gua/Ade lub H6 Cyt/Thy; bordowy H5-Cyt lub CHs-Thy)
B — protony matej bruzdy (czarny H1’; bordowy H2’; zo6tty H2”)
C — atomy fosforu

AS = [Soligonukleotyd modyfikowany — 60Iigonukleotyd niemodyfikowany] (Ppm)

Rys. 19. Roznice przesunieé chemicznych protonéw duplekséw w kompleksie ze sperming i bez poliaminy.

Zréznicowanie widm modyfikowanego i niemodyfikowanego dupleksu dotyczy gtéwnie
protondw pochodzacych od samej modyfikacji (rys. 19). Nieznaczny wzrost trwatosci
modyfikowanego DNA wynika z braku dodatkowych oddziatywan pomiedzy tancuchem
aminoalkilowym a kwasem nukleinowym. W efekcie zaobserwowano tylko niewielkie roznice
w przesunieciach chemicznych protonéw wchodzgcych w sktad obu duplekséw. Z wykonanych
widm 2D NOESY wynika, ze wprowadzony tancuch umiejscowiony jest na dnie duzej bruzdy
Z grupg w-aminowg skierowang w kierunku 3’ od miejsca modyfikacji. Dowodem takiej orientaciji
tancucha jest zmiana przesuniecia atomu fosforu tworzacego pierwsze wigzanie fosfodiestrowe
pomiedzy modyfikowanym nukleozydem a sgsiednig resztg C9 (rys. 19 D). Modelowanie
molekularne oraz zmiany przesunie¢ w widmie P NMR pomiedzy C9-G10 wskazujg, ze
obdarzona tadunkiem dodatnim grupa aminowa oddziatuje z atomem tlenu O6 reszty guaniny w
parze C3-G10 powodujgc lokalne zmiany konformacji helisy. Obserwacje te zostaty poparte
badaniami ‘odcisku palca’ (ang. fingerprinting), w ktérych w wyniku wprowadzenia alkilowe;j
modyfikacji selektywnie zatrzymano w kierunku 3’ metylowanie N7 guaniny przez N-metylo-N-
nitrozomocznik (MNU).”

W innym laboratorium wykonano analize termodynamiczng tego samego dupleksu
modyfikowanego dwiema resztami 3-aminopropylo-2’-deoksyurydyny (rys. 18).° W badaniach
tych autorzy pokazali, ze modyfikacje sg przyczyng lokalnych zmian w strukturze dupleksu, a
takze obnizenia jego trwatosci. Umieszczenie tancucha kationowego wywiera efekt
destabilizacyjny gtébwnie ze wzgledu na widoczng redukcje udziatu oddziatywarn warstwowych

pomiedzy parami zasad i zmiane ilosci wigzanych czasteczek wody w modyfikowanym dupleksie.
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Wykres 2. Dane termodynamiczne dupleksu i spinki zawierajgcych wigczony tancuch kationowy. Po lewej dane
termodynamiczne (niebieski AAG bordowy AAH, zbtty A(TAS); po prawej wigzanie sie jondw i
czasteczek wody (niebieski AAnna*, bordowy AAnw).

Zdaniem autoréw, zmiany te sg wynikiem usuniecia czgsteczek wody, z obszaréw zajmowanych
przez obdarzone tadunkiem grupy funkcyjne aminy i unieruchomienia wody strukturalnej
(czgsteczki wody otaczajgce polarne i niepolarne grupy). Wszystkie wyniki sg zgodne z
badaniami NMR modyfikowanego dupleksu oraz ukazujg lokalne deformacje strukturalne w
kazdym miejscu modyfikaciji.
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3. BADANIA WLASNE

3.1 Miejsce modyfikacji poliaminowej a trwatos¢ struktury dupleksu DNA —
— analiza termodynamiczna

Znajomo$¢ wiasciwosci termodynamicznych kwaséw nukleinowych pozwala ustali¢
wewnatrz- i miedzyczasteczkowe oddziatywania wazne dla drugorzedowej struktury DNA lub
RNA. Badajgc oddziatywania poliamin z kwasami nukleinowymi wykazano ich role w stabilizacji
struktur dwu- i tréjniciowych. PA zwiekszajg réwniez trwatoS¢ syntetycznych DNA o anomalnych
sekwencjach, sekwencjach z niesparowaniami oraz ‘podnoszg’ temperature topnienia (Tm)
dupleksow z wybrzuszeniami i struktur typu szpilki do wtosow. W literaturze opisano rowniez
efekt stabilizacyjny oraz destabilizacyjny poliaminooligonukleotyddéw w strukturach dupleksowych
i trypleksowych4°'43'45'51. Oddziatywania poliamina-kwas nukleinowy zalezg od kilku czynnikow.
Jednym z najistotniejszych jest struktura poliaminy, czyli dtugos¢ tancuchow alkilowych oraz
liczba grup aminowych. W przypadku poliaminooligonukleotydéw nalezy bra¢ pod uwage liczbe
modyfikowanych jednostek wigczonych do nici kwasu nukleinowego oraz miejsce ich
usytuowania.

W Pracowni Chemii Biokoniugatow IChB PAN od lat prowadzone sg badania wlasciwosci
fizykochemicznych  poliaminooligonukleotydéw. Przemystaw Godzina w swojej pracy

doktorskiej'®

zmodyfikowat synteze poliaminooligonukleotydéw oraz przeprowadzit wstepng
analize wtasciwosci modyfikowanych oligomerdéw z wykorzystaniem bibliotek kombinatorycznych.
Zaobserwowat miedzy innymi wzrost powinowactwa poliaminooligonukleotydu do
komplementarnej jednostki kwasu nukleinowego. W tych samych warunkach eksperymentalnych
(0,1 M NaCl, 5% formamid) przeprowadzit reakcje hybrydyzacji biblioteki oligonukleotydowej i
poliaminooligonukleotydowej z komplementarng sondg molekularng. Okazato sie, ze tworzenie
struktury dwuniciowej miato miejsce tylko w przypadku hybrydyzaciji z
poliaminooligonukleotydami. W kolejnym eksperymencie zastosowat niekomplementarng sonde
oligonukleotydowa. Pozwolito to oszacowac udziat oddziatywan niespecyficznych, tzn. takich,
ktore prowadzity do tworzenia sie kompleksow bez uczestnictwa komplementarnych par zasad
(rys. 20). Mozliwymi czynnikami powodujgcymi tworzenie sie kompleksu byly oddziatywania
elektrostatyczne obdarzonych dodatnim tadunkiem tancuchéw poliaminy z ujemnymi fadunkami
szkieletu fosforocukrowego. Zaobserwowat réwniez obnizenie trwatosci niektérych kompleksow
tworzonych przez oktamery kombinatorycznej biblioteki (XXXXT,; X=dC/dC®) z komplementarng
sondg w roztworze o wysokim stezeniu soli. Podobnie jak w przypadku wcze$niejszych badan

1

DNA o charakterze poliaktionowym."®' Przemystaw Godzina stwierdzit, ze powinowactwo
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poliaminooligonukleotydu do niemodyfikowanego komplementarnego oligonukleotydu jest
zwigzane ze zmianami stezenia soli w $rodowisku hybrydyzacyjnym. W przypadku
niemodyfikowanych duplekséw DNA obserwuje sie wzrost ich trwatosci przy wyzszych stezeniach
soli, odwrotnie niz w przypadku dupleksow modyfikowanych poliaminonukleotydami. Wysunieta
zostata hipoteza, Zze trwato$¢ struktur drugorzedowych jest zmienna w zaleznoéci od liczby
wprowadzonych modyfikowanych jednostek nukleotydowych. Wprowadzenie duzej liczby PA
moze nie tylko znaczaco zmieni¢ wiasciwosci fizyczne i chemiczne fragmentu kwasu
nukleinowego, ale i jego zdolnos¢ do hybrydyzaciji.

sonp2 30 CCCCTTTTC

(7
SPAOCL1 5'€®
oot 3¢ OKPTTTWHPs)

W -

2
;
g
4

AmFAl =
C HO\l o

Watson-Crick interactions

Electrostatic interactions between positively
charged spermine moieties and a negatively
charged polyphosphate backbone

Rys. 20. Schematyczne przedstawienie eksperymentu, w ktorym biblioteka poliaminooligonukleotydowa
SPAOCL1 oddziatuje elektrostatycznie z niekomplementarng sondg SONPL2.'®

Z kolei badania przeprowadzone przez dr Or’fowskaL41 dotyczyty analizy trwatosci dwu- i
tréjniciowych struktur DNA. Stosowane poliaminooligonukleotydy, pochodzity z wczes$niej
otrzymanej biblioteki kombinatorycznej (dC/dC%"),T,.*" Analiza polipirymidynowego 8-meru
d(C4T4) modyfikowanego poliaminonukleotydem (dC°) w jednej z nici, wykazata wzrost trwatosci
powstajgcych struktur w przypadku wigczenia jednej modyfikacji, niezaleznie od miejsca jej
usytuowania w nici oktameru. Badania byly prowadzone w roztworach o 1 M i 0,1 M stezeniu
NaCl. Dla oligomeréw zawierajacych wigcej niz jedng reszte dC" Anna Ortowska obserwowata
zarowno efekty stabilizacji jak i destabilizacji struktur drugorzedowych, a w przypadku
wprowadzenia czterech jednostek dCSP nie zaobserwowata tworzenia sie dupleksu. Wykonane
zostaly rowniez badania trwatosci pirymidynopurynowego dupleksu autokomplementarnego w
roztworze o 0,1 M i 1 M stezeniu soli. W tym przypadku modyfikowane byty obie nici poprzez
wprowadzenie odpowiednio 3 (d(AC’GTACGT)) i 6 (d(ACSPGTACSPGT)) tadunkow dodatnich w
wyniku kowalencyjnego zwigzania z oligonukleotydem reszty sperminy. Otrzymane wyniki
dotyczace badan dupleksu (d(ACSPGTACGT)) pokazaly mniejszy efekt destabilizacyjny w
roztworach o nizszym stezeniu soli, co potwierdza wcze$niejsze obserwacje dotyczace

wiasciwosci duplekséw modyfikowanych poliaktionami.’®"%" w przypadku wtgczenia czterech
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modyfikacji (schemat ponizej) w komplementarnych niciach nie obserwowano tworzenia sie
dupleksu.
5'-AdC*G T A dC*»G T-3'

e 6 6 o606 o o O
3-T G dC*A T G dCsA-5'

Badania te miaty charakter wstepny, dlatego podjetam probe bardziej systematycznych
badan termodynamicznych, w celu uzyskania odpowiedzi na temat zaleznosci efektu
stabilizacyjnego od miejsca wprowadzenia jednostek poliaminowych, ich ilosci oraz oddziatywan
pomiedzy wtgczonymi resztami aminoalkilowymi.

Postanowitam zsyntezowa¢ dwa rodzaje modyfikowanych poliaminooligonukleotydéw.
Pierwszym rodzajem byty oligomery zawierajgce dwie jednostki poliaminonukleotydowe w jednej
z nici (tabela 6 A). Drugim byly oligomery zawierajagce po jednej modyfikacji w niciach
komplementarnych  (tabela 6 B). Dodatkowo przeprowadzitam analize oktameru
(5-GTCGGCTG-3"; 5-CAGCCSPGAC-3') modyfikowanego jedna resztg dC (tabela 7 D), ktory
wykorzystatam w badaniach strukturalnych za pomocg spektroskopii NMR (doktadne omowienie

tematu rozdziat 5.1)

Tabela 6. Otrzymane poliamino-2'-deoksyoligonukleotydy; X = dc*?

A B

Symbol Sekwencja (553)  Ganouely Symbol Sekwencja (553)  Ganouwly
DOD1 CTC ACA TGC GCG -1 DOD1-1 XTC ACA TGC GCG -8
DOD2 CGC GCATGT GAG -1 DOD2-1 XGC GCA TGT GAG -8

DOD1-11 XTC ACA TGC GXG -5 DOD1-3 CTX ACA TGC GCG -8

DOD1-9 XTC ACA TGX GCG -5 DOD2-3 CGX GCA TGT GAG -8

DOD3-9 CTX ACA TGX GCG -5 DOD1-5 CTC AXA TGC GCG -8

DOD5-9 CTC AXA TGX GCG -5 DOD2-5 CGC GXA TGT GAG -8

Do badan wybratam sekwencje dodekameru Drew’a — Dickersona, ktéry zmodyfikowatam tak, by
zawierat jak najwiekszg mozliwg ilos¢ reszt deoksycytydyny (tabela 7 A) i nie byt dupleksem
autokomplementarnym. Ze wzgledu na zawarto$¢ oSmiu par GC w zmienionym dodekamerze
spodziewatam sie, ze utworzony dupleks referencyjny bedzie charakteryzowat sie duzg
trwatoscig termodynamiczng. Poniewaz z badan Anny Ortowskiej wynika, ze oligomery
modyfikowane dwiema resztami poliaminonukleotydu w komplementarnych niciach obnizajg
trwatos¢ duplekséw, prowadzone przeze mnie badania miaty na celu sprawdzenie wyzej
wymienionych obserwacji w odniesieniu do wybranego dupleksu.

Najpierw zbadatam wiasciwosci duplekséw z dwiema modyfikacjami w jednej z nici. W

badanych przez Anne Ortowska kompleksach z dwiema jednostkami dCSP (catkowity tadunek
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oligomeru -1) obserwowano dwa rodzaje efektow. Jezeli modyfikacje dC®P byly rozdzielone jedng
niemodyfikowang reszta deoksycytydyny (XCXCT,; X = dC%P) trwato$é dupleksu byta wyzsza
(AAG = 1,5 kcal/mol), rowniez gdy reszty dcse wystepowaty obok siebie na koncu 5’ oligomeru
(XXCCT,, X = dCSp) obserwowano wzrost AG o 1,5 kcal/mol. Dla sekwenciji
poliaminooligonukleotydowej CXCXT, (X = dC°) zanotowano spadek trwatosci struktury
dwuniciowej w roztworze o wyzszym stezeniu soli (1 M NaCl), natomiast wzrost trwato$ci tego
samego dupleksu w roztworze o stezeniu soli 0,1 M.

Moje obserwacje wiasciwosci termodynamicznych poliaminooligonukleotydéw wskazuja,
ze wigczenie dwoéch reszt dC® (catkowity fadunek -5) nieznacznie obniza trwato$¢ powstatego
dupleksu (tabela 7 B). Rdznica energii swobodnej (AAG) dla wszystkich badanych dupleksow
lezy w zakresie ok. 2-3 kcal/mol niezaleznie od miejsca modyfikacji. Spadek trwatosci badanych
przeze mnie duplekséw w przeciwienstwie do obserwowanego wzrostu trwato$¢ dupleksu
(XCXCT4:A4G,) oraz dupleksu (XXCCT4:A4G4) moze mie¢ zwigzek z obnizeniem catkowitego

tadunku oligomeru (wewnatrzczgsteczkowa ‘neutralizacja’), jak i z sekwencjg zasad.

18+
5,46
16
13,3 & 13,37
14+ 12,5112,83 ——=12 46 ’
12 1,07
2
= 104
3]
X
5 8
2
6,
4]
2,
0
N -~ [e>] (o] (o) -~ [32] w
a A - o) o) I N I
o - o a Q a Ao A
o 8 O O O O O O
- a Ao 0o a a o
a] o Y )
o B .
o o o o
o] o] o
a a 0o
m - dupleks referencyjny
dupleksy modyfikowane dupleksy modyfikowane
poliaminooligonukleotydem w jednej poliaminooligonukleotydami w
Z nici. niciach komplementarnych.

Wykres 3. Wykres wptywu modyfikacji poliaminowej na trwato$¢ duplekséw.

W  przypadku duplekséw z jedng modyfikacja w niciach komplementarnych
obserwowatam réwniez obnizenie trwatosci ukltadéw dwuniciowych. Obserwacja ta potwierdza
wczesniejsze wyniki z pracy dr Ortowskiej. Badania trwatosci autokopmlementarnych oktameroéw,

ktére zawieraty po jednej modyfikacji w nici (catkowity tadunek -4) pokazaty obnizenie trwatosci
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duplekséw. Zaobserwowano réwniez, ze zmiana stezenia soli w roztworze hybrydyzacyjnym
wptywa nieznacznie na trwatos¢ struktury dwuniciowe;.

Najwyzszg energie swobodng AG wykazywat dupleks z poliaminami zwigzanymi
kowalencyjnie i potozonymi na trzecim miejscu od konca 5’-oligomeru (wykres 3). Natomiast
dupleks, w ktérym obie modyfikacje rozdzielone byly dwiema parami zasad AT charakteryzowat
sie wiekszg trwatoscig (tabela 7 B, wers 2). Obserwacje te wskazujg, ze bliskie sgsiedztwo
jednostek modyfikowanych, nie musi wptywac niekorzystnie na trwato$¢ dupleksu. W badanych
przeze mnie dupleksach catkowity tadunek, po wtaczeniu reszty dC* do kazdej nici wynosit -8, w
oktamerach autokomplementarnych -4. Mimo, réznej dtugosci i réznej sekwencji dupleksow efekt
destabilizacyjny byt podobny (ok. 1,5 — 4 kcal/mol).

Badania termodynamiczne modyfikowanego dupleksu dodekameru Drew’a- Dickersona
potwierdzajg wczesniej uzyskane wyniki. TrwatoS¢ duplekséw z poliaminooligonukleotydami
zalezy od dtugosci i sekwencji zasad oligomeru, jezeli reszty modyfikowane wtgczone sg do tej
samej nici. Jezeli w badanych dupleksach, zawierajgcych po dwie reszty sperminy
obserwowatam podobne zmiany trwatosci, moge stwierdzi¢, ze oddziatywania pomiedzy resztami
sperminy nie ‘przeszkadzajg’ w efektywnym oddziatywaniu z czgsteczkg DNA.

Przeprowadzone badania sugerujg, ze wysoka trwato$¢ badanych struktur jest czeSciowo
zwigzana z neutralizacjg fadunku szkieletu fosforanowego, co wptywa korzystnie na tworzenie sie
dupleksu. W zwigzku z tym, ze nieznany jest doktadny model oddziatywan poliamin z kwasami
nukleinowymi mozemy postulowaé, ze niekorzystny efekt energetyczny moze by¢ zwigzany np. z
lokalnym ostabieniem wigzan wodorowych par sgsiadujgcych z modyfikacjami.

Badania termodynamiczne oktameru z wtaczong jedng resztg dC®” (tabela 7 D) sg

zgodne z wczesniejszymi obserwacjami wiasciwosci poliaminoligonukleotydéw wchodzgcych
w sktad badanej biblioteki kombinatorycznej. Analiza 8-meru d(C4T4) modyfikowanego jedng
resztg dC®", wykazata wzrost trwatosci powstajacych struktur AG o okoto 2-2,5 kcal/mol
(stezenie soli 1 M NaCl). W badanym przeze mnie oktamerze obserwowany wzrost trwatosci
dupleksu wynosit 0,5 kcal/mol (stezenie soli 0,1 M NaCl). Obserwowany efekt moze by¢
zwigzany miedzy innymi z wybrang sekwencjg zasad.
Wykonane analizy potwierdzajg wcze$niejsze badania Swiadczgce o duzym powinowactwie
poliaminooligonukletydow do komplementarnych sekwencji DNA. Rozszerzenie badan
trwatosci duplekséw w roztworach o nizszym i wyzszym stezeniu, pozwoli zweryfikowac
uzyskane obserwacje. Nadal nie ma jednoznacznej odpowiedzi, w jaki sposdb poliamina
oddziatuje z kwasem nukleinowym.

Podjetam, wiec probe okreSlenia czynnikbw odpowiedzialnych za trwatos¢
termodynamiczng duplekséw zawierajacych reszty dCS°. Wyniki badan przedstawione w
nastepnym rozdziale, pozwolity otrzymaé struktury dwéch duplekséw DNA, z ktérych jeden

zawiera wigczong kowalencyjnie reszte dC*.
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3.2. Ustalenie struktury dupleksu zawierajacego modyfikacje reszta dC° oraz
dupleksu referencyjnego

Poliaminy wykazujg wysokie powinowactwo do ujemnie natadowanych kwasoéw
nukleinowych. Obdarzone dodatnim tadunkiem czgsteczki wzmacniajg odpornos¢ kwasow
nukleinowych na chemiczng jak i enzymatyczng degradacje i utatwiajg formowanie struktur
drugo- i trzeciorzedowych.'® Jak wczesniej wspominatam, mimo ze funkcje biologiczne poliamin i
ich biokoniugatéw sg przedmiotem intensywnych badan, to doktadny mechanizm dziatania PA w
komérce nadal nie zostat w pelni poznany. Analogi kwasow nukleinowych zawierajgce
kowalencyjnie zwigzane reszty poliamin mogg przyblizy¢ nas do zrozumienia natury oddziatywan
poliamina — kwas nukleinowy. W celu okreslenia sposobu oddziatywania pomiedzy kowalencyjnie
wigczong resztg sperminy a czgsteczkg DNA, postanowitam wykorzysta¢ metode spektroskopii
rezonansu magnetycznego NMR. Badania prowadzitam pod kierunkiem doc. dr hab. Zofii
Gdaniec z Grupy Biomolekularnego NMR Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN. Eksperymenty
NMR pozwolity mi otrzymac dane, ktdére wykorzystatam do okre$lenia struktur przestrzennych
dwoch dupleksow o identycznej sekwencji zasad: modyfikowanego dupleksu B i dupleksu
referencyjnego A (rys. 21).

Na drodze syntezy chemicznej otrzymatam oktamer, ktéry zawierat modyfikowany
nukleotyd — dCS° (rys. 22). Przeprowadzitam badania trwatosci dupleksu powstatego
poliaminooligonukleotydu z komplementarng nicig DNA. Poréwnanie trwatosci termodynamiczne;j
dupleksu zawierajagcego modyfikacje w stosunku do czasteczki referencyjnej wskazuje na

niewielki wzrost trwatosci dupleksu zawierajgcego reszte dC®P (tabela 8).

5-G;T,C; G, G5C¢ T, Gg -3’ 5-G1T,C3 G4 G5 C¢T; Gg -3’
e 6 6 6 6 0 0 O e 6 6 6 o o o o
3" - C16A15G14C13C12G11A1,Cy - 5' 3" - C16A15G14C13dC°G4A4(Cy - &'
A B

Rys. 21. Struktura drugorzedowa duplekséw referencyjnego A i modyfikowanego B jedng resztg dC*". Tabela
zawiera parametry termodynamiczne badanych oktamerow (X = dC®P).

Tabela 8. Parametry termodynamiczne badanych oktameréw (X = dCSp)

DNA N oA -AG®s Tu -AG®y Tw AAG®s ATw [°C]
(5'—>3) (5-3) [kcal/mol] °’c [kcal/mol] [°C] [kcal/mol] M
GTCGGCTG CAGCCGAC 9,21+0,10 50,1 9,15+0,08 50,5 0 0
GTCGGCTG CAGXCGAC 10,0£0,43 54,2 9,65+0,01 54,4 -0,52 +4

Interesowato mnie, czy poznanie struktury przestrzennej obu duplekséw pozwoli na znalezienie

zrodta odpowiedzialnego za wzrost trwatosci dupleksu z dc*®.
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3.2.1. Przypisanie sygnatow rezonansowych w widmach NMR dla dupleksu
referencyjnego i modyfikowanego reszta dC*?

Analiza widm 'H NMR w DO
Jednowymiarowe widma "H NMR badanych duplekséw (A i B) wykonane w D,O w

temperaturze 25 °C przedstawione sg na rysunku 23.

Numeracja i oznaczenie atoméw
tancucha sperminy stosowane w
H,* badaniach NMR:
1 3 1 3 N2 2" NH.*
H\N/\z/\N/\zv/\fBY\s/ y  |SpCHa)-
Hy* Sp CHz(2) -
a
I ‘i Sp CHa(3) — 3
: N0 Sp CHx(1") -1’
Sp CHy(2') -2’
Sp =
dcr= O kOJ Sp CH(3) - 3
o Sp CHy(4') - &4
S Sp CHx(17)—-1”
Sp CHy(2”) - 2”
Dla okreslenia nazw deoksynukleotydéw uzyto skrotow Sp CHz(3") - 3”
jednoliterowych: A, C, G, T bez przedrostka d.
Jedynie dla wyraznego rozréznienia poliamino-2’-deoksycytydyny SpNH:" (o) -
modyfikowanej resztg sperminy uzywany byt zapis: dc*P. SpNH:*(B) - B
2
SpPNH3'(v) - v

Rys. 22. Schemat modyfikowanej reszty deoksycytydyny dC®. Oznaczenie atoméw fancucha sperminy oraz ich
numeracja stosowane w badaniach struktury modyfikowanego dupleksu.

Sygnaly rezonansowe obu dupleksow koncentrujg sie w czterech charakterystycznych dla
czgsteczek DNA zakresach spektralnych (rys. 23):

» 6,5- 8,5 ppm — sygnaty pochodzgce od protonéw H2 reszt deoksyadenozyny, H6
pirymidyny i H8 puryny,

» 5,2 — 6,3 ppm — sygnaly pochodzace od protonéw H5 reszt deoksycytydyny
i protonéw anomerycznych H1',

» 3,7 — 5,1 ppm — sygnaty pochodzace od protondéw reszt deoksyrybozy H3', H4',
H5'i H5",

> 1,3 — 3,2 ppm — sygnaty pochodzgce od protonéw reszt deoksyrybozy H2', H2"
i grupy metylowej tymidyny.

W widmie modyfikowanego dupleksu (rys. 23 B) widoczne sg dodatkowo sygnaty
pochodzgce od protondw reszty sperminy, ktore znajdujg sie w zakresie przesunie¢ chemicznych
1,3 — 3,2 ppm. Obecnos$¢ tych dodatkowych sygnatdéw w regionie, gdzie wystepujg sygnaty
pochodzace od protonéw H2'/H2" deoksyrybozy prowadzi do silnego zageszczenia sygnatow, co
utrudniato ich identyfikacje.
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B. Widmo 1D '"H NMR dupleksu modyfikowanego

Rys 23. Widma 1D 'H NMR obu dupleksow (A i B) wykonane w temperaturze 25 °C w D,O (600 MHz). Nad
widmami zaznaczono charakterystyczne zakresy wystepowania sygnatbw rezonansowych
pochodzacych od protonéw H2, H6 i H8; protonéw HS5 i H1'; pozostatych protondéw pierscieni
deoksyrybozy, grup metylowych reszt tymidyny oraz taricucha alifatycznego sperminy.

Istotnym elementem w analizie strukturalnej czasteczek kwasow nukleinowych metodami
spektroskopii NMR jest wysoka czysto$¢ badanej probki. Analiza widm 'H NMR wykazata, ze
prébka dupleksu referencyjnego nie zawiera zanieczyszczen, ktére mogtyby utrudniac
interpretacie widm NMR. W widmie '"H NMR modyfikowanego dupleksu widoczne sg pasma
absorpcyjne (w zakresie 3,0 — 3,3 i 1,0 — 1,2 ppm) pochodzace od zanieczyszczen, ktorych nie
udato sie catkowicie usung¢ w procesie oczyszczania probki. W trakcie procedury przypisywania
nalezato wzig¢ pod uwage wystepowanie tych dodatkowych sygnatéw, ktére mogty dawacé
sygnaty korelacyjne w widmach dwuwymiarowych, nie nalezace ani do czgsteczki dupleksu ani
nie bedace czescig oddziatywan pomiedzy protonami reszty sperminy a oktamerem.

Na podstawie analizy widm jednowymiarowych nie jest mozliwa petna identyfikacja i
jednoznaczne przypisanie sygnatéw nawet, jezeli widma 'H NMR zawierajg dobrze rozdzielone
linie rezonansowe. Dalszg analize przeprowadzitam w oparciu o serie dwuwymiarowych
eksperymentéow homojadrowych ('"H-'H NOESY, 'H-'H E.COSY, 'H-'H TOCSY) i

45



BADANIA WEASNE

heterojadrowych ('H-*C HSQC i 'H-*'P HSQC), wykorzystujgc do przypisan sygnatow

standardowe procedury'®

Rys. 24. Schemat wewnatrzczgsteczkowych oddziatywan dipolowych H6/H8;)-H1')-H6/H8;+1) tworzacych tzw.
Sciezke NOE w prawoskretnych regularnych strukturach B-DNA.

Przypisywanie przesunie¢ chemicznych poszczegdinym protonom w obu dupleksach
DNA rozpoczetam od analizy widm 2D NOESY (rys. 25). Pierwszy z analizowanych regionéw to,
tak zwany, region anomeryczno-aromatyczny. W regionie tym obserwuje sie dwa rodzaje
sygnatéw. Pierwsze z nich sg wynikiem oddziatywan dipolowych pomiedzy protonami H5-H6
pochodzacymi od reszt deoksycytydyny. Protony te, oddalone od siebie o 2,43 A, dajg
charakterystyczne, silne sygnaty korelacyjne utatwiajgce ich przypisanie w widmach 2D NOESY.
Poprawnos$¢ przypisania protonéw HS5 i H6 reszt deoksycytydyny mogtam potwierdzi¢ za pomocag
widm typu COSY (np. E.COSY), gdzie obserwowane sg sygnaty korelacyjne pochodzace od
sprzezen skalarnych pomiedzy protonami oddalonymi od siebie najwyzej o trzy wigzania
chemiczne.

Druga grupa sygnatow to sygnaty o mniejszej intensywnosci, bedace wynikiem
intranukleotydowych H6/H8;-H1'; oraz internukleotydowych H6/H8(-H1';.1) oddziatywan.
Korzystajgc z wiedzy na temat wiasciwosci prawoskretnych, regularnych struktur B-DNA oraz
analizujgc obserwowane sygnaty NOE mogtam wyznaczy¢ Sciezke przenoszenia magnetyzacji
pomigdzy protonami H6/H8;-H1';-H6/H8+1). Wyznaczenie tzw. "Sciezki NOE" (ang. pathways)
jest mozliwe dzieki niewielkim odlegtosciom protonéw H6/H8; a protonami H1'j tej samej reszty
(ok. 3,8 A) oraz pomiedzy protonem H1'; a protonami H6/H8.. nastepnej jednostki
nukleotydowej (ok. 2,7 A) (rys. 24). Nieprzerwana $ciezka sygnatow pozwala, na jednoznaczne
przypisanie sygnatow H5/H6/H8/H1’ i Swiadczy o duzej stabilnosci struktury helikalnej obu
duplekséw. W analizowanym fragmencie widm 2D NOESY obserwuje sie dodatkowo stabe
internukleotydowe sygnaty NOE pochodzgce od oddziatywan pomiedzy protonami HG;-H5+1),

H8)-H5+1). Obecnos¢ tych sygnatéw utatwita wyznaczenie prawidtowej $ciezki NOE.
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B. Dupleks modyfikowany

Rys. 25. Region H2/H6/H8-H5/H1' widma 2D NOESY (tm = 400 ms) dupleksow A i B w D2O (600 MHz, 25 °C). W
widmie zaznaczone zostaty sekwencyjne $ciezki H6/H8;)-H1's)-H6/H8+1) obu nici dupleksu. Szarymi
prostokgtami wyréznione zostaty intranukleotydowe sygnaty H5-H6 reszt deoksycytydyny, a przerywane
linie wskazujg potozenie sygnatéw H2 reszt deoksyadenozyny.

Jednoznaczne przypisanie sygnatéw protonéw H2 odpowiednim resztom adenozyny byto
mozliwe dzieki obecnosci sygnatéw korelacyjnych do witasnego protonu H1' oraz do protonu
anomerycznego reszty sgsiadujgcej od strony 3'. W widmach 2D NOESY wykonanych w ciezkiej
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wodzie obserwowatam réwniez sygnaty pochodzace od oddziatywan pomiedzy protonami H2
reszt A10 i A15 z atomami wodoru H1’-G8 i H1’-C3 nalezacymi do nici komplementarnych, ktore

w tych warunkach jako jedyne potwierdzaty zawigzywanie struktury dupleksu (rys. 25).

o 1.8
1.9
C13H5/C13H2
{ c C16H5H2 © D
C13H5/C12H2 C12H5/C12H3 2.1
= é 2.2
2.3
13 24
o
Glanscranz C12H5/G11H2 =
x > H5/G5H2 0 2.6
O
4 CBHBIG5H2 2.8
. I
' o s |
-3.0
T T T T T 1 1 T T 1 T
6.3 6.2 6.1 6.0 5.9 5.8 5.7 5.6 5.5 5.4 53

Rys. 26. Region H5/H1'-H2'/H2" w widmie 2D NOESY (tm =400 ms) dupleksu A w D,O (600 MHz, 25 °C) z
wyréznionymi sygnatami korelacyjnymi pomiedzy protonami H1'-H2'/H2”(kolor zotty). Fioletowym
kolorem opisane sg sygnaty korelacyjne intra- i internukleotydowe pomiedzy protonami HS reszty
deoksycytydyny a H2'/H2” rybozy.

Sygnaly pochodzace od protonéw H2'/H2" obu duplekséw przypisatam na podstawie
analizy widm 2D NOESY z krotkim czasem mieszania (rys. 26). Na widmach tych, niezaleznie od
konformacji deoksyrybozy, ze wzgledu na mniejszg odlegtos¢ protonow H1'-H2" (ok. 1,2 A)
obserwuje sie bardziej intensywne sygnaty korelacyjne, niz sygnaty korelacyjne pochodzgce od
oddziatywan pomiedzy protonami H1'-H2' (ok. 2,2 A). Dla dupleksu B w rejonie H5/H1'-H2'/H2"
widoczne sg rowniez silne sygnaty korelacyjne wynikajgce z efeku NOE pomiedzy protonem H5
modyfikowanej reszty dC°" i obu protonéow SpCH,(1) taricucha sperminy oraz mniej intensywne
sygnaty pochodzace od oddziatywahn z protonami SpCHy(2) i SpCHy(3) (rys. 27). Ponadto w
regionie tym pojawiajg sie sygnaty NOE pomiedzy jednym z protonéw SpCHo(3) reszty sperminy i

protonem H5 reszty C13, lezacej po stronie 3’ od miejsca modyfikaciji.
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Rys. 27. Region H5/H1'-H2'/H2" widma 2D NOESY (tm =400 ms) dupleksu B w D,O (600 MHz, 25 °C) z
wyréznionymi sygnatami korelacyjnymi pomiedzy protonami H1'-H2'/H2”(kolor zielony). Fioletowym
kolorem opisane sg sygnaty korelacyjne intra- i internukleotydowe pomiedzy protonami H5 reszt
deoksycytydyny a H2'/H2” deoksyrybozy. Niebieskim kolorem zaznaczono korelacje pochodzace od
protonéw sperminy.

Poprawno$¢ przypisan sygnatow pochodzgcych od protonéw H2' mogtam potwierdzi¢
analizujgc region oddziatywan H8/H6-H2'/H2”. Obecnos¢ silnych intranukleotydowych
oddziatywan dipolowych jest wynikiem matej odlegtosci pomiedzy tymi protonami (rys. 28). W
strukturach DNA typu B mozliwe jest wyznaczenie sekwencyjnych $ciezek H2';—H6/H8j:1) i
H2"—H6/H8.1), poniewaz odlegto$¢ pomiedzy protonami H2'/H2" i H6 lub H8 nastepnej reszty
jest mniejsza niz 4 A. Na widmach obu badanych przez mnie duplekséw pojawienie sie
dodatkowych sygnatow NOE pomiedzy protonami H5-H2'/H2" i H5;-H2'/H2":4), potwierdza
poprawnos$¢ przypisan sygnatéw H2'/H2".

W regionie wystepowania sygnatow korelacyjnych H6/H8-H2'/H2" i H5/H1'-H2'/H2" w
widmie 2D NOESY dupleksu zawierajgcego reszte dC°° widoczne sg dodatkowo sygnaty
korelacyjne (rys. 28) pochodzace od oddziatywan NOE, w ktére zaangazowane sg protony reszty
sperminy. Na rysunku 28 widoczne sg oddziatywania pomiedzy protonami SpCHy(1) oraz
protonem H6 reszty dC®P. Widoczne sg rowniez sygnaty bedace wynikiem oddziatywan pomiedzy
protonem H8 deoksyguanozyny lezacej po stronie 5 miejsca modyfikacji a protonami SpCHo(1).
Wszystkie sygnaty pochodzgce od oddziatywan pomiedzy protonami sperminy a protonami reszty

czgsteczki zebratam w tabeli 10.
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Rys. 28. Region sygnatéw H6/H8-H2'/H2” w widmie 2D NOESY (tm = 400 ms) dupleksu B w D,O (600 MHz, 25
°C). W widmie zaznaczone zostaly sekwencyjne Sciezki H6/H8;)-H2';)-HE6/H8i+1)y i H6/H8;)-H2”)-
H6/H8+1) — kolorem zielonym dla gérnej nici, natomiast fioletowym — dla dolnej nici. Przerywane linie
wskazujg potozenie sygnatéw H6/H8 zasad heterocyklicznych. Niebieskim kolorem zaznaczono sygnaty
korelacyjne pochodzgce od oddziatywan, w ktére zaangazowane sg protony reszty sperminy.

Identyfikacja sygnatow rezonansowych protonéw H3' byta mozliwa na podstawie analizy
widm 2D NOESY wykonanych z czasem mieszania 400 ms, na ktérych widoczne sg intensywne
sygnaty korelacyjne pomiedzy protonami H2'-H3' (ok. 1,1 A) oraz H2"-H3' (ok. 1,75 A) (rys. 29).
Pomocne w identyfikacji przesunie¢ chemicznych protonéw okazaty sie widma typu COSY. W
widmach tych zaobserwowatam silne sygnaty korelacyjne pochodzace od sprzezen skalarnych
pomiedzy protonami H2'-H3'. Dla konformacji C2-endo deoksyrybozy sprzezenia te
charakteryzujg sie duzymi wartosciami 2J(H2'-H3’) (ok. 6 Hz). Dodatkowe informacje uzyskatam
analizujgc widma 'H-'P HSQC, w ktorych obserwowatam silne sygnaty korelacyjne H3'-P.1)
(rys. 36). Wykonane widmo TOCSY potwierdzito istnienie silnych, charakterystycznych dla
regularnych struktur B-DNA, oddziatywan skalarnych pomiedzy protonami H1'-H3' i dostarczyto
informaciji o przesunieciach chemicznych protonéw H3'.

Uzyskane informacje pozwolity mi potwierdzi¢ poprawnos$¢ przypisan protondéw H3' przez
i wyznaczyC nieprzerwane sekwencyjne sciezki NOE H6/H8;-H3';-H6/H8;.y w widmie 2D
NOESY.

Dla obu badanych duplekséw, A i B, na podstawie analizy widm homo- i heterojgdrowych
przypisatam réwniez sygnaty pochodzace od protonéw H4’ i H5'/HS”.

Wartosci przesunie¢ chemicznych obu badanych duplekséw zamieScitam w tabelach 11 i
12.
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Rys. 29. Region H2/H6/H8-/H3'/H4'/H5'/H5" w widmie 2D NOESY (tm = 400 ms) dupleksu B w D.O (600 MHz, 25

°C). W widmie zaznaczona

zostata sekwencyjna $ciezka H6/H8;)-H3';)-H6/H8;+1) — kolorem zielonym dla

jednej nici, natomiast fioletowym — dla drugiej nici.
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Rys. 30. Region H2'/H2"/Sp-H2'/H2"/Sp w widmie 2D NOESY (tm = 400 ms) dupleksu B w DO (600 MHz, 25 °C)
z wyréznionymi sygnatami korelacyjnymi pomigdzy protonami H2'/H2"-H2'/H2” (kolor zéttoczerwony).

Niebieskimi prostokgtami

zaznaczono protony sperminy ktére zostaly przypisane; fioletowymi

prostokgtami protony sperminy, ktérych nie udato sie przypisac.
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W  przydiagonalnym rejonie H2'/H2” widma 2D NOESY dupleksu B (rys. 30)
obserwowatam dodatkowo sygnaty pochodzace od protonéw reszty sperminy. W widmie
obserwowatam zaréwno sygnaty pochodzgce od oddziatywan pomiedzy protonami reszty

sperminy (rys. 31) jak i te pomiedzy protonami sperminy a resztg czgsteczki DNA (rys. 27 i 28).

Rys. 31. Schemat obserwowanych w widmie 2D NOESY sygnatéw pochodzacych od oddziatywan pomiedzy
protonami tahcucha sperminy.

Na rysunku 31 przedstawitam obserwowane oddziatywania pomiedzy protonami tancucha
aminopropylenowego reszty sperminy i protonami H5 i H6 reszty dC®. Dla czytelnosci rysunku
nie zaznaczytam oddziatywan pomiedzy geminalnymi protonami grup metylenowych tancucha
sperminy.

Na rysunku 30, niebieskimi prostokgtami zaznaczytam te sygnaty pochodzgce od
protondéw sperminy, ktére udato sie jednoznacznie przypisac (tabela 8). Sygnatéw od pozostatych
protonéw tancucha, nie udato sie przypisa¢ z uwagi na ich silne naktadanie. Sygnaty te zostaty
zaznaczone na rysunku 30 fioletowymi prostokatami. Nalezy zwrdci¢ uwage, ze sygnaly
pochodzgce od protonéw sperminy majg rézng faze. Przeciwna faza sygnatéw, zaznaczonych na
fioletowo, sugerowata, ze czes¢ tancucha sperminy wykazuje wiekszg ruchliwo$¢ konformacyjng

niz fragment tancucha sperminy zwigzany bezposrednio z resztg deoksycytydyny.

Lk

0.01 0.1 1 i0 100
0T

Rys. 32. Wykres zaleznosci wspotczynnika wzmocnienia (n) NOE od czasu korelacji (tc) i czestosci
rezonansowej ().
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Wynika to bezposrednio z zalezno$ci wspétczynnika wzmocnienia () NOE od czasu korelacji (t¢)
i czestosci rezonansowej (). Czas korelacji 1, okresSla czas w jakim czgsteczka lub jej fragment
wykonuje obrét o kat rowny 1 radianowi (360°/2x).

Jak wida¢ na rysunku 40 przedstawiajgcym zaleznos¢ maksymalnego wzmocnienia NOE
od ot. efekt ten jest ujemny dla duzych czasteczek, czyli takich, dla ktoérych jest spetniony

warunek:

ot >> 1

natomiast dla matych czgsteczek, gdzie spetniony jest tzw. warunek granicznego zwezenia:

0T << 1,
efekt ten jest dodatni.
W tabeli 9 przedstawione sg sygnaty pochodzgce od protonéw sperminy, ktére udato sie

jednoznacznie przypisaé, natomiast w tabeli 10 zebrane sg sygnaty pochodzace od oddziatywan

NOE pomiedzy protonami sperminy a resztg czgsteczki.

Tabela 9. Warto$ci przesunie¢ chemicznych Tabela 10. Efekt NOE obserwowany dla atomow
5 ( "H) sygnatow sperminy. wodoru fancucha sperminy w widmach 2D
NOESY.
Atomy wodoru Wartos$¢ przesunigcia Reszta Obserwowane Intensyw;loéé
sperminy d m : . sygnatu
(ppm) sperminy sygnaty korelacyjne korelacyjnego*
2,67 C%-H5 s
S|
SpCH,(1) C™-H6 m
SPCH,(1) G11-H8 w
1,99 SpCH,(2) s
SpCH,(3) s
1,72 Sp
SpCH.(2) C%-H5 m
: SpCHa(3) s
3,10 C%-H5 w
SpCH,(3) C13-H5 w
.y SpCH(3) SpCHs(1) s
' SpCH2(2) s
SpCH(1’) 1,85 , G4-H8 w
’ SpCH:(T’) SpCH,(3) s

*s-silny; m-$redni; w-staby
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Tabela 11. Wartosci przesunigé chemicznych & (ppm) 'H sygnatéw dupleksu A.

Reszta H6/H8 H2/H5/CH3 H1' H2'/H2" H3’ H4’ H5'/H5" amino imino
G1 7,96 — 6,00 2,77/2,77 4,8 4,22 3,86/3,8 | *
T2 7,55 1,32 6,17 2,30/2,59 4,92 | 433 4,17/4,17 — 14,0
C3 7,44 5,61 5,81 1,90/2,41 4,84 | 414 4,19/ = 6,97/8,63 —
G4 7,92 — 5,49 2,74/2,72 4,99 | 435 4,06/4,12 | 13,15
G5 7,86 — 6,07 2,64/2,85 503 | 4,46 4,2/4,15 = 13,03
Cé 7,37 5,39 5,9 1,97/2,46 4,79 | 4,16 4,15/4,3 6,78/8,26 —
T7 7,33 1,69 5,88 1,99/2,38 4,86 | 4,14 4,11/4,05 — 14,13
G8 7,94 5,94 6,17 2,63/2,39 4,70 | 4,18 4,09/4,11 | *
Cc9 7,67 7,83 5,62 1,94/2,37 4,69 | 4,04 3,72/3,73 7,06/8,18 —

A10 8,27 — 6,05 2,76/2,92 504 | 4,40 4,00/4,13 | —
G11 7,76 5,38 5,76 2,59/2,60 4,99 | 4,42 4,21/4,21 */* 12,85
C12 7,58 5,6 6,09 2,06/2,52 4,84 | 4,16 4,27/4,06 - 18,47 —
Cc13 7,48 — 5,37 2,06/2,35 4,84 | 4,07 4,28/ = 6,97/8,67 —
G14 7,92 — 5,69 2,74/2,82 5,03 | 4,39 4,03/4,12 1 12,85
A15 8,14 7,95 6,26 2,62/2,89 5,00 | 4,44 4,24/4,24 | —
C16 7,29 53 6,03 2,05/2,11 4,46 | 4,27 4,06/3,99 6,79/8,19 —

* . .
Sygnaty nie przypisane
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Tabela 12. Wartosci przesunigé chemicznych & (ppm) 'H sygnatéw dupleksu B.

Reszta H6/H8 H2/H5/CH3 H1' H2'/H2" H3’ H4’ H5'/H5" amino imino
G1 7,95 — 6,0 2,72/2,79 4,81 | 4,23 3,88/3,79 | *
T2 7,51 1,35 6,16 2,24/2,56 4,92 | 4,31 4,15/4,15 — 13,99
C3 7,46 5,64 5,7 2,0/2,41 4,86 | 4,13 4,01 7,06/8,63 —
G4 7,9 — 5,63 2,7/2,75 501 | 4,35 4,11/4,01 | 13,14
G5 7,77 — 5,94 2,62/,73 4,98 | 442 4,2/4,18 1 13,02
C6 7,39 5,32 5,93 2,01/2,47 4,77 | 4,18 4,23/4,11 6,69/8,25 —
T7 7,34 1,68 5,88 1,99/2,39 485 | 4,13 4,07/4,02 — 14,19
G8 7,92 — 6,17 2,66/2,37 47 4,17 4,08 | *
Cc9 7,68 5,96 5,62 1,82/2,32 4,68 | 4,04 3,71/3,69 7,5/8,5 —
A10 8,28 7,86 5,98 2,8/2,9 504 | 4,38 3,97/4,11 | —
G11 7,76 — 5,8 2,58/2,64 4,98 | 44 4,21/4,21 * 12,90
C12 7,35 5,26 5,96 2,04/2,45 4,8 4,22 4,05/4,16 6,42/8,16 —
C13 7,41 5,56 5,49 1,99/2,33 4,82 | 4,07 4,17 6,92/8,59 —
G14 7,91 — 5,61 2,71/2,77 5,00 | 4,35 4,02 1 12,93
A15 8,16 7,98 6,27 2,64/2,88 5,00 | 4,44 4,24/4,22 ** —
C16 7,31 5,32 6,03 2,07/2,13 4,46 | 4,00 4,27/4,05 6,43/8,17 —

* . .
Sygnaty nie przypisane
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Analiza widm '"H NMR w H,O.

Informacje o typie tworzacych sie par zasad uzyskuje sie dzieki analizie efektéw NOE
pochodzacych od wymienialnych protonéw zasad heterocyklicznych (rys. 34). W kwasach
nukleinowych wymiana protonéw aminowych i iminowych z otaczajacg je wodq zachodzi bardzo
szybko, nie mozna wiec ich obserwowa¢ w widmach wykonanych w ciezkiej wodzie. Widma

wykonuje sie, dlatego w wodzie zwyktej z niewielkim dodatkiem wody ciezkiej (6-10%).

1:;.9 l:;.B 13‘.7 1(;.5 1:1‘.5 13‘.4 1:;.3 13‘.2 13‘.1 If;.n 12;.9 1238 12‘.7 126 125 124 ppl‘ﬂ
Dupleks referencyjny (A) Dupleks zawierajacy reszte dc® (B)

Rys 33. Fragment widma 1D "H NMR (600 MHz, 90% H»0/10% D,0) obejmujacy zakres sygnatéw pochodzacych
od protondéw iminowych dupleksow A i B.

Dla obu badanych dupleksow sygnaty pochodzace od protonéw iminowych wystepujg w
zakresie 12,4 — 14,2 ppm. Jest to rejon charakterystyczny dla parowania zasad typu Watsona-
Cricka (rys. 33i 34).

Sygnaly protonéw iminowych pochodzacych od par CG lezg w rejonie 12 ppm i sg

oddzielone od regionu protonéw iminowych par zasad AT (ok. 13 ppm) (rys. 33 i 35).

Rys 34. Schemat przedstawiajgcy korelacje pochodzace od oddziatywan NOE dla protonow wymienialnych w
kanonicznych  parach  Watsona-Cricka. Liniami  przerywanymi zaznaczono oddziatywania
internukleotydowe pomiedzy komplementarnymi parami zasad, linig ciggtg oddziatywania w obrebie par
zasad.

Obserwacja w widmie 2D NOESY korelacji pomiedzy protonami iminowymi reszt

deoksyguanozyny a protonami aminowymi reszt deoksycytydyny pomogta mi w ich identyfikacji,
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gdyz protony aminowe lezg w tzw. odlegtosci NOE do protonéw H5, ktérych przypisanie znatam z
widm wykonanych w D,0.

Sygnaly pochodzace od protonéw iminowych par C6-G11 i C3-G14 w modyfikowanym
dupleksie naktadaty sie, natomiast w dupleksie referencyjnym sygnaty te sg czeSciowo
rozdzielone (rys. 33). Reszta dCSP posiada tylko jeden atom wodoru (N4H) zdolny do utworzenia
wigzania wodorowego. W widmie 2D NOESY dla sygnatu przy 8,45 ppm obserwowatam
korelacje do protonéw SpCHy(1) i SpCHy(2) reszty sperminy oraz do protonu iminowego przy
13,3 ppm i przypisatam go do protonu N4H (dCSP). Obecno$¢ oddziatywania N4H (dCSP) z
protonem iminowym reszty G5 (13,3 ppm) $wiadczyta o istnieniu w strukturze dupleksu
modyfikowanego pary dC®P-G5, w ktérej wigzania wodorowe tworzg sie na sposob Watsona-
Cricka.

W widmie 2D NOESY modyfikowanego dupleksu widoczny jest sygnat od oddziatywan

pomiedzy jednym z protonéw grupy aminowej reszty C13, a protonem H1 reszty G5.

A. 7 T2 G4 G5  GN/GI4 B.
1 [ 1 1 1 - ppm
—— |
S
f—r— e v
e e z ;‘ 6.0 % C D -
6.2 Q - Qo G
[-6.4 [—2
. = R o, = |,
6.6 o ©
C6H4,, - o
( ) 6.8
[6.5
€ CEHA HA, C16Ha,,-Ha,
C13H4p ~ [0 C3H4,-H4, C13H4,-H4, .
C13H4,  C3H4, e -
F7.2 e
F7a C9H4,-H4, o
76 S — -
A10H2 o — -
<> Aft5H2 =g 7.8 .
g = e .
C6H4 K e 80
(=) @ le2 ’,)w— e e — -
Bes s
8.4 __ 85
C13H4 C3H4, Vo
2.0

143 142 141 140 139 133 132 131 130 129 128  ppm 90 89 B8 87 86 85 84 B3 B2 81 BO 79 78 77 76 75 74 73 72 7.1 70 69

Rys 35. A. Zakres iminowo — aminowy widma 2D NOESY dupleksu B w H20/D20 (600 MHz, 10 °C); B. region
sygnatéw korelacyjnych pochodzgcych od protonéw aminowych.

Identyfikacja sygnatéw grup aminowych reszt deoksycytydyny jest stosunkowo tatwa, poniewaz
mozna je rozrozni¢ dzieki silnemu efektowi NOE pomiedzy geminalnymi protonami grupy
aminowej. Wszystkie sygnaty grup aminowych w dupleksach A i B zidentyfikowatam dzieki
obserwacji wewnatrzczasteczkowych korelacji z protonami H5 oraz miedzyczasteczkowych
oddziatywan NOE 2z komplementarng zasadg heterocykliczng. Protony uczestniczace w
tworzeniu wigzan wodorowych lezg w zakresie 8,0-8,8 ppm, natomiast sygnaty
niezaangazowanych w wigzania wodorowe protonéw aminowych reszt deoksycytydyny sg mniej
ekranowane i lezg w regionie 7 ppm. Brak w widmie NOESY sygnatéw pochodzacych od grup
aminowych reszt deoksyguanozyny jest zwigzany z posrednig szybkoscig rotacji tych grup w skali
czasu NMR, ktora powoduje poszerzenie sygnatow i utrudnia ich obserwacje.

Sygnaly iminowe pochodzace od par T2-A15 i T7-A10 przypisatam na podstawie

obserwowanych korelacji pomiedzy protonami iminowymi reszt T2 i T7 a protonami H2
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komplementarnych reszt deoksyadenozyny. Obecno$¢ tych sygnatow w widmach NOESY
rowniez Swiadczy o zawigzywaniu sie typowych par Watsona—Cricka. Sygnatéw pochodzacych
od protonéw iminowych reszt terminalnych nie mozna bylo przypisaé, gdyz wymiana tych
protondbw z wodg jest bardzo szybka. Przesuniecia chemiczne poszczegoélnych protonow
iminowych i aminowych majg zblizone wartosci (tabela 11 i 12) w obu badanych dupleksach.
Wskazuje to, ze przyjmujg one podobne struktury. W widmie 2D NOESY modyfikowanego
dupleksu widoczny jest sygnat od oddziatywan pomiedzy jednym z protonéw grupy aminowej
reszty C13, a protonem H1 reszty G5 z pary zasad C°P-G5.

Wartosci przesunie¢ chemicznych protonéw iminowych i aminowych dwéch badanych duplekséw

umiescitam w tabelach 11 i 12.

Analiza widm *'P NMR

Eksperyment 'H-*'P HSQC postuzyt mi nie tylko do przypisania sygnatéw rezonansowych
¥P, ale takze pomogt wyznaczyé i potwierdzié stuszno$é przypisan protonéw H3' w obu
dupleksach (rys. 36). Ponadto analiza widm 'H-*'P HSQC pozwolita na oszacowanie wartosci

statych sprzezenia "H-'P.

tppm] *'P
. bas
63 ) 2
. 14
c6 G4,
0 0 7 F-1.3
/J c13
G c16. , A0 baa
20
M5 O & b1
®)

O = IO
+-1.0

C12

F-0.9

F-0.8

O

T T T T T T T
’H [ppm]5.05 5.0 4.95 49 4.85 4.80 4.75 4.7

Rys. 36. Widmo korelacyjne 'H->'"P NMR dupleksu B w D20 (25°C) z zaznaczonymi sygnatami H3'-Ps1).

Najsilniejsze sygnaty wystepujace w widmie 'H-*"P HSQC pochodzg od sprzezen skalarnych
H3')-Pi+1). Dodatkowo obserwowatam dosc¢ silne, dobrze rozdzielone intranukleotydowe sygnaty
korelacyjne pomiedzy jgdrami ¥IP a protonami H4' oraz, znacznie stabsze, od sprzezenia z
protonami H5’ i H5”.

Wartosci przesunie¢ chemicznych sygnatéw *'P NMR analizowanych czgsteczek zamieszczone

zostaty w tabeli 13.
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Tabela 13. Wartosci przesunigé chemicznych & (ppm) sygnatow ¥P NMR (D20, 25 °C).

Reszta “'P “'P
dupleks A | dupleks B

G1 — _
T2 -1,39 -1,43
C3 -1,28 -1,41
G4 -0,97 -1,3
G5 -1,03 -0,73
Cc6 -1,15 -1,29
T7 -1,31 -1,3
G8 -1,04 -1,04
C9 — _
A10 -1,03 -1,13
G11 -1,16 -1,25
C12 -1,08 -1,04
c13 -1,19 -1,29
G14 -0,91 -0,69
A15 -1,11 -1,19
c16 -1,12 -1,13

3.2.2. Poréwnanie przesunieé chemicznych A8 ('H) i A8 (*'P) dupleksu referencyjnego
i zawierajacego reszte dC*°

Wykresy 4 A-F przedstawiajg réznice przesunie¢ chemicznych sygnatdéw 'H dla dupleksu
referencyjnego i modyfikowanego. Najwieksze réznice przesunie¢ chemicznych obserwowatam
dla protonéw reszt w pozycji 12 oraz tych znajdujgcych sie w sasiedztwie. Najwieksze
bezwzgledne wartosci roznicy przesunie¢ chemicznych widoczne sg dla protonow
anomerycznych (wykres 4 B). Ponadto najsilniejszy efekt wywotany obecnoscig modyfikacji
zaobserwowatam dla reszt G5, G4, C3 znajdujacych sie w nici komplementarnej do nici
modyfikowanej. Dla pozostatych protonéw (wykres 4 C, D, E, F) widoczne sg tylko niewielkie
zmiany w potfozeniu sygnatéw obu dupleksow.

Obserwowane zmiany sugerowaty, ze tancuch sperminy oddziatuje raczej z resztami
znajdujgcymi sie po stronie 3° od miejsca modyfikacji, niz po stronie 5. Co dodatkowo

potwierdzita analiza przesunie¢ chemicznych atomoéw fosforu (wykres 4 G).
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H6/H8
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G1 C16 T2 A15 C3 G14 G4 C13 G5 C12 C6 G11 T7 A10 G8 C9

A) Wykres przedstawiajgcy réznice przesunie¢ chemicznych (Ad) dla protonéw H6/H8

H1'
0,6 -

0,5 4
0,4+
0,3 4
0,2 q
0,14

0,1

-0,2 -

G1 C16 T2 A15C3 G14G4 C13G5 C12C6 G11T7 A10G8 C9

B) Wykres przedstawiajacy roznice przesunieé¢ chemicznych (A8) dla protonow H1’

H2'
0,6 -

0,5
0,4+
0,3 4
0,2 4
0,14

0,1

0,2
G1 C16 T2 A15 C3 G14 G4 C13 G5 C12 C6 G11 T7 A10 G8 C9

C) Wykres przedstawiajgcy réznice przesunie¢ chemicznych (A8) dla protonéw H2’

H2"
0,6

0,5 4
0,4 4
0,3 -
0,2 4
0,1 -

0 Wwwﬂm—ltwmn@l

0,1 1

0,27
G1 C16 T2 A15 C3 G14 G4 C13 G5 C12 C6 G11 T7 A10 G8 C9

D) Wykres przedstawiajacy réznice przesunie¢ chemicznych (A8) dla protonéw H2”
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H2/H5
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E) Wykres przedstawiajgcy réznice przesunieé chemicznych (A8) dla protonéw H2 | H5

H4'
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F) Wykres przedstawiajgcy réznice przesunie¢ chemicznych (Ad) dla protonow H4’

31p
0,6 -
0.5 G4
0,4 G5
0,3 - C3
0,2
0,11 5'- G4 pT, pC3 PGy pGs pCe pT7 pPGg - 3'

0 [ ] o o o [ ) [ ] o o
01 3" - C16PA15PG14pC13pC12pG11pA10PCy - 5'
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-0,4 - G14
G1 A15 T2 G14 C3 C13 G4 C12 G5 G11 C6 A10 T7 C9 )
Dupleks referencyjny A

G) Wykres przedstawiajacy réznice przesunie¢ chemicznych (A3) atomow
fosforu

Wykres 4. Wykresy przedstawiajace roznice przesunieé chemicznych A8 ('H) i A8 (*'P) obu dupleksow.

Wykres 4 G przedstawia réznice przesunie¢ chemicznych obserwowanych dla atoméw
fosforu obu dupleksow. Jak widaé, najwieksze zmiany dotyczg atoméw fosforu G4, G5 i G14 oraz
w mniejszym stopniu reszt C3 i C13. Wszystkie te reszty znajdujg sie po stronie 3° modyfikacji i
po stronie 5’ fancucha komplementarnego. Duze zmiany potozenia sygnatéw atoméw fosforu
mogg $wiadczyé o oddziatywaniu grup aminowych tancucha sperminy ze szkieletem

fosforanocukrowym DNA. Analiza wyzej przedstawionych wykreséw sugeruje, ze obserwowane
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zmiany przesunie¢ chemicznych atomow fosforu mogg by¢ zwigzane z neutralizacjg obdarzonych
ujemnym tadunkiem grup fosforanowych modyfikowanego dupleksu.

Na wykresie 8 przedstawitam rozktad statystyczny rdznic przesunie¢ chemicznych
wszystkich analizowanych protonoéw. Widac jednoznacznie, ze najwigksze roznice dotyczg tylko

modyfikowanej reszty i jej najblizszego sgsiedztwa.

H3'
H2/H5
H2"
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G14
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c16
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Wykres 5. Wykres przedstawiajacy rozktad statystyczny przesunie¢ chemicznych protonéw w zaleznoéci od
jednostki nukleotydowej w obu badanych dupleksach (kolor ciemnoniebieski oznacza miejsce
najwiekszych zmian w pofozeniu sygnatéw protonéw).

3.2.3. Analiza konformacyjna. Wiezy strukturalne

Odlegtosci miedzyprotonowe

Oddziatywania miedzyjadrowe, ktére sg czute na mate zmiany struktury i konformaciji
czgsteczki, wptywajg na potozenie, ksztatt i intensywnosci sygnatébw w widmie NMR. Jednym z
istotnych etapdéw procesu ustalania struktury przestrzennej kwaséw nukleinowych metodg NMR
jest wyznaczenie wiezow strukturalnych. Doktadnos¢ oraz liczba otrzymanych eksperymentalnie
wiezow istotnie wplywajg na poprawnosc i jako$¢ uzyskiwanych struktur. W metodzie NMR
powszechnie wykorzystuje sie dwa rodzaje wiezébw eksperymentalnych. Sg to wiezy
odlegtosciowe proton-proton, ktére otrzymujemy z pomiaru jagdrowego efektu Overhausera (NOE,
ang. Nuclear Overhauser Effect) i wiezy na katy torsyjne, ktére mozna ustali¢ na podstawie
analizy wicynalnych statych sprzezenia spinowo-skalarnego. Do wiezéw drugiego rodzaju nalezg
np. wiezy na planarno$¢ zasad, czy wiezy na wigzania wodorowe. Jezeli z danych
eksperymentalnych mozemy odczyta¢ typowe cechy struktur kanonicznych B czy A-DNA,
wowczas mozemy narzuci¢ a priori dla danego fragmentu kwasu nukleinowego wiezy
charakterystyczne dla danej formy.

Efektem NOE nazywamy zjawisko zmiany natezenia sygnatu NMR pochodzacego do
spindw jadrowych lp w wyniku wyprowadzenia ze stanu rownowagi termodynamiczne;j
oddziatujgcych z nim dipolowo spinow X.

Wielko$¢ tego oddziatywania okresla wspotczynnik wzmocnienia NOE — n:
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na(X) = Al/l

gdzie: Al jest zmiang intensywnosci sygnatu NMR spindw A spowodowana zaktéceniem
rownowagi spindw X; ly oznacza intensywnos¢ sygnatu spindw A w ukfadzie niezaburzonym.

Wielko$¢ wspotczynnika wzmocnienia n zwigzana jest odlegto$cig miedzyjadrowg r zaleznoécia:

n ~ f(zc)/r6

gdzie f(t;) jest funkcjg czasu korelacji t.. Efekt NOE moze by¢ obserwowany tylko wtedy,
gdy badane jgdra znajdujg sie w odlegtosci nie wiekszej niz 5 —6 A.

Jedna z metod wyznaczania odlegtosci miedzyprotonowych polega na pomiarze objetosci
sygnatéw korelacyjnych widma 2D NOESY i poréwnaniu ich z wartoSciami objetosci sygnatow
wzorca. Jako sygnaty wzorcowe przyjmuje sie takie, ktére pochodzg od oddziatywarn pomiedzy
protonami o znanej odlegtosci, niezaleznej od konformacji czgsteczki, np. H5-H6 pirymidyn
(dusne = 2,45 A).

Odlegtosci miedzy dwoma protonami mozna wyznaczy¢ korzystajgc zaleznosci

gdzie A,, i Aj sg odpowiednio objetosciami sygnatobw wzorca i sygnatu NOE dla pary
protonéw i-j, a d, jest odlegtoscig miedzy protonami pary odniesienia.

Do wyznaczenia odlegtosci miedzyprotonowych wykorzystatam widmo 2D NOESY z
czasem mieszania 150 ms. Korzystajgc z programu FELIX przeprowadzitam optymalizacje
sygnatéw korelacyjnych dopasowujac ksztatty opisane funkcjg Lorentza do ksztattow
wyznaczonych eksperymentalnie. Wielko§¢ wzmocnienia NOE mozna wyznaczy¢ porownujgc
otrzymane objetosci do tzw. objetosci sygnatu referencyjnego. Dla czgsteczek DNA jako sygnaty
wzorcowe mozemy wykorzysta¢ sygnaty korelacyjne pochodzgce od par protonéw H5-HG6
(2,46 A) pirymidyn lub H2'-H2” (1,8 A) deoksyrybozy. W swoich badaniach jako sygnaty wzorca
wykorzystatam oddziatywania pomiedzy protonami H2-H2” poniewaz byly one dobrze
rozdzielone i posiadaty niezaburzone ksztatty. W widmach 2D NOESY wykonywanych z krétkim
czasem mieszania (< 150 ms) niektore sygnaty korelacyjne protonéw H5-H6 byty znieksztatcone.
Nie mogly wiec zosta¢ uzyte jako sygnaty wzorca. Poniewaz sygnaty korelacyjne wystepujg po
obu stronach diagonalnej a rozdzielczo$¢ widm eksperymentalnych jest ré6zna w kierunkach F1 i
F2, wszystkie sygnaty H2'-H2”, ktore uzytam jako sygnaty wzorca, usrednitam. Na podstawie
integracji przydiagonalnych sygnatéw NOE otrzymatam wiezy na odlegtosci miedzyprotonowe.
Dolne i gorne granice wiezéw otrzymatam przyjmujac odpowiednio -15% i +30% mierzonej
odlegtosci. Atomy wodoru grup metylowych reszt tymidyny, protony H5’ i H5” reszty cukrowej

oraz protony metylenowe w fancuchu sperminy zdefiniowatam jako pseudoatomy. Dla
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pseudoatomoéw gorny zakres wiezéw wewnatrzczgsteczkowych zwiekszytam o 0,6 A, a wiezow
miedzyczgsteczkowych o 1 A .

Na podstawie widm 2D NOESY wykonanych w mieszaninie 90% H,0/10% D,0O
stwierdzitam, ze wszystkie zasady uczestniczg w zawigzywaniu typowych par Watsona-Cricka.
Obserwacja ta pozwolita mi na wyprowadzenie wiezdw na wigzania wodorowe oraz planarnos¢

par zasad. Pomiedzy atomami parujgcych sie par zasad zadatam wiezy z granicg btedu +0,2 A.

Analiza konformacji pierscieni cukrowych

W kwasach nukleinowych pierscien cukrowy przyjmuje rézne konformacje. Typowg dla
regularnych struktur A-RNA jest konformacja C3’-endo, natomiast charakterystyczng konformacjg
dla struktur B-DNA jest konformacja C2’-endo. Konformacja pierscienia cukrowego moze by¢
wyznaczona z analizy homojgdrowych sprzezen skalarnych 3,108
wielkosci *J(H1’, H2'), *J(H2”, H3’) oraz *J(H3’, H4’) mozemy stwierdzi¢ jaka forme DNA lub RNA

przyjmuje fragment kwasu nukleinowego.

Wykorzystujgc zréznicowane

10

H2'-H3'

Stata sprzezenia [*J, Hz]
1

0 60 120 180 240 300 360

Kat fazowy pseudorotacji P

Rys. 37 Wykres zaleznosci pieciu wicynalnych statych sprzezenia "H-"H w pierscieniu deoksyrybozy od kata
pseudorotaciji P.'%

Na rysunku 37 pokazana jest zaleznosC¢ wicynalnych statych sprzezenia od kata
fazowego pseudorotacji P. Jak wida¢ na wykresie, w charakterystycznej dla formy B-DNA
konformacji typu S (160 + 20°), wartosci statej sprzezenia SJHT, H2)) Sg zawsze wieksze niz
sprzezenia *J(H1’, H2”). Ponadto dla tej konformacji obserwuje sie mate wartosci sprzezen
3J(H2”, H3)).

Konformacje deoksyrybozy reszt nukleotydowych wyznaczytam w oparciu o analize widm
E.COSY. W widmie E.COSY dupleksu referencyjnego dla reszt T2, C3, G5, T7, C9, C12, C13,
A15 obserwowatam dobrze rozdzielone sygnaty korelacyjne pomiedzy protonami H1’-H2” i H1’-
H2'. Zmierzone dla tych reszt wartosci statych sprzezenia *J(H1’, H2') byty wieksze niz SJ(HT,

H2”) i wyniosty odpowiednio ok. 9 Hz i ok. 6 Hz. Stad mogtam zatozy¢, ze pierscienie
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deoksyrybozy przyjmujg typowg konformacje S, i w zwigzku z tym wprowadzitam wiezy na katy
torsyjne (vo=-34,9 + 15°, v4= 33,2 £ 15°, v,=-18 + 15°, v3=-4,2 + 15°, v4,= 24,9 + 15°.

Dla reszt G1, C6, G8, A10, C16 rdéznica wartosci statych sprzezenia pomiedzy protonami H1’-H2”
i H1’-H2’ byta bardzo mata, co wskazywato, ze znajdujg sie one w rbwnowadze konformacyjne;j
S©N a dla reszt G4, G11, G14 z uwagi na nakladanie sie sygnatéw nie mogtam wyznaczy¢
wartosci *J(H1’, H2') i °J(H1’, H2”). Dla zadnej z tych reszt nie natozytam wiezéow na katy torsyjne
pierscienia deoksyrybozy. W dupleksie modyfikowanym obserwowatam dobrze rozdzielone
sygaly H1-H2” i H1-H2' reszt T2, C3, G8, C9, A10, C12, C13, A15. Umozliwito mi to
wprowadzenie statych sprzezenia 3J(H1’, H2’) ok. 9 Hz i 3J(H1’, H2’) ok. 6 Hz oraz wprowadzenie
wiezow torsyjnych na konformacje S. Na reszty G1, G4, G11, G14, C16, dla ktérych nie udato sie

wyznaczy¢ statej sprzezenia, nie natozytam zadnych wigzow.

Wiazanie N-glikozydowe — analiza katéw torsyjnych

Kat wokét wigzania glikozydowego (y) okresla orientacje zasady heterocyklicznej w
stosunku do pierscienia deoksyrybozy. W wiekszoéci struktur kwaséw nukleinowych zasada
heterocykliczna przyjmuje orientacje anti w stosunku do pierscienia cukrowego, a wartos¢ kata y
zawiera sie w przedziale -180° do +90°. Konformacja anti jest typowa dla formy B-DNA, A-DNA i
A-RNA.

Orientacje zasad heterocyklicznych wokét wigzania glikozydowego dla badanych
dupleksow ustalitam na podstawie analizy widm 2D NOESY. Wielkos¢ efektu NOE pomiedzy
protonami H6/H8 a protonem anomerycznym rozni sie znacznie dla konformacji syn i anti.
Zmierzone objetoéci sygnatow H6/H8-H1’ odpowiadaty odlegtoscig 3,4-3,8 A. W przypadku
konformacji syn odleglo$¢ ta miescitaby sie w granicach 2-2,5 A, a objeto$¢ sygnatow
korelacyjnych miedzy protonami H6/H8-H1’ oraz protonami H5-H6 bytaby poréwnywalna. Dla
dwoch H6/H8-H1’ terminalnych reszt, obserwowatam silniejsze sygnaty NOE, co mogto wynikac z
wiekszej swobody konformacyjnej koncéw dupleksu. Obecnosc sygnatow korelacyjnych H6/H8-
H2 i H6/H8-H3’ oraz mozliwos¢ wyznaczenia dla nich nieprzerwanych sSciezek NOE byty
kolejnym potwierdzeniem konformac;ji anti.

Na podstawie wyzej opisanych obserwacji mogtam wprowadzi¢ wiezy na katy y w

zakresie -119 + 90°.

Wiezy na katy torsyjne szkieletu fosforanocukrowego

Kat o, zdefiniowany przez wigzania pomiedzy atomami O3'(.4-P-O5'-C3’;, oraz kat &
pomiedzy atomami C3’-O3’-P;.4-O5’i+1 nie mogg by¢ bezposrednio wyznaczone na podstawie
analizy wartoéci sprzezen skalarnych, poniewaz w przyrodzie nie wystepuje izotop tlenu o
spinie1/2. Jedynym zrédiem informacji o tych katach sg przesuniecia chemiczne jgder fosforu
'P. W widmach heterojagdrowych 'H-*'P HSQC dupleksu referencyjnego i dupleksu
zawierajgcego reszte dC?, wszystkie sygnaty *'P znajdujg sie w przedziale od -0,5 do -1,5 ppm,

charakterystycznym dla konformacji B-DNA. Na tej podstawie mozliwe byto natozenie luznych
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wiezéw na kat o w zakresie -58 + 90° wykluczajgcym konformacje trans oraz luznych wiezéw dla
kata & w zakresie -91 £ 120°. W modyfikowanym dupleksie nie naktadatam zadnych wiezéw na
katy o i & reszty dCSP.

Kat B wyznaczony przez atomy P-0O5'-C5'-C4’; i kat torsyjny ¢ (C4'-C3’-O3’-Pi.4) mozna
okresli¢ analizujgc heterojgdrowe sprzezenia skalarne pomiedzy atomem fosforu P;, a atomami
wodoru H3'i.4, H4';, H5’, oraz H5”;. Dla wszystkich reszt obu analizowanych duplekséw w widmach
'H-3'"P HSQC obserwowatam intensywne sygnaty korelacyjne pochodzace od oddziatywan H3';.4-
P, ktore wskazywaly na duze wartosci statych sprzezen >J (H3'.4-P).

Wartos¢ statej sprzezenia “J(P,-H4’,) zalezy od konformacji fragmentu czasteczki
wyznaczonego przez atomy P-Oi-C5/-C4/-H4;. Kiedy fragment ten przyjmuje konformacje
planarng zblizong ksztattem do litery ‘W’, wowczas sprzezenia te sg najwieksze (ok. 3 Hz). Takie
utozenie atomow w ksztatcie litery ‘W’ jest mozliwe tylko wtedy, gdy atomy tworzace kat
B przyjmujg konformacje trans, a atomy tworzace kat y znajdujg sie w konformaciji gauche®. Na
widmach "H-*'"P HSQC obserwowatam sygnaty korelacyjne P,-H4’,, co pozwolito mi wprowadzié
odpowiednie wiezy dla kata p w zakresie 180 + 90°. Swobodne wiezy w zakresie 180 + 120°
zadatam dla kata €. Z uwagi na brak silnych sygnatéw pochodzacych od sprzezeh H4’-H5'/H5”
wartosci kata y ograniczytam do zakresu 41 + 60°. Dla reszty dC®" nie natozytam Zzadnych wiezéw

nakatpie.

3.2.4. Restryktywna dynamika molekularna

Wiezy odlegtosciowe i katowe otrzymane z analizy widm NMR wykorzystatam do
ustalenia struktur przestrzennych analizowanych dupleksow. Do obliczen stosowatam algorytm
dynamiki molekularnej w przestrzeni katow torsyjnych TAMD (ang. Torsion Angle Molecular

)'% zaimplementowany w programie Xplor-NIH.'™ Algorytm ten jest uzywany w celu

Dynamics
skrécenia czasu obliczen, poniewaz pozwala na zmniejszenie liczby stopni swobody badanego
uktadu poprzez zastgpienie wspotrzednych kartezjanskich odpowiednimi wartosciami katow

torsyjnych. Proces ustalania struktury odbywat sie wedtug przedstawionego ponizej schematu:

Modyfikacja plikow ‘topology’ i ‘parameters’ (dodatkowe
parametry dla modyfikowanej reszty dCs")

{

Wygenerowanie liniowych struktur poczatkowych

{

Restryktywna dynamika molekularna uwzgledniajgca
wyznaczone wiezy eksperymentalne

{

Udoktadnianie otrzymanych struktur przestrzennych
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Aby mozliwe byto wygenerowanie odpowiednich struktur dla czasteczki zawierajgcej

modyfikowana reszta dC* nalezato uprzednio zmodyfikowaé pole sitowe CHARM,'® ktore jest

wykorzystywane w pakiecie Xplor-NIH. Dla modyfikowanej reszty deoksycytydyny nalezato

wprowadzi¢ odpowiednie parametry opisujgce atomy wchodzace w skfad czasteczki sperminy

oraz typ tych atoméw, uwzgledni¢ wigzania kowalencyjne i ich dtugos¢, wartosci katow i

tadunkéw czastkowych, wyznaczonych za pomocg programu MOPAC.' Odpowiednio

zmodyfikowane pole sitowe (nucleic-2.0_CSp.par) przygotowat na potrzeby moich obliczen dr

tukasz Popenda modyfikujgc standardowo uzywane pole sitowe CHARM.

Pierwszy etap modelowania polegat na wygenerowaniu 100 przypadkowych, liniowych

struktur charakteryzujgcych sie prawidtowg geometria wigzan kowalencyjnych i chiralnoscig

atoméw wegla (rys. 39).
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Rys. 39. Poczatkowa struktura liniowa dupleksu referencyjnego.

Dla kazdej z uzyskanych struktur przeprowadzitam obliczenia zgodnie z protokotem

TAMD, ktorego poszczegdlne etapy umiesScitam w tabeli 13.

Tabela 13. Protokét dynamiki symulowanego wyzarzania w przestrzeni kgtow torsyjnych.

Etap 1 Etap2 Etap3 Etap4
Dynamika Powolne schfadzanie = Powolne schtadzanie Minimalizacja
wysokotemperaturow | w przestrzeni katow w uktadzie metodg gradientow
a torsyjnych kartezjanskim sprzezonych
Temperatura 20 000 °K 20 000 °K = 300 °K 3000 °K = 300 °K -
Liczba iteracji 8000 10000 6000 1200
Krok catkowania 0,008 ps 0,007 ps 0,003 ps -
At 64 ps 70 ps 18 ps -
WNOE 2=75 100 125 200
Widihedral 100 100 200 200
Wdw 5=0,3 03=1,0 1,0 1,0

At — czas trwania poszczegoinych etapéw dynamiki;
wnoe — State sitowe na wiezy NOE;

Wainearal — State sitowe na katy torsyjne;

w,qw — State sitowe na oddziatywania van der Waalsa.

Koncowe struktury otrzymatam po przeprowadzeniu tzw. procesu udokfadniania, w

trakcie, ktérego wprowadzitam dodatkowe wiezy na planarno$¢ (ORIE) i wiezy RAMA, ktére

ograniczaty odpowiednio wzajemne odlegtosci reszt zasad oraz zakresy katow torsyjnych.'”’
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Obliczenia prowadzitam z wykorzystaniem 350 wiezéw odlegto$ciowych wyznaczonych
dla dupleksu referencyjnego (tabela 14 A) i 331 wiezéw dla dupleksu modyfikowanego (tabela 14
B). Statystyka wszystkich wiezow eksperymentalnych wzietych do obliczen struktur obu
dupleksow zawarta jest w tabeli 14. Podczas procesu udoktadniania z wyjsciowych 100 struktur
otrzymatam 81 struktur dupleksu referencyjnego i 69 struktur dupleksu modyfikowanego, ktére
nie miaty pogwatconych zadnych wiezéw odlegtoéciowych (< 0,3 A) ani katowych (< 5°).

Dalszg analize prowadzitam dla wybranych 10 struktur o najnizszej energii. Struktury
dupleksu referencyjnego jak i modyfikowanego wykazujg znaczne podobienstwo i nalezg do
jednej rodziny. Rysunek 40 przedstawia natozenie 10 struktur o najnizszej energii dla dupleksu
modyfikowanego i referencyjnego.

Dla rodziny 10 struktur dupleksu referencyjnego obliczytam wartosci RMSD (Srednie
wartoéci odchylenia standardowgo; ang. root mean square deviation). Srednia warto$¢ RMSD
obliczona dla wszystkich atoméw wynosi 0,33 + 0,09 A, natomiast RMSD obliczona dla
wszystkich atoméw niebedgcych protonami wynosi 0,26 +0,1 A. Podobne obliczenia
przeprowadzitam dla 10 struktur dupleksu zawierajgcego reszte dCSP. Warto$¢ parametru RMSD
dla wszystkich atoméw (z uwzglednieniem atoméw tancucha sperminy) wynosi 2,63 + 1,6 A a dla
atomow niebedacych protonami 0,36 + 0,1 A. Wartos¢éi RMSD wyznaczona dla rodziny 10
struktur dupleksu modyfikowanego (bez uwzgledniania atoméw tancucha sperminy) wynosi 0,42
+ 0,11 z uwzglednieniem atomoéw wodoru, natomiast bez uwzgledniania atoméw wodoru wynosi
0,37 £ 0,12.

Tabela 14. Statystyka wiezéw wzietych do obliczen.

Dupleks Lo Dupleks
' Rodzaj wiezéw .
modyfikowany referencyjny
331 Catkowita liczba wigzéw NOE: 350
246 Intranukleotydowe 265
86 Internukleotydowe 85
48 Wiezy na wigzania wodorowe: 48
16 Wiezy na planarnosc: 16
155 Wiezy na katy torsyjne: 159
84 szkieletu fosfodiestrowego 88
55 deoksyrybozy 55
16 wigzania glikozydowego 16
Srednia liczba wigzow NOE
20,6 przypadajgca na reszte 21,85
nukleotydowa:
Srednia liczba wiezéw NOE oraz
30,37 wiezéw na k_ajy katy torsyjne 31,81
przypadajgca na reszte
nukleotydowa:
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Rys. 40. Superpozycja rodziny 10 struktur o najnizszej energii dupleksu modyfikowanego (po lewej) oraz
dupleksu referencyjnego (po prawej). Widok od strony matej bruzdy.

3.2.5. Analiza struktury dupleksu zawierajacego reszte dC°"; Poréwnanie ze struktura
dupleksu referencyjnego

Poréwnanie przesunie¢ chemicznych badanych duplekséw, wskazywato na ich duze
podobienstwo strukturalne (rozdziat 3.2.2). Zaréwno dupleks referencyjny jak i modyfikowany
tworzg prawoskretne, podwdjne helisy, w ktdérych zasady heterocykliczne przyjmujg orientacje
anti w stosunku do reszty cukrowej, a pary zasad sg typu Watsona—Cricka. Analiza katow
torsyjnych przeprowadzona dla rodziny 10 struktur o najnizszej energii pokazata, ze wartosci te
nie roznig sie od wartoéci typowych dla form B-DNA. Analize te wykonatam w oparciu program
CURVES."® Srednie wartosci katow a, B, v, 8, €, { i X oraz katow fazowych pseudorotacji P i
pofatdowania pierscieni cukrowych y, wraz z odchyleniami standardowymi, zebratam w tabeli 15.
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Tabela 15. Srednie wartoéci katdéw torsyjnych tancuchéw fosfodiestrowych (o, B, v, 8, &, &), kata glikozydowego
(x) oraz parametru opisujgcego konformacje pierscieni cukrowych (P) obliczonych dla obu dupleksow.
W nawiasach podane zostaty wartosci odchylenia standardowego.

Dupleks referencyjny

Reszta o B Y ) € ¢ X P

G1 — — 59.6 (1.5) = 114.5 (1.8) — — -136,6 (1,6) | 114,1(2.9)
T2 52,1 (1,1)  -162,1(0.6) 329(1.4) 137.9(0.3) -182.3(1.4) -86.8(0,7) -106,5(0,8) 164,0 (0.4)
c3 68,4 (12) -1644(0,7) 49.7(0,7) 1359(04) -187.6(0.8) @ -97.2(1.3) -106,6 (0,9) 166,6 (1,2)
G4 63.2(1,1)  -187,1(2,2) 583(1.6) 131.3(0.9) -1684(1.8)  -1025(25) -104,4(16) 1421 (1,4)
G5 62,1 (1,1)  -177,0(1.8) 583 (1.4) 140.1(0.5) -186.7(0.5) = -108.1 (1.3) -105,5(1,1) 1655 (0,4)
C6 71,5(1.6) | -172.6(1.4)  60.3(1.2) @ 1455(0.5) @ -188,9(0,7) | -101.7(1.2)  -108,7 (1,2) 168,3(1,0)
T 75,6 (1.4)  -157.4(1.9)  53.3(0.5) 137.8(0.2) -184.1(1.4)  -103.8(1,1) -101,5(1,2) 166,6(0,3)
G8 67,5(1.5)  -178,4(0.8) = 54.5(0.9) 141.7(0.8) -176.3(1.3)  -106.5(1,1) -94,8(0,6) 171,2(1,7)
co — — 55,7 (1.6) = 1422 (1.4) — — -124,5 (2,0)  186,3 (4,4)
A10 70,4 (1,2)  -1787(1,0) 54.0(0.9) 138,3(0.3) -1684(1.0) -96.4(1.3) -953(0,7) 164,5(0,3)
G1 66,9 (1,4)  -180,7(0,9) = 56.1(1,1) 129.8(0.5) -1850(0.9) = -93.9(1,1) -113,8(1,0) 140,2 (1,0)
C12 60,0 (0,8)  -178,5(1,8)  58,9(0,7) @ 143,4(1.3) @ -182.8(1.2)  -113.3(1.5)  -114,8 (1,6) 168,8 (1,2)
c13 734 (25)  -157,9(1,8)  53,0(1,0) 136.7(0.3) -186.7(1.8) = -100.8 (0.6) -102,7 (0,8) 1734 (2,4)
G14 62,5(0,8)  -189,6 (2,0) =584 (1,3) @ 124,3(0.4) -173.8(1.9) -97.7(0.8) | -112,0(0,7)  133,3(0,8)
A15 63,7 (0,6)  -1737(1,2) 557 (1,0) 1421(04) -1882(0.6) -98.2(0.9) -107,5(0,4) 165,0 (0,3)
c16 -81,5(2,1)  -183,5(2,3) 551(1,6) 884(1,0) -177.1(12) -97.0(1.3) -1353(1,2) 60,7 (4,1)

Srednia: = -67,0(1,2) -174,4 (1,4) 546 (1,15) 133,12(0,7) -181,2(1,2) -100,3(1,2) -110,6 (1,0) 153,1 (1,5)

Dupleks zawierajacy reszte dC*?

Reszta o B Y 8 € ¢ % P

G1 — — 57,5(2,1) 1417 (0,5) — — -111,9(1,8) = 165,0 (0,9)
T2 64,2 (1,7)  -1632(1,4) 50,0 (1,4) 139,1(1,4) -191,3(1,6) -100,5(1,2) -110,4 (1,4) 163,6 (0,6)
c3 711(33)  -161,1(53) 51,6(1,4) 140,6(1,9) -187,4(41) -100,2(2,0) -114,9(1,7) 1726 (5,5)
G4 62,6 (5,1)  -196,8(2,2) 644 (2,6) 142,6(23) -168,2(4,0) -1215(6,1) -106,4(1,8) 168,2(6,2)
GS 62,6 (32) -1739(2,6) 57,8(1,7) 141,7(12) -188,0 (1,9) -107,7(4,9) -110,2(1,7) 167,1(1,8)
cé -73,3(2,5)  -168,9 (2,3) 558(0,5) 138,6(0,6) -183.4(14) -988(1,1)  -1149(22) 1657 (1,2)
T 55,2 (1,4)  -159,1(3,5) 42,6(1,3) 142,8(16) -1943(16) -90,1(0,8)  -103,0(1,3) 1698 (4,2)
G8 77,3 (25)  -176,4(2,6) 56,6 (0,9) 140,9(1,1) -1705(2,7) -106,9(1,1) = -92,0(1,9) = 170,6 (2,6)
c9 — — 61,9 (2,1) | 139,2(1,2) — — -115,7 (2,8) | 171,6 (4,8)
A10 -745(3,0)  -1851(2,0) 537(0,7) 138,0(0,5) -167,1(25) -1056(1,9) -97,5(0,8) = 165,0 (0,4)
G111 63,8(1,9)  -171,6(1,7) 63,0(1,4) 134,0(06) -192,6(0,9) -988(1,2)  -109,2(1,3) 1652 (0,5)
c12 715(1,9)  -1715(2,9) 504 (2,00 1456(1,1) -1868(1,9) -1053(1,7) -109,7 (2,2) 171,6 (2,2)
c13 69,3 (1,4)  -151,3(3,5) 585(2,0) 136,9(0,6) -197,0(1,7) -90,0(1,5) = -114,1(2,4) 166,9 (0,9)
G14  647(14) -188,0(26) 534(1,6) 140,6(0,7) -172,6(20) -107,0(3,2) @ -101,7(3,3) 164,0 (0,6)
A15 66,4 (2,3)  -177,0(2,9) 580(0,6) 137,2(0,5) -1789(23) -1142(24) -1112(1,5) 166,8(1,0)
c16 62,8(1,9)  -181,4(3,6) 57,7(2,8) 131,6(1,7) -187,2(22) -967(1,4) -117,6(1,4) 1468 (3,0)

Srednia: = -67,1(2,4) -173,2(28) 558(1,5) 1321(1,1) -1832(22) -103,1(22) -108,8(1,8) 1663 (2,3)
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W obu dupleksach wartosci wiekszosci katéw torsyjnych sg zblizone do standardowych katow
kanonicznych struktur B-DNA'® (tabela 15). Jedynym wyjatkiem jest konformacja pierscienia
cukrowego terminalnej reszty C16. W dupleksie referencyjnym w wiekszosci obliczonych struktur
przyjmuje ona konformacje O4’-egzo. Na pierscien cukrowy reszty C16 nie naktadatam zadnych
wiezow, wiec konformacja O4’-egzo moze by¢ wynikiem wptywu pola sitowego.

Gtéwne réznice pomiedzy dwiema podstawowymi formami A-RNA i B-DNA polegajg na
odmiennej konformacji pierscienia cukrowego oraz innych przesunieciach zasad wzgledem siebie
(ang. x-displaycement) i ich orientacji wzgledem osi dupleksu (ang. Inclination). Rbzna jest
rowniez odlegtos¢ pomiedzy sgsiednimi parami zasad (ang. rise). W badanych dupleksach
wszystkie reszty deoksyrybozy przyjmujg konformacje typu S, a srednie wartosci parametréw x-
disp =-0,59 A, rise = 3,37 A i In = -0,58° sg charakterystyczne dla struktur B-DNA.

W  wyniku utworzenia wigzania kowalencyjnego pomiedzy atomem wegla C4
deoksycytydyny a poliaming, tancuch sperminy umiejscowiony jest w duzej bruzdzie (rys. 40).
Rysunek 41 przedstawia widok wzdtuz osi dupleksu dla rodziny 10 struktur. Mozna na nim
wyraznie zaobserwowaé, ze konformacja tancucha aminopropylenowego sperminy zwigzanego
bezposrednio z deoksycytydyng jest bardzo podobna we wszystkich strukturach. Natomiast

pozostata czesc¢ tahcucha sperminy jest konformacyjnie duzo bardziej zréznicowana.

Rys. 41. Konformacja tancucha sperminy dla rodziny 10 struktur o najnizszej energii. Widok wzdtuz osi helisy.

Zréznicowanie konformacyjne moze by¢ wynikiem niedostatecznej liczby wiezéw strukturalnych
dostepnych z widm NMR lub odzwierciedla¢ dynamiczny charakter tego fragmentu czgsteczki.
Brak wiezow eksperymentalnych moze by¢ takze spowodowany takg orientacjg tej czesci
sperminy, ze zaden nalezgcy do niej atom wodoru nie znajduje sie wystarczajgco blisko atomow

wodoru czgsteczki DNA, aby mozna byto zaobserwowacé efekt NOE. Jak juz wcze$niej
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wspominatam, w widmach 2D NOESY zauwazytam, ze niektére sygnaty korelacyjne pochodzace
od fancucha sperminy miaty faze przeciwng do sygnatéw diagonalnych. Sugerowato to, ze
niektoére jego fragmenty reorientujg sie duzo szybciej niz cata czasteczka. Obserwacje te sg
zgodne z otrzymanymi z obliczen strukturami, co dodatkowo potwierdza konformacyjnie

dynamiczng nature tancucha sperminy.

Rys. 42. Potozenie tancucha sperminy wobec szkieletu cukrowo-fosforanowego w modyfikowanym dupleksie.
Widok od strony duzej bruzdy.

Chociaz czeé¢ tancucha sperminy charakteryzuje stosunkowo duza swoboda konformacyjna,
jednak analiza otrzymanych struktur wyraznie uwidacznia pewne jego tendencje. We wszystkich
strukturach tancuch sperminy podgza w kierunku 5’ nici nie zawierajgcej modyfikacji uktadajgc sie
wzdiuz jej krawedzi fosforanocukrowej (rys. 42). Pomiedzy jednym z atoméw wodoru grupy
SpNHy(a) i atomami tlenu O6 i azotu N7 reszty G4 zawigzuje sie prawdopodobnie wigzanie
wodorowe (rys. 43), ktére w znacznym stopniu przyczynia sie do stabilizacji struktury. W widmach
NMR, nie udato sie niestety zaobserwowaé sygnatéw grup aminowych tancucha sperminy. Na
podstawie przeprowadzonych eksperymentow nie byto mozliwe wnioskowanie o istnieniu tego
typu oddziatywan. Chciatabym jednak podkresli¢, ze podczas obliczen nie narzucatam zadnych
wiezdw na te wigzania wodorowe. Potwierdzeniem zawigzywania sie wigzania wodorowego
moze byé analiza przesunie¢ chemicznych atomoéw fosforu & (*'P) (rozdziat 5.1.2). Najwieksze
zmiany przesunie¢ chemicznych atoméw fosforu obserwowatam wtasnie dla reszty G4, ktéra w

otrzymanej strukturze jest zaangazowana w tworzenie wigzania wodorowego z SpNH(a).
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Rys. 43. Wigzania wodorowe pomiedzy grupg SpNHz(O? a atomami tlenu O6 i azotu N7 reszty G4, sugerowane
na podstawie obliczen dynamiki molekularne;j i 'P NMR.

Dodatkowym czynnikiem stabilizujgcym takg konformacje reszty sperminy mogg byc¢
oddziatywania pomiedzy grupg aminowg SpNHy(3) a atomem tlenu reszty fosforanowej C3.
Whiosek ten potwierdzajg réwniez obserwacje uzyskane z analizy widm NMR, gdzie widoczne
byly r6znice przesunie¢ chemicznych Ad (*'P) dla reszty C3.

Usredniona z pomiarbw w roztworze dynamiczna struktura sperminy, wskazuje na
elektrostatyczny model oddziatywan pomiedzy resztg sperminy a czgsteczkg DNA.

Nalezy podkreslié, ze zarébwno dane eksperymentalne jak i wyniki pochodzace z obliczen
dynamiki molekularnej jednoznacznie wskazujg na okreSlony model oddziatywan pomiedzy
tancuchem sperminy a resztg czgsteczki. Zarowno tendencja do uktadania sie faricucha sperminy
jak i tworzenie wigzania wodorowego sg konsekwencjg charakteru obdarzonej dodatnimi

tadunkami poliaminy i nie zostaty wymuszone przez parametry uzyte w obliczeniach.
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3.3. Synteza amidofosforynéw analogéw poliaminodeoksyrybonukleozydoéw

Odkrycia biologii molekularnej i zrozumienie procesdéw biologicznych na poziomie
molekularnym wywiera istotny wptyw na rozwdj medycyny. Jedng z drég prowadzacych do
lepszego poznania tych mechanizméw, jest wykorzystanie modyfikowanych makroczasteczek.
Jak wspomniatam w czesci literaturowej badania modyfikowanych kwasoéw nukleinowych
dostarczajg narzedzi do badania procesow zachodzacych w zywych organizmach jak réwniez do
opracowania nowych lekéw i czynnikéw terapeutycznych. Poliaminy odgrywajq istotng role w
funkcjonowaniu komorek eukariotycznych i prokariotycznych. Nie mozna réwniez nie wspomnie¢
o ich roli jako czynnikéw diagnostycznych czy uzytecznosci w wielu doswiadczalnych podejSciach
terapeutycznych, zwtaszcza jako czynniki stabilizujgce zaréwno struktury dwuniciowe jak i
trojniciowe kwaséw nukleinowych.

Badania prowadzone w Pracowni Chemii Biokoniugatow IChB PAN pozwolity otrzymac
nowg klase zwigzkdw, sg to poliaminooligonukleotydy. PrzebadaliSmy zaréwno ich witasciwosci
termodynamiczne jak i strukturalne. Nowym wyzwaniem bylo zaprojektowanie i opracowanie
wydajnej i prostej metody syntezy analogéow poliaminonukleotydéw oraz przebadanie ich
uzytecznosci w aspekcie biologicznym. Celem badan byt nie tylko wybor odpowiednich
substytutow pierscienia rybozy, ale i zaprojektowanie szlaku syntetycznego o pewnych cechach
uniwersalnosci. Postanowitam tak zaprojektowaé warunki syntezy, aby czes¢ szlaku mogta byc¢
wykorzystana do wszystkich pochodnych poliamin.

Zmiany struktury nukleotydu, takie jak brak zasady heterocyklicznej i czesci pierscienia
cukrowego prowadzg do szkieletu, ktéry odznacza sie duzg swobodg konformacyjng. Nie
wyklucza to mozliwosci przyjmowania przez tak zmieniony zwigzek konformacji typowych dla
reszt B-D-2’-deoksyfuranozyddéw. Z drugiej jednak strony taki analog nie moze uczestniczyé w
parowaniu zasad i oddziatywaniach warstwowych, czyli jest pozbawiony dwoch podstawowych
czynnikow, ktére wptywajg na trwatos¢ dupleksow/tryplekséw DNA/RNA. Struktura tgcznika
zastepujgca nukleozyd pomiedzy dwoma wigzaniami internukleotydowymi, ma zasadnicze
znaczenie dla jego wiasciwosci. Moze mie¢ duzy wpltyw na trwatosS¢ struktury drugorzedowej
kwasoéw nukleinowych zawierajgcych tak zmodyfikowane jednostki, obnizajac jg lub zwiekszajgc
we wspotdziataniu z pozostatymi sktadowymi analogu. Ponadto, nalezy rozwazy¢ jak
zminimalizowa¢ niekorzystny efekt braku parowania zasad i czy mozna to osiggng¢ przez
wprowadzenie czgsteczki funkcyjnej np. sperminy. Kolejnym istotnym czynnikiem byt wybor
takich reagentéw, aby synteza byta prowadzona bez nakfadu duzych srodkow.

Projektowanie nowych modyfikowanych oligonukleotydow jest przedsiewzieciem trudnym,
w ktérym nalezy uwzgledni¢ zaréwno chemiczne, elektronowe jak i steryczne witasciwosci
uzywanych substratéw i otrzymywanych pétproduktéw. Powinny one takze umozliwiaé wydajng

synteze zaplanowanego produktu kohcowego.
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3.3.1. Projektowanie tgcznikéw

Potrzeba projektowania nowych nienukleozydowych analogow wynika z szerokiego
wachlarza zastosowan w biologii molekularnej czy diagnostyce medycznej. Pamigta¢ jednak

nalezy o wielu ograniczeniach, zwigzanych z wprowadzeniem modyfikowanych jednostek.

HO—] RO
O NHR
4 3 2

HO OH RO 0

Schemat 17. Struktura rybozy oraz jej wybranego analogu.

Wiele struktur acyklicznych analogdéw nukleozyddéw otrzymuje sie w wyniku formalnej
utraty niektorych atomoéw pierécienia cukrowego. Tak modyfikowane oligonukleotydy wykazujg
czesto zwiekszong odpornos¢ na hydrolize enzymatyczng, ale roéwniez nizszg stabilnosc

557596369 \yynika, Ze najlepiej

termiczna.'®® Z przegladu badan opisanych w literaturze,
sprawdzajg sie dwu- lub tréjweglowe fancuchy bedace substytutem naturalnie wystepujace;j
rybozy (schemat 17). Taki uktad przestrzenny fgcznika pozwala zminimalizowa¢ powstate po
wigczeniu modyfikacji, ewentualne zaburzenia oddziatywan wodorowych i warstwowych w
komplementarnych niciach DNA. W$r6d najbardziej popularnych reagentéw zawierajgcych

szkielet 1,2- i 1,3-diolowy sg pochodne przedstawione na schemacie 18.

OH
HO
_KNHZ HO_\_/NHZ HO‘\_):O
OH OH OH
2-amino-1,3-propanodiol 3-amino-1,2-propanodiol kwas 1,2-dihydroksybutanowy
(0]
HO
OH HO OCH3 0
OH HO (@) HO o
kwas 2,2-bis-(hydroksymetylo) ester metylowy a-hydroksy-y-butyrolakton
propanowy kwasu glicerynowego

Schemat 18. Struktura kilku wybranych tgcznikéw.

Dodatkowo, nalezy zwrécic na uwage na takie czynniki jak rzedowos¢ grupy
hydroksylowej, ktdéra bedzie poddawana reakcji fosfitylacji, czy liczba potencjalnych miejsc
stereogenicznych. Achiralny tgcznik wptywa istotnie na czysto$¢ syntezy i izolacje produktow.
Wybierajgc strukture analogu zwracatam uwage zarowno na diugos¢ tancucha metylenowego
pomiedzy grupami hydroksylowymi, za pomocg, ktorych miatby by¢ wigczony do oligonukleotydu

jak réwniez czysto$¢ otrzymywanych pochodnych. Projektujgc drogi syntezy bratam pod uwage
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wplyw réznych czynnikéw strukturalnych i wiasciwosci chemiczne zwigzkéw, ktore miatam
otrzyma¢ w kolejnych etapach syntezy. Wybratam fgczniki r6znigce sie dtugoscig fancucha
metylenowego pomiedzy grupami hydroksylowymi bedacymi substytutem pozycji 5" i 3’ rybozy.
Wzietam pod uwage zaréwno uktad 1,2-diolowy (pochodne kwasu glicerynowego) jak i uktad
1,3-diolowy (kwas Bis-MPA oraz o-hydroksy-y-lakton). Wykorzystatam oba enancjomery estru
metylowego kwasu glicerynowego (Schemat 18), zeby sie przekonac jak konfiguracja tgcznika
wptywa na zdolno$¢ wigzania sie nienukleozydowego analogu, do nici oligomeru. Kwas
2,2-bis-(hydroksymetylo)propanowy byt interesujgcy ze wzgledu na wystepujace w nim
ugrupowanie metylowe w pozycji a. do grupy karboksylowej, ktére miato wprowadza¢ dodatkowy
efekt steryczny do koniugatu DNA i by¢ substytutem protonu H4’ rybozy (schemat 18).
Zamierzatam réwniez zbada¢ wtasciwosci fizykochemiczne otrzymanych  analogow

poliaminonukleotyddw i ich wptyw na trwato$¢ duplekséw DNA.

3.3.2. Synteza poliaminowych pochodnych kwasu 2,2-bis-(hydroksymetylo)
propanowego (Bis-MPA)
3.3.21.  Grupy ochronne funkcji hydroksylowych

Poszukujgc w literaturze odpowiedniego tgcznika, zainteresowatam, sie mozliwosciami
wynikajgcymi ze struktury kwasu 2,2-bis(hydroksymetylo)propanowego (59), ktdéry dos¢ szeroko
wykorzystywany jest w syntezie dendrymerow'® oraz analogéw nukleozydow®®*°. W czasteczce
Bis-MPA wystepujg wolne grupy hydroksylowe i grupa karboksylowa. Planowanie syntezy
nalezato rozpoczaé od znalezienia odwracalnej grupy ochronnej funkcji hydroksylowych, by
selektywnie przeprowadzi¢ reakcje grupy karboksylowej z poliaming. Odpowiednia grupa
ochronna powinna spetia¢ nastepujgce warunki: da¢ sie wprowadzi¢ i usung¢ z mozliwie
wysokg wydajnos$cig, by¢ stabilna w warunkach przeprowadzanych reakcji, a w tym przypadku,
co okazato sie kluczowg sprawa, powinna takze umozliwia¢ detekcje otrzymywanych pochodnych
poliaminowych podczas analizy za pomocg chromatografii cienkowarstwowe;.

Jako pierwszg postanowitam przetestowa¢ blokade trimetylosililowg (TMS), ktora jest
dobrze poznana i powszechnie wykorzystywana do czasowej ochrony funkcji hydroksylowych i
aminowych w syntezie nukleozydow i nukleotydow. W tym celu postuzytam sie procedura,’”® w
ktérej roztwor kwasu 2,2-bis(hydroksymetylo)propanowego, poddaje sie reakcji z dwukrotnym
nadmiarem chlorku trimetylosililu w obecnosci tréjetyloaminy (schemat 19). Po dwugodzinnej
reakcji otrzymatam kwas 2,2-bis(trimetylosililometylo)propanowy (60). Strukture produktu 60
potwierdzitam za pomoca spektroskopii 'H NMR. Otrzymany zwigzek zdecydowatam sie
wykorzystaé do otrzymania putrescynowej pochodnej kwasu hydroksypropionowego (patrz
rozdziat 6.1.2.2). Jednak utrudniona kontrola przebiegu reakcji za pomocg TLC wynikajaca z
braku grupy chromoforowej, niska trwato$¢ blokad trimetylosililowych w warunkach wodnych oraz
niska wydajnos¢ reakcji z aming, sktonity mnie do poszukiwania innych grup ochronnych funkcji

hydroksylowych.
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Wsréd wielu metod wprowadzania grup ochronnych funkcji hydroksylowych, dosé
popularna, w przypadku 1,3-dioli, jest reakcja cyklizacji z utworzeniem 2-podstawionego-

1,3-dioksanu.

—si-cl ‘ o R
Et;N, CH,Cl, 2h
3 2Cla, HacOO—‘LH
| OH kat. 1h-12h
—Si—0 CH,Cly
0 \ 60
HO <:> fH DMF, p-TSOH, 3-4 dni

g
R4
R
HO o 2
HSCOO—{ 0 o
59 H PPTS, benzen, MgS0, 75°C,
3-4dni

" H % OH

o 62R;=R,=H
63R;=0CH3R, = H
" p-TSOH, MW 14 min. 64 R;=HR,=NO,

Schemat 19. Poszukiwania grupy ochronnej funkcji hydroksylowych.

Wybor aldehydéw benzoesowych wydawat sie trafny, przede wszystkim ze wzgledu na
potencjalng tatwos¢ wprowadzania, mozliwo$¢ detekcji w Swietle UV i trwatoS¢ w ro6znych
warunkach stosowanych w syntezie organicznej. Nalezato dodatkowo rozpatrzy¢ mechanizm
usuniecia tak, by nie doszto do rozkiadu otrzymanej pochodnej poliaminowej. Grupy
benzylidenowe mozna usuwac¢ zaréwno w warunkach kwasowych, jak i w hydrogenolitycznych.
Obie metody sg tanie i nie sg skomplikowane. Pierwszg reakcje przeprowadzitam z aldehydem
benzoesowym chcac otrzymac zwigzek (62) (schemat 19). Substraty razem z katalityczng iloscig

kwasu111,112

p-toluenosulfonowego rozpuscitam w bezwodnym DMF i pozostawitam na 3 dni w
temperaturze pokojowej (schemat 19). Reakcje zakonczytam przez neutralizacje za pomocag
NH,OH/EtOH. Otrzymatam acetal 62 z wydajno$cig 77%. Zablokowanie funkcji hydroksylowych
grupg benzylidenowg prowadzi do utworzenia ukfadu cyklicznego — 2,5-dipodstawionego 1,3-
dioksanu. Zwigzki cykliczne, aby osiagng¢ wolne od naprezen rozmieszczenie atoméw w
przestrzeni przyjmujg okreslong konformacje. Najkorzystniejszg energetycznie konformacjg
cyklicznego uktadu szescioatomowego jest konformacja krzestowa, co powoduje, ze podstawniki
w pierscieniu zajmujg dwa rodzaje potozen: potozenia aksjalne i potozenia ekwatorialne. Dla
dwupodstawionych 1,3-dioksanéw potozenie podstawnikéw w pierscieniu zalezy od ich
wzajemnych oddziatywan sterycznych i dipolowych.”> W wyniku reakcji kwasu 2,2-bis-
(hydroksymetylo)propionowego z aldehydem benzoesowym otrzymatam mieszanine izomerow (w
stosunku 2:1), ktére roznig sie potozeniem grupy karboksylowej i metylowej przy atomie wegla,
znajdujgcego sie w pozycji a do grupy karbonylowej (schemat 20). W izomerze, ktory wystepuje
w przewadze (schemat 20, izomer B) grupa benzylidenowa i karboksylowa znajdujg sie w

pozycjach ekwatorialnych. Grupa metylowa zajmuje pozycje aksjalng. W izomerze, ktéry powstat
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w mniejszej ilosci niekorzystng pozycje aksjalng zajmuje grupa karbonylowa, natomiast grupa
metylowa znajduje sie w pozycji ekwatorialnej. Mieszanine izomerow rozdzielitam i strukture obu

izomeréw potwierdzitam za pomocg spektroskopii NMR i MS.

0 OH
R Rz I6)
0 0
R R
1 o ! 0 62 Ry=R,=H
OH 63 Ry=0CH3zR,=H
H H 64 Ry =HR,=NO,

A) izomer-grupa karboksylowa B) izomer-grupa karboksylowa
w pozycji aksjalnej. w pozycji ekwatorialne;j.

Schemat 20. Izomery pochodnych benzylidenowych.

Zablokowanie funkcji hydroksylowych miato by¢ pomocne w selektywnym wprowadzeniu
poliaminy do czasteczki kwasu. Majac na uwadze, ze utworzenie ukfadu cyklicznego zmienia
wiasciwosci grupy karbonylowej funkcji karboksylowej musiatam sprawdzi¢ czy grupa
karbonylowa bedzie tatwo dostepna w reakcji substytucji nukleofilowej. Analiza przestrzenna obu
izomerow wskazywata, ze dostepnos¢ grupy karbonylowej w reakcji tworzenia amidu powinna
by¢ podobna (schemat 20). Mogtam, wiec zatozy¢, ze efektywnos$¢ tworzenia wigzania
amidowego bedzie zalezata od skutecznej aktywacji grupy karboksylowej. Pomimo
niedogodnoéci zwigzanych z wystepowaniem mieszaniny izomerow postanowitam nie
rezygnowac¢ z pochodnych benzylidenowych. Umozliwiajg one nie tylko detekcje w Swietle UV
otrzymywanych zwigzkow, ale ich znaczna lipofilowos¢ utatwia izolacje i oczyszczanie produktow.

Gtéwnym celem syntetycznym byto otrzymanie odpowiednich amidofosforynéw
pochodnych sperminy i putrescyny, ktére mogtyby by¢ wigczone do oligonukleotydu. W zwigzku z
tym blokowanie grup hydroksylowych, za pomocg grupy benzylidenowej miato charakter
czasowy. Nalezato, wiec opracowa¢ procedure odblokowania, ktéra w prosty i wydajny sposob
pozwolitaby otrzymaé¢ zwigzki z wolnymi grupami OH. Etap usuniecia grup ochronnych z funkgji
hydroksylowych prowadzitam po zablokowaniu funkcji aminowych poliamin, co opisalam w
rozdziale 3.3.5. Grupy benzylidenowe ulegajg rozszczepieniu za pomocg bezposredniej
hydrogenolizy lub hydrolizy w $rodowisku kwasowym. Postanowitam sprawdzi¢ obie metody
wykonujgc odpowiednie eksperymenty. Jako pierwszg testowatam metode odblokowania w
srodowisku kwasowym,"* przygotowujac 6 M roztwér kwasu solnego w etanolu, do ktorego
dodatam pochodng putrescynowg Bis-MPA (67). Reakcje prowadzitam w temperaturze
pokojowej, jednak ze wzgledu na zbyt powolny proces odblokowania postanowitam podwyzszy¢
temperature ogrzewajgc mieszanine reakcyjng do temperatury wrzenia rozpuszczalnika, w
ktérym byta prowadzona reakcja. Po 4 dniach prowadzenia reakcji zakonczytam jg, mimo ze
kontrola TLC wskazywata na obecno$¢ substratu. Zdecydowatam sie przeprowadzi¢ reakcje z
chlorkiem 4,4’-dimetoksytrytylu, aby moc okre$lic catkowita wydajnos¢ po dwdch etapach
syntezy, a tym samym zbadac efektywno$¢ metody. Obliczona wydajno$¢ catkowita po etapie

dimetoksytrytylowania (rozdziat 6.1.6), nie byta zadowalajaca (48,4%) dlatego postanowitam, ze
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jezeli w syntezie pochodnych sperminowych nie uda mi sie osiggna¢ lepszych wydajnosci w
reakcji usuwania blokady benzylidenowej, to zmienie procedure jej odblokowania lub poszukam
innych grup ochronnych.

Zbyt niska wydajnos¢ usuwania grupy benzylidenowej pochodnej putrescyny sktonita
mnie do przetestowania bardziej labilnej grupy — p-metoksybenzylidenowej.115 Wprowadzenie do
pierécienia podstawnika dostarczajgcego elektrony mogtoby skréci¢ czas reakcji otrzymywania
acetalu oraz kilkakrotnie przyspieszy¢ kwasowa hydrolize na etapie odblokowania. Reakcje z
aldehydem 4-metoksybenzoesowym (schemat 19) przeprowadzitam w benzenie w temperaturze
75° C. Produktem ubocznym reakcji aldehydow z 1,3-diolami jest woda. Na wydajno$¢ tworzenia
zwigzku (63) ma wptyw efektywne usuwanie wody powstajgcej w czasie reakcji. W zwigzku z tym
przez caly czas trwania syntezy dodawatam porcjami siarczan magnezu, ktory jest dobrym
Srodkiem odwadniajgcym. Produkt 63 otrzymatam w postaci biatego osadu, ktory krystalizuje w
trakcie ekstrakcji z chlorku metylenu. Analiza 'H NMR potwierdzita obecno$é obu izomeréw
powstatego acetalu.

Grupa metoksylowa w pozycji para pierscienia aromatycznego zwieksza labilno$¢ grupy
ochronnej, wplywajgc na wydajnos¢ odblokowania funkcji hydroksylowej. Do usuwania grupy
metoksybenzylidenowej zamierzatam wykorzysta¢ reakcje hydrogenolizy. Ze wzgledow
praktycznych oraz wygode prowadzenia reakcji, w ktorej biorg udziat jony wodorowe
zrezygnowatam z gazowego wodoru. Zastosowatam alternatywne sposoby dostarczenia jonéw
wodorowych do mieszaniny reakcyjnej. Wykorzystatam w tym celu opisane w literaturze metody
usuwania grup benzylidenowych w chemii cukréw. Zrédtem wodoru byt kwas mrowkowy116 lub
mréwczan amonu117. Obie reakcje prowadzitam w roztworze metanolowym w obecnoSci
katalizatora (5% Pd/C). Niestety w prowadzonych przeze mnie eksperymentach nie udato sie
istotnie skréci¢ czasu usuwania grup ochronnych, ani zwiekszy¢ wydajnosci powstawania
produktu.

W tym samym czasie zainteresowata mnie inna pochodna benzylidenowa, grupa
o-nitrobenzylidenowa. Zaletg tej grupy jest jej fotolabilno§¢ co mogtoby wyeliminowaé w trakcie
odblokowania uzycie silnie kwasowych warunkéw oraz skroci¢ czas reakcji. Co wiecej
o-nitrobenzaldehyd doskonale sprawdza sie, jako substrat w rekcjach nazywanych ‘zielong
chemig’, czyli opartych na energii dostarczanej przez promieniowanie mikrofalowe.
Z opublikowanych badan'"® wynika, ze wykorzystanie mikrofal pozwala na znaczne skrécenie
czasu prowadzonej reakcji, minimalizacje ilosci powstajgcych produktow ubocznych i czesto jest
zwigzane z wyzszymi wydajnosciami. Skrocenie czasu reakcji jest zwigzane z tak zwanym
‘efektem mikrofalowym’.""® Efekt ten jest obserwowany w reakcjach okreslonego typu, takich jak
reakcje dwuczgsteczkowe z udziatem anionéw jako czynnikéw nukleofilowych (Sy2, eliminacja,
addycja do wigzania C=0) (schemat 21 A) czy reakcje dwuczgsteczkowe reagentéw obojetnych
prowadzgce do obdarzonych tadunkiem stanow przejsciowych ( np. alkilowanie amin, fosfin lub
addycja do C=0) (schemat 21 B).
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Schemat 21. Mechanizm addycji do grupy karbonylowej.'"®

Przyczyna ‘efektu mikrofalowego’ nie jest do konca wyjasniona. Przypuszczalnie efekt ten jest
zwigzany z miejscowym gwattowanym wzrostem temperatury. Nie jest to jednak mechanizm
wyjasniajacy wszystkie procesy zachodzgace pod wptywem promieniowania mikrofalowego.
Czes¢ z nich w obecnosci mikrofal przebiega inaczej niz podczas zwyktego ogrzewania. Moze to
by¢ wynikiem zmiany mechanizmu reakcji lub zmian strukturalnych reagujgcych czasteczek.
‘Efekt mikrofalowy’ kojarzony jest z oddziatywaniami migedzy dipolami, z tworzeniem jonéw czy z
przemieszczaniem elektronéw w obrebie czasteczki.'"

Positkujgc sie danymi Iiteraturowymi118 opracowatam wtasng procedure otrzymywania
pochodnej o-nitrobenzylidenowej Bis-MPA (64). Zdecydowatam najpierw przetestowac reakcje
bez uzycia rozpuszczalnika. Ponadto, dysponujgc kuchenkg mikrofalowg (2,4 GHz, moc 800 W),
a nie laboratoryjnym reaktorem mikrofalowym musiatam sprawdzi¢ potrzebng moc kuchenki, by
reakcja zaszta czysto i wydajnie. Po kilku prébach udato mi sie zsyntezowal zwigzek 64 z
wydajnoscig 89%. W pierwszym etapie aldehyd o-nitrobenzoesowy zmieszatam w zlewce z
substratem 59 i 0,05 rbwnowaznika molowego kwasu p-toluenosulfonowego, ktéry petnit role
katalizatora. Mieszanine wstawitam najpierw na 5 min i 30% mocy a nastepnie 10 min z 50%
mocg kuchenki. Po tym czasie mieszanine pozostawitam do osiggniecia temperatury pokojowe;.
Nastepnie do mieszaniny dodatam wody i przeprowadzitam ekstrakcje a po odparowaniu warstwy
organicznej otrzymatam czysty bialy osad zwigzku 64, ktérego strukture potwierdzitam za
pomocg widm NMR.

Obserwacje prowadzone w trakcie eksperymentdw pozwolity mi okresli¢ zasady
prowadzenia reakcji za pomocag mikrofal i wykorzysta¢ uzyskang wiedze podczas innych syntez
(patrz rozdziat 6.1.4). Okazato sie, ze jezeli substratami w reakcji sg zwigzki w stanie statym
nalezy dobrze je wymieszac, aby zwiekszyé powierzchnie ich wzajemnego oddziatywania. Nalezy
jednak zachowac ostroznos¢, gdyz intensywne rozcieranie zwtaszcza w przypadku aldehydu o-
nitrobenzoesowego prowadzi potem do zweglania sie mieszaniny reakcyjnej, obnizajac
wydajnos¢ otrzymywanego produktu. Kontrola reakcji zachodzgcych w kuchence mikrofalowej
jest utrudniona, dlatego ze wzgledu bezpieczenstwa, ograniczytam skale reakcji do
1 mmola. Witasciwa powierzchnia oddziatywania pomiedzy substratami oraz ograniczenia skali

prowadzonych reakcji mogg by¢é zwigzane absorpcjg energii mikrofal przez ,ogrzewane
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czgsteczki”. Jezeli uzyjemy zbyt duzej ilos¢ materii na matej powierzchni w naczyniu reakcyjnym
efektywnos¢ transferu bedzie zaktécona, co moze spowodowaé obnizenie wydajnosci reakcji lub
doprowadzi¢ do ‘przegrzaniu’ substratbw, ktére obserwowatam w reakcjach z aldehydem
o-nitrobenzoesowym.

Przeprowadzitam kilka eksperymentdéw, w trakcie, ktérych prébowatam usungé grupe
o-nitrobenzylidenowg za pomocg promieniowania UV w obecnosci kwasu trifluorooctowgo.
Prowadzgc reakcje odblokowania zwigzku 64 w skali 0,3 mmola udato mi sie otrzymac produkt z
wolnymi grupami hydroksylowymi. Bardzo niska wydajno$¢ reakcji odblokowania w duzej skali
spowodowata, ze zrezygnowatam z uzywania tej grupy ochronnej w syntezie poliaminowej

pochodnej kwasu Bis-MPA.

3.3.2.2. Aktywacja grupy karboksylowej

Kolejnym etapem na drodze do otrzymania zaprojektowanego analogu jest
selektywne utworzenie wigzania amidowego w reakcji z poliaming. Przeksztatcenie kwasu
karboksylowego w amid na drodze bezposredniej reakcji aminy z kwasem jest trudne. Aminy
jako zasady, reagujac z kwasami odrywajg proton. Utworzony anion karboksylanowy nie jest
dobrym elektrofilem i nie moze by¢ efektywnie atakowany przez czgsteczki nukleofila.
Zwigzki zawierajgce wolng grupe karboksylowa, aby moglty by¢ podatne na atak
nukleofilowy, muszg by¢ aktywowane za pomocg katalizatoréw lub poprzez tworzenie
reaktywnych pochodnych (chlorki, bezwodniki kwasowe). W celu zbadania wifasciwosci
analogéw poliaminooligonukleotydéw postanowitam najpierw przeprowadzic¢ reakcje zwigzku
62 z najprostszg aming biogenng — putrescyng (1,4-diaminobutan), ktéra petnita role
modelowego analogu poliaminonukleotydu. Miatam nadzieje, Zze jezeli uda mi sie
zoptymalizowa¢ warunki syntezy i wstepnie pozna¢ wiasciwosci takich pochodnych poliamin,
to nastepnym krokiem bedzie synteza prowadzaca do otrzymywania nienukleozydowych

analogéw sperminy.

Synteza pochodnej putrescyny

Pierwsze préby otrzymania czgsteczki modelowej prowadzitam aktywujac grupe
karboksylowg zwigzku 62 za pomocg 2-chloro-4,6-dimetoksy-1,3,5-triazyny (CDMT).'® Zwigzek
ten zostat opisany w literaturze jako efektywny czynnik aktywujacy, ktéry w reakcji z kwasem
karboksylowym generuje dobrg grupe opuszczajgca (tzw. ‘superaktywny ester’) (schemat 22).
Mechanizm aktywacji kwasu pochodng triazyny w pierwszej kolejnosci, zaktada utworzenie
zwigzku 65, a nastepnie w wyniku ataku nukleofilowego jonu karboksylowego do atomu wegla

triazyny wygenerowanie ‘aktywnego estru’. Wedilug danych literaturowych'?°®1%!

istotnym
czynnikiem, ktoéry posredniczy w tworzeniu aktywnego zwigzku posredniego jest obecnos$¢ w
medium reakcji trzeciorzedowej aminy (np. tetrametylenoguanidyna, N-metylomorfolina i inne).
Efektywnos¢ dziatania aminy jest zdeterminowana przez jej strukture. Rozbudowane podstawniki
w czgsteczce aminy obnizajg wydajnos¢ powstawania czwartorzedowej soli 65. Koncowy produkt
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otrzymuje sie poprzez substytucje nukleofilowg grupy aminowej do centrum elektrofilowego

zwigzanego kowalencyjnie z grupg opuszczajaca (schemat 22).
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Schemat 22. Proponowany mechanizm aktywacji grupy karboksylowej 2-acyloksy-4,6-dipodstawiona-1,3,5-
triazyna.

W celu sprawdzenia efektywnosci opisanej metody najpierw przeprowadzitam test z
n-butyloaming. Blokowany kwas Bis-MPA 62 poddatam reakcji z CDMT w obecnosci
N-metylomorfoliny w bezwodnym tetrahydrofuranie. Reakcje prowadzitam przez 1 h, dzigki
kontroli TLC mogtam zaobserwowac tworzenie sie ‘aktywnego estru’. W kolejnym kroku dodatam
n-butyloamine i po 2,5 h zakonczytam reakcje. Produkt w postaci mieszaniny izomeréw (schemat
20) otrzymatam z wydajnoscig powyzej 60%. lzomery rozdzielitam a strukture zwigzku 66
potwierdzitam metodami spektroskopowmi.

Dobry wynik otrzymywania pochodnej 66 sktonit mnie do przeprowadzenia kondensacji z
1,4-diaminobutanem w celu otrzymania produktu 67. W trakcie eksperymentéw pojawity sie dwa
problemy. Pierwszy z nich dotyczyt zblizonej mobilnosci chromatograficznej substratu i produktu
67 co utrudniato kontrolowanie postepu reakcji z putrescyng. Podjetam proby znalezienia
alternatywnego eluentu. Ostatecznie udato mi sie rozdzieli¢ oba zwigzki uzywajgc, zamiast
CH3;OH/CH.CI,, eluentu sktadajgcego sie z benzenu i trojetyloaminy (9:1). Ze wzgledu na
wiasciwosci kancerogenne benzenu nie byto to najlepsze rozwigzanie, zwtaszcza na etapie
oczyszczania. Kolejny problem stanowita obecno$¢ obu izomerow co, w potgczeniu z niskg
wydajnoscig produktu (> 30%), prowadzito to do skomplikowanej i trudnej do rozdzielenia
mieszaniny reakcyjnej.

Przeprowadzitam kilka eksperymentéw zmieniajgc rozpuszczalnik, temperature, czas
prowadzenia reakc;ji i kolejno$¢ dodawania substratéw, jednak zmiany te ani nie zmniejszyty ilosci
produktéw ubocznych, ani nie zwiekszyly wydajnosci produktu. W tej sytuacji powzietam decyzje

o0 znalezieniu innego sposobu aktywacji grupy karboksylowe;.
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Schemat 23. Synteza wigzania amidowego.

Karbonylodiimidazol (CDI) to powszechnie stosowany czynnik kondensujgcy, ktéry

umozliwia efektywne tworzenie wigzania amidowego. Wytworzony in-situ aktywny acyloimidazol

reaguje dos¢ szybko z aminami (schemat 24).'%2
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Schemat 24. R6zne czynniki aktywujgce ugrupowanie karboksylowe.

Podobnie jest w przypadku uzycia hydroksybenzortriazolu, ktéry tworzy aktywny ester kwasu
karboksylowego tatwo reagujgcy z réznymi nukleofilami (schemat 24). Zastosowane przeze mnie
obu tych czynnikéw nie pozwolito jednak na osiggniecie wyzszych wydajnosci produktu 67.
Podobnie uzycie dicykloheksylokarbodiimidu czesto wykorzystywanego w syntezie peptydow, %2
nie poprawito wydajnosci. Uzycie wyzej wymienionych czynnikéw kondensujgcych nie poprawito
wydajnosci reakcji, dlatego postanowitam wykorzysta¢ reaktywng pochodng kwasoéw
organicznych — chlorek kwasowy. W pierwszym etapie zwigzek 62 rozpuscitam w mieszaninie
bezwodnego chlorku metylenu z 10% zawarto$cia bezwodnej pirydyny dodajgc dwukrotny
nadmiar chlorku tionylu i katalityczne ilosci DMF'%%%'2? (schemat 24). Dodatek pirydyny zwiekszat
rozpuszczalno$¢ kwasu 62, a DMF katalizowat reakcje powstawania chlorku (rys. 44). W reakgji
SOCI, i DMF zostaje wygenerowany czynnik Vilsmeiera-Haacka, ktory nastepnie ulega
substytucji nukleofilowej z uwolnieniem jonu chlorkowego. Powstaty produkt posredni, N-
metylowany mieszany bezwodnik kwasu karboksylowego i imidomrowkowego reaguje z
uwolnionym jonem chlorkowym tworzac chlorek kwasowy i regenerujac czgsteczke DMF. Po

okoto 2 godzinach reakcji pozbytam sie nadmiaru chlorku tionylu odparowujgc surowg

83



BADANIA WEASNE

mieszaning z chlorkiem metylenu i toluenem.

j yNé . oo .
. n Nastepnie w celu unikniecia powstawania
?/V"Sme'em Hmka\ symetrycznych bis-podstawionych pochodnych
u Cl« Hel puterescyny dodatam pieciokrotny nadmiar
o 1,4-diaminobutanu. Po okolo 1 godzinie
/K J reakcje zakonczytam, otrzymujgc produkt 67 z
¢ R)L(o\’{:?/ 60% wydajnoscig. Strukture zwiazku 67

Rys. 44. Cykl katalityczny - aktywacja za pomoca DMF 12" potwierdzitam za pomoca spektroskopii NMR.

Synteza pochodnej sperminy

Eksperymenty prowadzace do otrzymania czgsteczki modelowej z kwasu Bis-MPA, miaty
mi pomdéc w poznaniu wiasciwosci benzylidenowych pochodnych tego kwasu. Poznanie tych
wlasciwosci miato utatwi¢ otrzymanie sperminowej pochodnej. Préby aktywacji grupy
karbonylowej kwasu utwierdzity mnie w przekonaniu, ze powodem niskich wydajnosci reakcji z
putrescyng nie jest przestrzenne utozenie grupy karbonylowej w pierscieniu 1,3-dioksanu, ale
stabe wtasciwoséci elektrofilowe grupy karbonylowej. Drogg do otrzymania wysokich wydajnosci w
reakcji z aming jest tworzenie reaktywnych pochodnych np. chlorkéw kwasowych.

W przeciwienstwie do czgsteczki putrescyny, czasteczka sperminy oprocz
pierwszorzedowych i posiada roéwniez drugorzedowe grupy aminowe, ktére rbznig sie
nukleofilowoécig. Powstaty chlorek kwasowy mogiby reagowaé zaréwno z terminalnymi jak
wewnatrzczasteczkowymi grupami aminowymi, prowadzac do powstawania produktoéw
ubocznych i obnizajgc wydajnosS¢ nienukleozydowego analogu poliaminy. Nie mogtam wiec
wykorzysta¢ chlorku kwasowego do aktywacji grupy karboksylowej. Dodatkowym utrudnieniem
reakcji ze sperming mogtaby by¢ nizsza nukleofilowo$¢ pierwszorzedowych grup aminowych
sperminy w poréwnaniu z terminalng grupg aminowg putrescyny. Nalezato, wiec znalez¢ bardziej
reaktywng pochodng, ktéra pozwolitaby na otrzymywanie mieszaniny reakcyjnej pozbawione;j
duzej ilosci produktéw ubocznych.

W pierwszym kroku zdecydowatam sie sprawdzi¢ przydatnos¢ pochodnej estrowej kwasu
benzylideno — 2,2-bis-(hydroksymetylo)propionowego (schemat 25). Mimo, ze estry alkilowe nie
nalezg do reaktywnych zwigzkéw, chciatam sie przekona¢ czy uda mi sie otrzymaé pochodng
sperminy (68). Najpierw substrat 62 przeksztatcitam w chlorek, uzywajgc wczesniej opracowane;j
procedury, potem dodatam etanolu by utworzy¢ ester etylowy, ktory poddatam reakcji ze
sperming. Reakcje prowadzitam przez kilka dni, stopieh przereagowania byt jednak niewielki.
Ostatecznie zrezygnowatam =z wykorzystania estrow alkilowych w syntezie amidow
poliaminowych. Eksperyment ten jeszcze raz potwierdzit, ze aby otrzymacC zaprojektowang
pochodng poliaminowg elektrofilowos¢ karbonylowego atomu wegla nalezy zwiekszy¢ przez
wytworzenie bardzo reaktywnego produktu posredniego.

Chlorek piwaloilu wykorzystywany jest do wprowadzania piwaloilowej grupy ochronnej

funkcji hydroksylowej oraz jako czynnik kondensujacy, promujacy reakcje alkoholi z kwasem
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fosfonowym lub monoestrami tego kwasu.'?

Jest najczesciej stosowanym czynnikiem
kondensujagcym w chemicznej syntezie oligonukleotydéw metodg H-fosfonianowg. Ponadto
reakcje amonolizy zachodzg dos¢ selektywnie wskutek zawady przestrzennej tworzonej przez
grupe tert-butylowg, ktéra ogranicza nukleofilowy atak na karbonylowy atom wegla grupy
piwaloilowe;.

Blokowany kwas Bis-MPA (62, 63, 64) poddatam reakcji z chlorkiem piwaloilu przez 40
minut. Otrzymany mieszany bezwodnik, obserwowany za pomocg TLC, potraktowatam 7-krotnym
nadmiarem sperminy. Po uptywie 1,5 h reakcje zakonczytam odparowujgc rozpuszczalnik, a
nieprzereagowang amine ekstrahowatam wodg. Czysty zwigzek 68 izolowatam z surowej
mieszaniny, odmywajgac go niepolarnym rozpuszczalnikiem, Kkorzystajac z réznic we

wiasciwosciach fizycznych zwigzkéw 62 i 68.

cI”>cl, EtOH, EtsN

H
HZN/\/\H/\/\/N\/\/NHZ

Q
I EEs
>< + Cl
H 0 OH Py _40min.

62 R=Ph
63 R = p-Anisyl
64 R =0-NO,Ph

o)
Cl' THF, Et;N 40 min.

2
o] (0]
}L{ '
H 0 N/\/\N/\/\/N\/\/NH2
H H

68 Ry=R,=H
69 R;=O0CHjz Ry=H
70 R1=H,R2=N02

Schemat 25. Szlaki otrzymywania pochodnej sperminy.

Pochodne 69 i 70 uzyskatam po oczyszczeniu na kolumnie chromatograficznej stosujgc eluent
opracowany przez dr Przemystawa Godzine'® (eluent CH;OH/CH3NH./H,0). Struktury 68-70
potwierdzitam widmami NMR. Najlepsze wydajnosci uzyskiwatam uzywajac jako zwigzku
wyjéciowego, zwigzku 62 (ok. 50%). Niska wydajnos¢ reakcji ze sperming skionita mnie do
przeanalizowania wzglednej podatnosci grup karbonylowych mieszanego bezwodnika na atak
nukleofilowy. Zauwazytam, ze otoczenie obu grup karbonylowych w bezwodniku jest bardzo
podobne (rys. 45). Nieznaczna réznica wartosci pKa kwasu Bis-MPA (4,41) i piwalowego (5,01)

nie pozwolita mi jednoznacznie stwierdzi¢, ktéry z nich bedzie lepszg grupg opuszczajgcy. Zatem
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o utworzeniu sie wiasciwego produktu pochodnej sperminy 68 moze decydowacC czynnik
steryczny. Analizujgc strukture otrzymanego bezwodnika dosztam do wniosku, ze grupa tert-
butylowa kwasu piwalowego nie tworzy wiekszej zawady przestrzennej. Wydajno$¢ otrzymywania
pochodnych sperminy nadal byta niezadowalajgca, dlatego postanowitam znalez¢ lepszy czynnik
aktywujacy.
©><O @ 0 Podjetam kolejng prébe, tym razem utworzenia
})ko)% mieszanego bezwodnika benzylidenowej pochodnej kwasu
Rys. 45, Sraklura mieszanego bemwodka Bis-MPA z dichlorofosforanem difenylu (DPCP)."** Wybor
w reakeji z chlorkiem piwaloilu czynnika kondensujacego podyktowany byt nie tylko jego
efektywnoscig w aktywacji zwigzkéw fosforu, co wazniejsze
zalezato mi na wyeliminowaniu potencjalnego miejsca ataku nukleofilowego, jak to miato miejsce
w przypadku bezwodnika utworzonego z chlorku piwaloilu. Spodziewatam sie, ze duza zawada
przestrzenna w postaci grup fenoksylowych zminimalizuje powstawanie produktéw ubocznych
(schemat 25). Substrat 64 rozpuscitam w pirydynie i dodatam chlorofosforan difenylu prowadzac
reakcje przez 40 minut. Nastepnie mieszanine reakcyjng schtodzitam i dodatam spermine. Po
kolejnych 60 minutach reakcje zakonhczytam. Surowg mieszanine poreakcyjng oczyscitam
otrzymujgc czystg pochodng sperminy 70 z 75% wydajnoscig. W poczatkowych eksperymentach,
w ktérych jako czynnik aktywujgcy karbonylowy atom wegla zwigzku 62, stosowatam DPCP
uzywajgc 7 rownowaznikdw molowych poliaminy. Brak powstawania duzej ilosci innych, niz
zwigzek 70, pochodnych sperminy pozwolit mi zredukowa¢ nadmiary uzywanej poliaminy do

3 rownowaznikéw molowych.

3.3.3. Synteza poliaminowych pochodnych kwasu a,f-izopropylideno-D-
glicerynowego i o,f-izopropylideno-L-glicerynowego

Ukfady 1,2-diolowe sg czesto wykorzystywane jako substytuty pierscienia deoksyrybozy
w syntezie analogéw oligonukleotydow.®® Wybierajac oba enancjomery estru glicerynowego
chciatam sprawdzi¢ jak efektywnosS¢ tworzenia struktur dwuniciowych modyfikowanych
pochodnymi glicerynowymi poliamin, jest zwigzana z chiralnoscig uzywanych analogow
poliamionukleotydow.

Reakcje kazdego z enacjomerdéw (71) i (72) prowadzitam z 10-krotnym nadmiarem
sperminy w zakresie temperatur od 25 °C do 35 °C. Istotng role odgrywata temperatura, ktéra
musiata osiggng¢ poziom przynajmniej 25 °C. Stosowanie duzych nadmiaréw poliaminy miato
zapobiega¢ powstawaniu bis-podstawionych pochodnych sperminy oraz takich, ktére powstajg w
wyniku nukleofilowego ataku drugorzedowych grup aminowych poliaminy. W trakcie
eksperymentédw nie zaobserwowatam powstawania tego typu pochodnych sperminy, ani
wyzszych wydajnosci zwigzku (73) lub (74) jezeli stosowatam duze nadmiary poliaminy.
Zrezygnowatam ze stosowania duzych nadmiaréw, ktore zmniejszytam do 4 réwnowaznikow

molowych.
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Schemat 26. Synteza pochodnej aminowej estréw izopropylidenoglicerynowych.

Brak chromoforu w pochodnej poliaminowej utrudniat obserwacje postepu reakcji w
Swietle UV. Aby obserwowaé zwigzek z wolnymi grupami aminowymi lub hydroksylowymi w
Swietle UV postanowitam wykorzysta¢ barwnik o wiasciwosciach fluorescencyjnych. Wybratam
fluoresceine, ktéra posiada grupe karboksylowg i moze oddziatywa¢ z wyzej wymienionymi
grupami. Do wybarwiania ptytek stosowatam roztwory fluoresceiny w acetonitrylu. Liczytam, ze
forma kwasowa barwnika pozwoli na detekcje wolnych grup aminowych i alkoholowych w swietle
UV. Otrzymywany produkt jest pochodng sperminy i jego wtasciwosci wynikajg przede wszystkim
ze struktury sperminy, ktéra wykazuje charakter bardziej hydrofilowy. Nieznaczne wtasciwosci
hydrofobowe zwigzku 73 lub 74 sg wynikiem wprowadzenia grupy izopropylidenowej, chronigce;j
grupy hydroksylowe. Izolacje produktu prowadzitam przez kilkakrotng ekstrakcje i wytrzgsanie z
duzymi iloSciami rozpuszczalnika organicznego. Bezpo$rednio po izolacji i odparowaniu warstwy
organicznej otrzymany produkt poddatam analizie NMR. Czysto$¢ otrzymanych zwigzkow 73 i 74
byta wystarczajgca, aby uzy¢ ich w dalszych reakcjach.

Kolejnym etapem na drodze otrzymania analogu poliaminonukleotydu, ktory mogtby byé
wigczony do oligomeru byto odblokowanie grup izopropylidenowych z 1,2-dioksolanu i
odblokowanie grup hydroksylowych. Do usuniecia grupy izopropylidenowej bardzo czesto stosuje

sie kwas octowy.'®

W zaleznosci od struktury substratu reakcje prowadzi sie w temperaturze
pokojowej lub ogrzewa do temperatury wrzenia rozpuszczalnika stosowanego w reakcji. Zwigzek
84 rozpuscitam w 50% wodnym roztworze kwasu octowego. Reakcje prowadzitam przez 40 minut
w podwyzszonej temperaturze. Kontrola TLC wykazywata catkowite przereagowanie substratu.
Po zneutralizowaniu kwasu octowego i ekstrakcji, surowe mieszaniny poddatam reakcji
dimetoksytrytylowania. Catkowita wydajnos¢ po dwoch etapach wyniosta ok. 60%.

Analizujgc widmo 4,4’-dimetoksytrytylowanej pochodnej poliaminowej kwasu
glicerynowego zaobserwowatam obecnos¢ sygnatow, ktorych przesunigcia chemiczne lezaty w
zakresie 1-1,5 ppm. Sygnaty te Swiadczyly o obecnosci w czgsteczce 4,4’-dimetoksytrytylowanej
pochodnej sperminy grup metylowych ugrupowania acetylowego.

Wigczenie nienukleozydowego analogu do nici oligomeru wymaga zablokowania funkcji

aminowych sperminy. Wazne jest, aby chronione funkcje aminowe mozna byto uwolni¢ w
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warunkach odblokowania oligonukleotydu. Wsréd wielu grup ochronnych alkiloamin, jedng z
najczesciej stosowanych jest zasadolabilna grupa trifluoroacetylowa. Zanim mogtam usung¢
grupe izopropylidenowg musiatam zablokowac¢ funkcje aminowe grupami trifluoroacetylowanymi
(rozdziat 3.3.5).

Obserwacja w widmie 'H NMR 4,4’-dimetoksytrytylowanej pochodnej sperminy sygnatéw
pochodzacych od grup acetylowych, swiadczyta o obecnosci tych grup przy funkcjach aminowych
sperminy. Mogtam przypuszczaé, ze nastgpita wymiana grup trifluoroacetylowych na acetylowe
podczas reakcji z kwasem octowym. Sprawdzeniem mojej interpretacji byta analiza MALDI-TOF
zsyntezownego oligonukleotydu z wtgczonym nienukleozydowym analogiem sperminy. W widmie
MALDI zamiast sygnatu o masie 3959 kDa obserwowatam sygnat o masie 4085,16 kDa.
Potwierdzit on obecno$¢ grup acetylowych, ktérych nie udato sie usunagé na etapie odblokowania
analogu poliaminooligonukleotydu. W zwigzku z tym, Zze usuniecie grup acetylowych nie jest
mozliwe w warunkach odblokowania oligonukleotydu musiatam znalez¢ inng metode usuwania
grup izopropylidenowych.

W tym celu przeprowadzitam reakcje odblokowania z kwasem p-toluenosulfonowym jako
katalizatorem.'® Zwigzek ten wykazuje silne wiasciwosci kwasowe, umozliwiajace hydrolize
grupy izopropylidenowej, a jego anion jest stabym nukleofilem. Stabsza zdolno$¢ kwasu p-TSA
do ataku nukleofilowego na funkcje aminowe w przeciwienstwie do kwasu octowego pozwolita mi
otrzymaé¢ produkt, w ktérym funkcje aminowe sperminy pozostaty chronione grupami

trifluoroacetylowymi.

3.3.4. Synteza poliaminowej pochodnej a-hydroksy-y-butyrolaktonu

Handlowo dostepny prekursor, a-hydroksy-y-butyrolakton, postanowitam wykorzystac,
jako zwigzek wyjsciowy, do otrzymania analogu poliaminonukleozydowego. Zwigzek ten posiada
wymagany trojweglowy taricuch metylenowy. Zawiera réwniez prochiralny atom wegla zwigzany z
drugorzedowg grupg hydroksylowg reprezentujgcg grupe 3’-OH pierScienia cukrowego oraz
posiada grupe karbonylowg zastepujaca pozycje 2’-C rybozy. Reakcje z poliaming prowadzace
do otwarcia pierscienia laktonu powodujg powstanie mieszaniny enancjomerow. Mimo, ze po
wigczeniu laktonowej pochodnej sperminy do oligonukleotydu otrzymatam mieszanine
diastereoizomeréw zdecydowatam sie na prace z tym fgcznikiem.

Poczatkowo reakcje a-hydroksy-y-butyrolaktonu®'?’, ze sperming prowadzitam w
bezwodnym THF, ktory jako rozpuszczalnik aprotyczny sprzyja ujawnianiu sie wiasciwosci
nukleofilowych pierwszorzedowych grup aminowych sperminy. Aby wyeliminowa¢ powstawanie
bis-podstawionych pochodnych sperminy musiatam uzy¢ duzych nadmiaréw poliaminy.
Otrzymany z dobrg wydajnoscig produkt 76 posiadat podobng hydrofilowosé do uzytej w reakgji
poliaminy. Spowodowato to duze trudno$ci w wyizolowaniu zwigzku 76 z mieszaniny
poreakcyjnej, w ktorej byla obecna uzyta w nadmiarze spermina. W kolejnych etapach
prowadzacych do otrzymania analogu poliamionukletydu, przeszkadzato znaczne podobiehAstwo

wlasciwosci  produktu i substratu (schemat 27). Na etapie wprowadzania grup
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trifluoroacetylowych musiatam uzywaé bardzo duzych ilosci bezwodnika trifluoroacetylowego, co
powodowato powstawanie skomplikowanej mieszaniny reakcyjnej i dodatkowo byto
nieekonomiczne. Nie udato sie rébwniez przeprowadzi¢ reakcji dimetoksytrytylowania.

Q o
THF

H H
HO.
HO N NH, —————> N NH;
\&/OJr HZN/\/\H/\/\/ NP2\ 65°C. 48 H/\/\H/\/\/ N

75 o 76

Schemat 27. Synteza N-(4,9,13-triazatridekano-1-ylo)-2,4-dihydroksybutyroamidu.

Zablokowanie drugorzedowej grupy hydroksylowej laktonu 75 lipofilowg grupg o duzej
objetosci pozwolitoby wyeliminowac¢ problem izolacji produktu powstajgcego w reakcji ze
sperming (Schemat 28). Zalezato mi dodatkowo, na tym aby grupa ochronna byta usuwana w
warunkach obojetnych. Sposréd grup sillowych powszechnie wykorzystywanych do ochrony
funkcji  hydroksylowych w chemii nukleozydéw zdecydowatam sie wybra¢ grupe
t-butylodimetylosililowg, (TBDMS)."%® Dotaczenie rozbudowanej przestrzennie grupy TBDMS do
zwigzku 75 mogto wptyngé na zwiekszenie lipofilowosci produktu (78) otrzymywanego w reakcji z

poliamina.
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Schemat 28. Szlak syntetyczny pochodnej sperminowej o-hydroksy-y-butyrolaktonu.

Przeprowadzitam serie doswiadczeh, w ktorych sprawdzitam wplyw rozpuszczalnika,
temperatury, zawartosci wody oraz czasu trwania reakcji na wydajnos¢ otrzymywania zwigzku 78
(tabela 16).
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Tabela 16. Zestawienie warunkow reakcji zwigzku 77 ze sperming (skala reakcji 0,075 mmola, 5 rbwnowaznikéw
molowych sperminy). Wydajno$¢ wyizolowanego produktu po 5 dniach.

Lp. | Rozpuszczalnik b(\a,\;\?vtcri]:(ia* Temperatura [°C] Wydajnosé [%]
1 MeOH nie 25 35
2 MeOH tak ** 25 37
3 MeOH nie 55 30
4 MeOH tak 55 42
5 pirydyna nie 70 40
6 pirydyna tak 70 50
7 pirydyna tak 110-130 10

**w obecnoéci sit molekularnych 3 A,;
*warunki bezwodne — stosowano rozpuszczalnik oczyszczony i osuszony na sitami 3 A; tzw. warunki nie
bezwodne — stosowano rozpuszczalnik handlowo dostepny cz.d.a, bez dodatkowego osuszania.

Postep reakcji prowadzonych w warunkach zestawionych w tabeli 16 kontrolowatam za pomocg
chromatografii TLC. Pierwszg kontrole przeprowadzitam po 16 h (detekcja zwigzkéw w Swietle
UV — wybarwianie z uzyciem fluoresceiny, tak samo jak w rozdziale 6.1.3). Zaobserwowatam, ze
dla wszystkich prowadzonych prob stopieh przereagowania substratu jest podobny. Kontrola
reakcji po kolejnych 48 h, 72 h i nawet 5 dniach nadal wskazywata niezmieniong ilo$¢ substratu_w
mieszaninie reakcyjnej. Po 5 dniach zakonczytam wszystkie proby i wyizolowatam produkt 78.
Najlepsze wyniki otrzymatam w prébie numer 6 — produkt otrzymatam z najwyzszg jak dotad 50%
wydajnoscig. W warunkach numer 1-4, w ktorych rozpuszczalnikiem byt metanol stwierdzitam
podobnie niskg wydajnos¢ produktu. W warunkach numer 5 obserwowatam wytrgcenie sie
krysztatdbw sperminy. W warunkach numer 7 reakcje prowadzitam w wysokiej temperaturze
(110-130 °C), co réwniez nie poprawito wydajnosci zwigzku 78. Jednoczesnie podejmowatam
préby zredukowania nadmiaru stosowanej poliaminy.

Ostatecznie rozwigzaniem problemu okazato sie wykorzystanie promieniowania
mikrofalowego w syntezie zwigzku 78. Udane eksperymenty pozwolity mi uzyska¢ pozagdany
produkt 78 z 64% wydajnoscig. Dobrg wydajnos¢ produktu 78 uzyskatam przy zredukowanym do
45 minut czasie reakcji i obnizeniu nadmiaru poliaminy do minimum, prowadzgc reakcje w
stosunku molowym 1:1.

Przed reakcjg 4,4’-dimetoksytrytylowania grupe t-butylodimetylosiilowg usunetam za

pomoca fluorku trietyloamoniowego.'®

3.3.5. Ochrona funkcji aminowych reszt poliaminowych
Jezeli pochodne poliamin majg by¢ wigczone do DNA lub RNA na drodze chemicznej
syntezy, to grupy aminowe reszt poliaminowych muszg by¢ chronione. Przed reakcjg fosfitylac;ji
nalezato, wiec zablokowa¢ pierwszo- i drugorzedowe funkcje aminowe sperminy. Jak
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wspominatam w rozdziale 3.2.3 zdecydowatam sie na wykorzystanie grup trifluoroacetylowych.
Do ich wprowadzenia wykorzystatam procedure z uzyciem bezwodnika kwasu trifluorooctowego

w pirydynie.'®
R1
R2
H O NHRj3 H O NHR
79

80 Ry =R, =H Os__CF;
81 Ry = HR, = NO, Y

e e
0] [o N
>< NHR >< NHR Os__CF; Os__CFs
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Schemat 29. Struktury trifluoroacetylowanych analogéw poliaminonukleozydow.

W reakcjach*'® blokowania funkcji aminowych poliaminonukleozydéw stosowane sg
3 réwnowazniki molowe bezwodnika trifluoroacetylowego w stosunku do jednej grupy aminowej w
reakcji z pochodng putrescyny oraz 5 réwnowaznikéw molowych w stosunku do jednej grupy
aminowej w przypadku sperminy. Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez okoto
5-10 minut. W reakcji bezwodnika trifluoroacetylowego z analogiem putrescyny (67)
wykorzystatam preparatyke, ktora jest stosowana w chemii poliaminonukleozydow.*"1%° w
przeciwienstwie = do  wydajnosci  otrzymywania  trifluoroacetylowanych pochodnych
poliaminonukleozydowych zwigzek 79 otrzymatam z nizszg 40% wydajnoscia, a po wyizolowaniu
go z mieszaniny reakcyjnej odzyskatam ok. 50% substratu 67. Zastosowanie krétkiego czas
reakcji nie pozwolito otrzymac dobrych wydajnosci produktu 79. Postanowitam, wiec wydtuzy¢
czasu reakcji dodajgc kolejne porcje bezwodnika. Nie przyniosto to spodziewanej poprawy
wydajnosci. Zeby zmieni¢ stopien przereagowania substratu przeprowadzitam eksperyment
stosujgc N-metyloimidazol, jako katalizator, ktéry miat przesungé rownowage reakcji w strone
tworzenia wigzania amidowego. Udato sie zwiekszy¢ wydajno$¢ produktu tylko do 52% w
przypadku pochodnej putrescyny (79), a w przypadku pochodnej (80) wydajno$¢ reakcji
pozostawata nadal granicach 40-50%.

W  zwigzku z napotkanymi  trudnoSciami  optymalizacji warunkéw  reakciji
trifluoroacetylowania zdecydowatam sie sprawdzi¢ czy niskie wydajnosci (79-80) moga byc¢
zwigzane z nietrwatoscig wigzania amidowego. Reakcje nie z bezwodnikiem trifluorooctowym, a z
bezwodnikiem octowym prowadzitam z zachowaniem warunkéw bezwodnych. Przez caly czas

trwania reakcji dodawatam bezwodnik porcjami. Kontrola reakcji za pomocg TLC po 1,5 h trwania
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reakcji wykazata obecno$¢ substratu w ok. 50%. Po 2,5 h zauwazytam, ze iloS¢ substratu
obecnego w reakcji zaczyna wzrastaé. Pozostawienie mieszaniny na 24 h doprowadzito do
odtworzenia sie substratu w ponad 80%. Mogtam przypuszczaé, ze $ladowe ilosci wody w
Srodowisku reakcji mogg prowadzi¢ do hydrolizy wigzania amidowego. Wyniki eksperymentu
potwierdzity, ze optymalizacja warunkéw reakcji trifluoroacetylowania jest trudna, mimo
stosowanych warunkéw bezwodnych i nadmiaréw bezwodnika nie udato sie przesungc
rownowagi w kierunku tworzenia wigzania amidowego.

Poprawe wydajnosci uzyskatam stosujgc we wszystkich reakcjach zwigzkéw (79-84)
rozcienczone mieszaniny reakcyjne. Reakcje z bezwodnikiem trifluoroacetylowym prowadzitam w
temperaturze 0 °C w trakcie dodawania bezwodnika i ok. 20 minut w temperaturze pokojowej po
wyjeciu z mieszaniny chtodzgcej. Dla wszystkich pochodnych udato sie uzyska¢ wydajnosci od
58% w przypadku zwigzku (83) az do 70% dla pochodnej (82) (schemat 29). Struktury zwigzkéw
potwierdzitam za pomocg NMR (*H, "°F).

3.3.6. Reakcje dimetoksytrytylowania

Niezbednym etapem na drodze do otrzymania amidofosforynéw analogow
poliaminonukleozydoéw i wykorzystania ich w automatycznej syntezie oligonukleotydow jest
wprowadzenie grupy ochronnej pierwszorzedowej funkcji hydroksylowej, ktéra w przypadku
syntetyzowanych przeze mnie analogéw odpowiada funkcji 5’-OH deoksyrybozy.

Wszystkie analogi nukleozydéw miaty zablokowane wcze$niej grupy hydroksylowe, tak by
mozna byto przeprowadzi¢ selektywng reakcje z poliaming. Wiaczenie nienukleozydowych
analogoéw poliamin do DNA lub RNA na drodze chemicznej syntezy wymaga zablokowania jednej
z grup hydroksylowych grupg 4,4’-dimetoksytrytylowg. Przed etapem dimetoksytrytylowania
wszystkie grupy ochronne funkcji hydroksylowych zostaty usuniete. Selektywna ochrona
pierwszorzedowej grup hydroksylowej jest mozliwa przy wykorzystaniu blokad 4,4-
dimetoksytrytylowych. Po usunieciu grup ochronnych funkcji hydroksylowych analogi
poliaminonukleozydow poddatam reakcji dimetoksytrytylowania w pirydynie. Chlorek
4.4’-dimetoksytrytylu dodawatam porcjami w ciggu 10 minut. Standardowy czas prowadzenia
reakcji dimetoksytrytylowania wynosi 2-3 h. W syntezie dimetoksytrytylowanych analogow
poliaminonukleozydéw najwyzszg wydajnos¢ zwigzkdéw (85-89) uzyskatam wydituzajac czas
reakcji do 16 godzin. Z najwyzszg 72% wydajnoscig otrzymatam zwigzek 89. Struktury
dimetoksytrytylowanych produktow potwierdzitam za pomoca spektroskopii '"H NMR oraz

spektroskopii mas.
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Schemat 30. Struktury 4,4’-dimetoksytrytylowanych analogéw poliaminonukleozydoéw.

3.3.7. Reakcje fosfitylacji

Dimetoksytrytylowane pochodne analogéw poliaminonukleozydéw (85-88) poddatam
reakcji  fosfitylacji  stosujgc  bis-(N,N-diizopropyloamino)(2-cyjanoetoksy)fosfine  wedtug
standardowej procedury.'® Otrzymatam amidofosforyny (90-94) (schemat 31) z wydajnoscig
okoto 50-70%. W przypadku amidofosforynéw nienukleozydowych analogbw sperminy
napotkatam trudnosci na etapie oczyszczania. Poniewaz wszystkie badane przeze mnie analogi
sg zwigzkami niskoczgsteczkowymi, to izolacja ich amidofosforynéw z mieszaniny poreakcyjne;j
metodg chromatografii byta utrudniona, poniewaz wiasciwosci fizyczne produktu byty zblizone do
wiasciwosci fizycznych zanieczyszczen. Rozwigzaniem okazata sie metoda wytrgcania z
heksanu. Po otrzymaniu czystych produktow (90-94) zauwazytam, ze wszystkie amidofosforyny
sg nietrwate i stosunkowo tatwo hydrolizujg do H-fosfonian6w. Prawdopodobnie czynnikiem
katalizujgcym reakcje hydrolizy sg pozostate po etapie oczyszczania zanieczyszczenia np.
Sladowe ilosci etylotiotetrazolu. Otrzymatam odpowiednie 3’-amidofosforyny (schemat 31),
ktérych strukture potwierdzita analiza 'H NMR i *'P NMR. W widmach *'P NMR obserwowatam
sygnaty, ktére mogg $wiadczy¢ o wystepowaniu wigcej niz jednego centrum chiralnosci.

Pochodne poliaminowe kwasu Bis-MPA (85, 86) z wigczong grupg
4,4-dimetoksytrytylowg zawierajg jedno centrum stereogeniczne i sg mieszaning enancjomerow.
W wyniku reakcji fosfitylacji zostato wprowadzone dodatkowe centrum, powodujgc powstanie
mieszaniny racemicznej (4 enancjomerow), co obserwowatam w widmie NMR. Z kolei
trytylowane enancjomery D i L pochodnych poliaminowych kwasu glicerynowego (87, 88) po
wigczeniu grupy amidofosforynowej zyskaty dodatkowe centrum chiralne. W widmach P NMR
obserwowatam zwigzki 92 i 93 w postaci mieszaniny diastereoizomerow. W przypadku pochodnej
poliaminowej laktonu (78) otwarcie pierscienia laktonowego doprowadzito do powstania
mieszaniny enancjomeréw. Po reakcji fosfitylacji zwigzek 94 otrzymatam w postaci mieszaniny

racemicznej.
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Schemat 31. Struktura 3’-amidofosforynéw analogéw poliaminonukleozydow.

3.4. Synteza chemiczna analogéw poliaminooligonukleotydéw

Uzyskane amidofosforyny uzytam do syntezy analogéw poliaminooligonukleotyddw
uzywajac jako sekwencji referencyjnej tzw. dodekamer Drew’a- Dickersona (tabela 17).

Amidofosforyny nukleozyddéw A, C, G, T zostaty rozpuszczone w acetonitrylu i suszone
nad sitami molekularnymi 3 A minimum godzine przed rozpoczeciem syntezy. Otrzymane w
postaci liofilizatu analogi amidofosforynéw nukleozydéw (90, 92-94) suszytam pod proznig przez
24-36 godzin. Wszystkie analogi amidofosforynow rozpuszczatam w bezwodnym acetonitrylu
bezposrednio przed etapem kondensacji analogu do wydtuzanego tancucha oligonukleotydu.
Wczesniejsze rozpuszczenie modyfikowanych amidofosforynéw prowadzito do szybszej hydrolizy
do H-fosfonianu, co obserwowatam za pomocg widm *'P NMR. Najmniej trwate okazaty sie
sperminowe pochodne kwasu glicerynowego 93, 94. Prawdopodobnie czynnikiem katalizujgcym
reakcje hydrolizy mogtyby by¢ pozostate w produkcie $ladowe iloSci etylotiotetrazolu. Wydajno$c¢
etapu kondensacji analogéw amidofosforynéw poliaminonukleozydéw zawierata sie w granicach
70% jezeli modyfikacje wprowadzono na koticu 5-oligomeru i 53% w przypadku wigczenia
analogu w srodku sekwencji oligonukleotydowej (rys. 46). W trakcie syntezy stosowatam
dwukrotny nadmiar analogéw amidofosforynéw w stosunku do uzywanych standardowo
nadmiarow amidofosforynéw oraz wydtuzytam czas kondensacji na etapie przytgczania jednostki

modyfikowanej do 10 minut.

D1-5'5P4 : Tot. yield: 71%, Btep to step wield= 07.2%, Vi: 4 D1-BEP4 - Tat. yield: 53%, Step to step yield= 94 8%, V1 4

78 8 10 11 12 13 708 9 10 11 12 13

Rys. 46. Po lewej — rejestracja usunietej grupy dimetoksytrytylowej w syntezie oligonukleotydu modyfikowanego
zwigzkiem 94 na koncu 5’; po prawej — rejestracja usunietej grupy dimetoksytrytylowej w syntezie
oligonukleotydu modyfikowanego zwigzkiem 94 w srodku nici.
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Wszystkie modyfikowane oligomery poddatam standardowej procedurze odblokowania z
wykorzystaniem wodnego 32% roztworu amoniaku. Oczyszczanie otrzymanych mieszanin
reakcyjnych prowadzitam wykorzystujgc aparat HPLC z kolumng wypetnione ztozem C-18 lub na
ptytkach TLC.

Masy czasteczkowe otrzymanych oligonukleotydéw potwierdzitam za pomocg analizy
MALDI-TOF.

3.5. Wplyw analogu poliaminonukleozydu na trwatoS¢  struktury
drugorzedowej DNA

Wiasciwosci antysensowe i antygenowe kwaséw nukleinowych mozna korzystnie
zmodyfikowa¢ projektujgc ich analogi. Szczegdlng uwage zwraca sie na powinowactwo
projektowanych analogdw do komplementarnych nici DNA lub RNA. Jednoczes$nie wazne jest
utrzymanie wiernoéci parowania zasad w komplementarnej nici, wprowadzenie odpornoSci na
degradacje enzymatyczng i zwiekszenie wydajnosci pokonywania bariery bton komorkowych.
Jedng z mozliwych drég zwiekszenia trwatosci struktur dwu- i tréjnciowych jest redukcja
catkowitego tadunku modyfikowanego oligonukleotydu. Zwiekszenie poliaktionowego charakteru
modyfikowanej czgsteczki kwasu nukleinowego moze pozwoli¢ na efektywne przenikanie przez
btony cytoplazamatyczne komorki. %463

Otrzymane analogi amidofosforynéw nukleozydéw (schemat 32) postanowitam witgczy¢
do nici oligomeru i podda¢ analizie ich wtasciwosci hybrydyzacyjne z komplementarnym
niemodyfikowanym fragmentem DNA. Zdecydowatam, ze dupleksem referencyjnym bedzie, jak w
przypadku badan wiasciwosci poliaminooligonukleotydéw (rozdziat 4.1), modyfikowany
dodekamer Drew’a-Dickersona. Analogi poliaminonukleotydéw zostaty wigczone na koncu 5
(ang. dangling end), jako wydtuzenie konca oligonukleotydu oraz jako wybrzuszenie (ang. bulge).
Parametry termodynamiczne badanych analogéw, wyznaczone na drodze pomiaréw temperatur
topnienia dupleksow, zebratam w tabeli 17.

Modyfikacje w pozycji 5 oligonukleotydu (tabela 17 B) wskazujg raczej na wzrost
trwatosci struktury drugorzedowej, jezeli wprowadzimy analogi X; lub X; (schemat 32). Dla
oligonukleotydu zawierajgcego analog putrescyny X, obserwowatam niewielkie obnizenie

trwatosci dupleksu podobnie jak w przypadku analogu X, (schemat 32; tabela 17 B wers 1 4).
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Schemat 32. Struktura analogéw poliaminooligonukleotyddéw po witgczeniu do nici DNA.

Wiaczenie na koncu 5 niesparowanego nukleotydu wptywa stabilizujgco na trwatosc
termiczng dupleksu.’® Mimo, ze efekt stabilizujgcy konca 5’ jest nizszy niz niesparowanego
konca 3, to jest niezalezny od struktury i sekwencji zamykajacej helise. Niesparowany nukleotyd
na koncu 5 nie oddziatuje warstwowo z przeciwlegtym tancuchem dupleksu.’® Postanowitam
sprawdzi¢ jak wigczenie na 5 koncu oligonukleotydu analogu poliaminy, pozbawionego zasady
heterocyklicznej i fragmentu pierscienia cukrowego, bedzie wptywaé na trwatoS¢ struktury
dwuniciowej.

Acykliczne tgczniki charakteryzujg sie duza ruchliwoscig konformacyjng. Moze to
powodowac¢ wzrost wartosci entropii, dlatego oligonukleotydy zawierajgce acykliczne analogi
najczesciej stabiej wigzg sie do DNA. Wstepne badania wlasciwosci analogow
poliaminooligonukleotydébw $wiadczg o tym, Zze nie zmniejszajg one powinowactwa
modyfikowanego oligomeru do nici komplementarnej. Ponadto zaobserwowatam wzrost
sktadowej entropowej w przypadku analogébw X; i X3 umieszczonych na koncu 5’, ktore
zwiekszaty trwato$¢ helisy (tabela 17 B, wers 2 i 4).

Warto$¢ energii swobodnej AG dla duplekséw zakonczonych 5 niesparowanym
nukleotydem miesci sie na ogét w zakresie od -0,1 do -0,5 kcal/mol w zaleznosci od pary zasad

konczacej dupleks.

W przypadku wiaczenia analogu poliaminonukleotydu na koncu %’ nici
warto$¢ AG wyniosta -0,74 kcal/ mol dla X, i -0,3 kcal/mol dla analogu X; (wykres 5). Analiza
danych termodynamicznych jednoznacznie wskazuje, ze wydtuzenie konnca 5 za pomocg
analogu X; wywotuje poréwnywalny efekt energetyczny do tego, jaki wnosi niesparowany
nukleotyd na kohcu 5. Natomiast w przypadku analogu X; obserwowatam efekt wiekszy niz po
wprowadzeniu nukleozasady.

Jezeli niesparowany koniec 5 nie ma mozliwosci oddziatywan warstwowych to w przypadku

analogu poliaminonukleotydowego brak zasady heterocyklicznej nie wptyngt na obnizenie
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trwatosci termicznej badanych dupleksow. O podwyzszeniu trwatosci badanych dupleksow DNA
decyduje, wiec obecnoé¢ reszty poliaminy i redukcja cato$ciowego fadunku kwasu nukleinowego.
Efekt ten jest widoczny zwtaszcza, jezeli porownamy modelowg czasteczke zawierajgcg reszte
putrescyny (Xo), ktéra wprowadza do fancucha tylko jeden tadunek dodatni, w przeciwienstwie do
pochodnych sperminy (X, X,, X3) wprowadzajgcych trzy tadunki. W przypadku pochodne;j
poliaminowej izomeru D-kwasu glicerynowego (X,) obnizenie trwatosci mogto by¢ zwigzane z
okreslong konfiguracjg tacznika. Dowodzi to duzego znaczenia badan zwigzkdéw o roznej
chiralnosci, skoro pojedyncza, tak mata zmiana konfiguracji moze istotnie wptyna¢ na wtasciwosci

fizyczne i chemiczne kwasu nukleinowego (tabela 17 B, wers 3).

18+
16 -
141
3 12
£
= 104
(3]
< 5
o 6
|
4
24
0
dupleks referencyjny m - dupleks referencyjny m - X1 jako jednostronne
Xo na koncu 5’ dupleksu X1 na koncu 5’ dupleksu wybrzuszenie w dupleksie
Xo jako jednostronne X2 na koncu 5’ dupleksu X2 jako jednostronne
wybrzuszenie w dupleksie X3 na koncu 5’ dupleksu wybrzuszenie w dupleksie

Wykres 5. Energia swobodna modyfikowanych struktur dwuniciowych. Modyfikowane dupleksy zawierajg analogi
poliaminooligonukleotydu witgczone na koncu 5’ lub jako wybrzuszenie.

Wprowadzenie pojedynczego wybrzuszenia do jednej z nici przerywa oddziatywania
warstwowe pomiedzy parami zasad oraz moze zaktéci¢ parowanie typu Watsona-Cricka dla par
zasad otaczajgcych wybrzuszenie. Parametry termodynamiczne pojedynczych wybrzuszen
wskazuja, ze destabilizujg one dupleks. Obserwuje sie =zaleznoS¢ pomiedzy rodzajem
wybrzuszenia, jego wielkoscig, sekwencjg par otaczajgcych wybrzuszenie oraz jego utozeniem
wzgledem helisy."*® Zsyntezowatam trzy modyfikowane oligonukleotydy wiaczajac analogi w
Srodkowej czesci nici (tabela 17 C). Obnizenie energii swobodnej (AG) powstatych struktur nie
wptywa znaczaco na ogolng trwato$¢ dupleksu. Mogtam przyjaé, ze parowanie wiekszoéci zasad
zaszto prawidtowo. Jedynie dla dwdch par zasad po obu stronach wybrzuszenia mogto nastgpic
ostabienie wigzan wodorowych. Nalezy zauwazyC, ze nizsza trwato$¢ dupleksu zarowno w
przypadku analogu putrescyny jak i sperminy przyjmuje podobng wartos¢ (tabela 17 C, wers 1, 2,
3). W przypadku dupleksu zawierajacego X, parami zamykajacymi sg pary GC i CG, natomiast w
przypadku analogéw sperminy pary AT i TA (tabela 17 C, wers 2, 3). Jezeli wielko$¢ destabilizacji

jest zalezna od sekwencji par otaczajgcych wybrzuszenie, to podobienstwo efektu destabilizacji
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mozna ttumaczy¢ efektem elektrostatycznym dodatnich tadunkéw niesionych przez spermine.
Jest on jednak zbyt staby, by wyréwnac straty energetyczne spowodowane wystepowaniem
wybrzuszenia. Dodatkowym niekorzystnym czynnikiem obnizajgcym trwatoS¢ dupleksu moze by¢
ruchliwos¢ konformacyjna acyklicznego tgcznika. Jednostronne jednonukleotydowe wybrzuszenia
obnizajg trwato$¢ dupleksow RNA o wartos¢ AG w zakresie od 2 do 6 kcal/mol.”*® Réznica
efektéw termodynamicznych jest zwigzana zaréwno z rodzajem wybrzuszenia jak i sgsiednimi
parami zasad. Witaczajgc do oligonukleotydu analogi X, X4 i X, zaobserwowatam nizszg wartosc
AG wynoszacg 3-4,5 kcal/mol w zaleznosci od analogu. Zmiany AG duplekséw analogéw
poliaminonukleotydéw (AAG) przyjmujg wartos¢ (tabela 17 C, wers 1-3) podobng do wartosci

AAG (2-6 kcal/mol) duplekséw z jednostronnym jednonukleotydowym wybrzuszeniem.
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4. Podsumowanie

W mojej pracy doktorskiej zrealizowatam trzy gtéwne cele badawcze:

(A) Analiza wlasciwosci fizykochemicznych poliaminooligonukleotydéw
e Przeprowadzitam analize termodynamiczng dupleksbw DNA  zawierajgcych
poliaminooligonukleotydy. Okreslitam zaleznos¢ efektu stabilizacyjnego modyfikowanych
struktur w zaleznosci od miejsca wprowadzenia jednostek poliaminowych, ich liczby oraz
oddziatywan pomiedzy wtgczonymi tancuchami aminoalkilowymi:

— Otrzymatam trzy oktamery (5-GTCGGCTG-3’; 5-CAGCCGAC-3’; 5-CAGCCSPGAC-
3’), z ktérych jeden zawierat jednostke 2’-deoksycytydyny modyfikowang sperming
(dC®). Okreslitam trwato$¢ struktur dwuniciowych utworzonych z udziatem
poliamino-2’-deoksyoligonukleotydu. Badajac dupleks modyfikowany jedng resztg
dC®? obserwowatam podwyzszenie trwatosci dupleksu.

— Zsyntezowatam oligonukleotydy z witaczonymi dwiema modyfikowanymi resztami
deoksycytydyny (dC®P) w  jednej z nici. Otrzymatam rowniez
poliaminooligonukleotydy zawierajgce jedng modyfikowang reszte deoksycytydyny
(dCSp) w komplementarnych niciach. Nie obserwowatam wzrostu trwatosci
dupleksow po wprowadzeniu do tancucha dwoéch modyfikacji poliaminowych, w
przeciwienstwie do wzrostu trwatosci w dupleksach modyfikowanych jedng resztg
poliaminy.

o Niezaleznie, od liczby i miejsca modyfikacji wszystkie modyfikowane dupleksy
wykazywaty podobng trwato$¢. Dla wszystkich duplekséw modyfikowanych dwiema

resztami dC°P obserwowatam dwustanowy model topnienia struktury dwuniciowe;.

(B) Poréwnanie struktur dupleksu referencyjnego i zawierajacego reszte dCSP
metoda spektroskopii NMR.

e Woczesniej otrzymane i przebadane oktamery, z ktérych jeden zawierat modyfikowany
nukleotyd — dCSP i powodowat niewielki wzrost trwatosci dupleksu zawierajgcego
modyfikacje, wykorzystatam do badan strukturalnych metodg NMR.

e Widma NMR dupleksu referencyjnego i zawierajacego reszte dC®® roznig sie
nieznacznie. Ro6znice dotyczg przede wszystkim potozenia sygnatow rezonansowych

pochodzgcych od reszty sperminy oraz jej najblizszego sgsiedztwa.
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(C)

— Znaczne réznice przesunie¢ chemicznych dotyczg protonéw H1' modyfikowanej
reszty deoksycytydyny i komplementarnej do niej reszty G5 oraz H1’ reszt C3, G4,
C13 i G14, czyli par nukleotyddw lezacych po stronie 3’ od miejsca modyfikacji oraz
5’ strony nici komlementarnej;

— Robznice przesunie¢ chemicznych dotyczg rowniez protonéw H6 reszt C12 i C13
oraz protonu H8 reszty G4;

— Najwieksze roznice przesunie¢ chemicznych zanotowatam dla jader fosforu reszt
G4, G5, G14, oraz mniejsze dla reszt C3 i C13.

Wiezy odlegtosciowe i katowe otrzymane z analizy widm NMR wykorzystatam do

ustalenia struktur przestrzennych analizowanych duplekséw za pomocg restryktywne;j

dynamiki molekularne;.

Obliczenia prowadzitam z wykorzystaniem standardowo dostepnego pola sitowego

CHARM po wprowadzeniu odpowiednich parametrow zwigzanych z wigczong

modyfikacja.

Otrzymane struktury dwdch badanych duplekséw majg regularng strukture B-DNA.

Wszystkie katy przyjmujg wartosci charakterystyczne dla typowych struktur B-DNA. W

dupleksie modyfikowanym wszystkie reszty cukrowe przyjmujg konformacje C2’-endo.

Wstepna analiza parametréw helikalnych réwniez potwierdza geometrie duplekséw

B-DNA.

Otrzymanie nowej klasy zwigzkéw — analogéw poliaminooligonukleotydow

Zaprojektowatam szlak syntetyczny amidofosforynéw analogdéw poliaminonukleotyddw
tak, by mozna je byto wprowadzi¢ do oligonukleotydéw.

Wybratam cztery tgczniki, jako substytuty pierscienia cukrowego, réznigce sie dtugoscig
tancucha metylenowego pomiedzy grupami hydroksylowymi. Wykorzystatam uktad
1,2-diolowy kwasu glicerynowego oraz 1,3-diolowy kwasu
2,2-bis-(hydroksymetylo)propionowego oraz a-hydroksy-y-laktonu. Wykorzystatam oba
enancjomery estru metylowego kwasow glicerynowych (D i L), zeby oceni¢ wplyw
konfiguracji na wigzanie sie do nici oligomeru. W wyniku wprowadzenia modyfikacji do
oligomeru, takie uktady przestrzenne fgcznikbw pozwalajg zminimalizowa¢ powstate
zaburzenia oddziatywan wodorowych i warstwowych w komplementarnych niciach DNA.
W pierwszej kolejnosci otrzymatam analog poliaminonukleotydu z najprostszg aming
biogenng — putrescyng (1,4-diaminobutan), ktéra petnita w moich badaniach role
czgsteczki modelowej. Docelowo otrzymatam analogi poliaminukleotydowe sperminy,
ktora wsrod amin biogennych charakteryzuje sie najwigkszym powinowactwem
strukturalnym wzgledem DNA.

Otrzymatam amidofosforyny nienukleozydowych analogéw putrescyny (90) oraz

sperminy (91-94):
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— 3-Amidofosforyn N-(4-(N-trifluoroacetamido)butylo)-3-(4,4’-dimetoksytrytylo)-2-
metylo-propanoamidu (90);

— 3-Amidofosforyn N-(Tris(2,2,2-trifluoroacetylo)-4,9,13-triazatridekano-1-ylo)-3-(4,4'-
dimetoksytrytylo)-2-metylo-propanoamidu (91);

— 2-Amidofosforyn  (S)-N-(Tris(2,2,2-trifluoroacetylo-1-ylo)-4,9,13-triazatridekano)-3-
(4,4’ -dimetoksytrytylo)-propanoamidu (92);

— 2-Amidofosforyn  (R)-N-(Tris(2,2,2-trifluoroacetylo-1-ylo)-4,9,13-triazatridekano)-3-
(4,4’ -dimetoksytrytylo)-propanoamidu (93);

— 2-Amidofosforyn  N-(Tris(2,2,2-trifluoroacetylo-1-ylo)-4,9,13-triazatridekano)-4-(4,4'-
dimetoksytrytylo)-butyroamidu (94).

Otrzymane amidofosforyny analogéow poliaminodeoksynukleozydéw, okazaly sie
zwigzkami mato trwatymi, a w przypadku pochodnych glicerynowych bardzo wrazliwymi
na $ladowe iloéci zanieczyszczen. Pomimo braku wystarczajgcej trwatosci
amidofosforynoéw analogdéw poliaminonukleozydéw udato mi sie zsyntezowac analogi
poliaminooligonukleotyddw:

— Otrzymatam analogi poliamiooligonukleotydéw z wtgczonymi zwigzkami 90, 92-94
na koncu 5’ jednej z nici i przeprowadzitam badania ich wptywu na trwato$¢ struktur
dwuniciowych. Wprowadzenie analogu 92 i 94 na koniec 5 oligomeru powodowato
podwyzszenie trwatosci modyfikowanych dupleksoéw. Dla pozostatych analogéw nie
obserwowatam wzrostu trwatosci struktury dwuniciowe;j.

— Otrzymatam réwniez oligonukleotydy z wigczonymi analogami 90, 93, 94 w
Srodkowej czesci nici (jednostronne wybrzuszenie). W kazdym 2z badanych
duplekséw nie obserwowatam efektu stabilizacyjnego. Jednak wartosci energii
swobodnej Swiadczyly o duzej trwatosci powstatych struktur dwuniciowych. Zmiana
globalnego fadunku oligonukleotydu po wprowadzeniu modyfikacji nie wptyneta na
zdolno$¢ analogu poliaminooligonukleotydu do tworzenia dupleksu.

Fakt, ze za kazdym razem dochodzito do hybrydyzacji modyfikowanego oligonukleotydu

z komplementarng niciag DNA $wiadczy o duzym powinowactwie poliaminowych
analogéw wobec DNA.

Zaobserwowatam rdznice wptywu analogéw na trwato$¢ powstajgcych dupleksow w

zaleznosci od konfiguracji chiralnego atomu wegla w analogach 92 i 93.
Opracowujgc szlak syntetyczny wykorzystatam reakcje, ktére zachodzg pod wptywem fal

mikrofalowych (‘zielona chemia’).

Reasumujac, badania wiasciwosci fizykochemicznych poliaminooligonukleotydéw potwierdzity

wczesniejsze ustalenia $wiadczace o duzym powinowactwie poliaminooligonukleotyddéw wobec

kwasow nukleinowych. Na podstawie przeprowadzonych analiz mozna wyciggng¢ wniosek, ze

miejsce modyfikacji i liczba wprowadzonych reszt poliaminy nie wptywa znaczaco na trwatosc
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duplekséw DNA. Przeprowadzajgc badania miekniecia duplekséw w roztworach o niskim
stezeniu soli potwierdzitam, ze o efekcie stabilizacyjnym decyduje polikationowy charakter
poliaminy. Wyniki moich badah pozwolity na postawienie tezy, ze poliamina nie zakt6ca
parowania zasad typu Watsona-Cricka w modyfikowanych dupleksach. Jezeli wprowadzenie
modyfikacji do oligomeru wplywa znaczaco na zmiane parametrow helikalnych pomiedzy
zasadami sgsiadujgcymi z modyfikowang jednostkg nukleotydowsg, to wigczenie poliaminy moze
niwelowac¢ ten efekt, stabilizujgc lub przynajmniej nie obnizajgc znaczaco trwatosci struktur
dupleksowych.

Réwnoczesnie badania prowadzace do okreslenia sposobu oddziatywan dupleksu
zawierajgcego poliaminonukleotyd potwierdzity wczesniejsze modele oddziatywan poliamin z
kwasami nukleinowymi. W otrzymanej strukturze modyfikowanego dupleksu obserwowatam
parowanie zasad typu Watsona-Cricka pomiedzy resztg dCS® | komplementarng do niej resztg
G14. Niewielki wzrost trwatosci dupleksu jest spowodowany oddziatywaniami elektrostatycznymi i
stabymi wigzaniami wodorowymi utworzonymi pomiedzy protonami grup aminowych reszty
sperminy a grupami fosforanowymi szkieletu cukrowego lub atomem O6 i N7 reszty
deoksyguanozyny lezacej w komplementarnej nici DNA. Potwierdzitam réwniez tendencje do

uktadania sie taricucha®®' 997

poliaminowego w duzej bruzdzie.

Poréwnatam trwatos¢ duplekséw modyfikowanych analogiem poliaminonukleotydu na
koncu 5 do efektu termodynamicznego, jakie niesie ze sobg wigczenie niesparowanego
nukleotydu na koncu 5’. Okazato sie, ze warto$¢ energii swobodnej duplekséw zawierajgcych
analog poliaminonukleotydu na koncu 5 jest porownywalna lub wyzsza od wartosci energii
swobodnej wynikajgcej z wprowadzenia nukleotydu.ref

Analiza porownawcza dupleksow posiadajacych analog poliaminonukleotydu w srodkowe;
czesci nici i duplekséw zawierajgcych nukleotyd jako jednostronne wybrzuszenie pokazata, ze
wartosci energii swobodnej duplekséw z jednostronnym wybrzuszeniem w obu przypadkach sg
podobne.ref

Mimo, ze poliaminooligonukleotydy i ich analogi nie podwyzszajg znaczaco trwatoSci
struktur dwuniciowych, a wprowadzenie do oligomeru reszty poliaminy bez obecnosci nukleotydu
obniza trwato$¢ dupleksow, to zwigzki te mogg by¢ wykorzystywane np. do utatwienia transportu
przez btony komérkowe. Fakt, ze wprowadzenie wiecej niz jednego fancucha poliaminy,
niezaleznie od miejsca, nie dezorganizuje struktury dupleksu, jest obok wysokiego powinowactwa
do DNA dodatkowym atutem tego typu czgsteczek.

W Swietle powyzszych stwierdzen celowe wydaje sie podecie prob wykorzystania
koniugatéw poliamin i oligonukleotyddw (np. oligotionukleotydéw) w eksperymentalnych
podejsciach terapeutycznych. Uktady poliaminowe mogg petni¢ funkcje ‘konia trojanskiego’
przenoszgc przez btony komoérkowe inne biologicznie czynne zwigzki lub stanowi¢ skfadnik

mieszanin stosowanych do transfekgciji.
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Rozpuszczalniki

5. CZESC DOSWIADCZALNA

5.1. Odczynniki chemiczne

Wymienione rozpuszczalniki, przed wykorzystaniem w pracach doswiadczalnych, zostaty

przygotowane wg zamieszczonych opisédw. Rozpuszczalniki przechowywano nad sitami

molekularnymi 3 A firmy Merck (Niemcy).

Nazwa rozpuszczalnika Producent E;SSPtlsgci Spos6b oczyszczania

Acetonitryl Lab-Scan, Romil  cz.d.a. Uzyto bezposrednio.

Benzen POCh Gliwice cz.d.a. Ogrzewano z wodorkiem wapnia (II)-CaH2 pod
chtodnicg zwrotng ok. 8 godz. i destylowano;
przechowywano nad sitami.

Bezwodnik octowy POCh Gliwice cz. Destylowano; przechowywano nad sitami.

Chlorek metylenu POCh Gliwice cz. Saczony przez kolumne wypetniong tlenkiem glinu
(1) — Al,O3

Eter dietylowy POCh Gliwice cz.d.a. Destylowano znad CaHj; przechowywano nad
sitami.

N,N-Dimetyloformamid POCh Gliwice cz.d.a. Destylowano pod zmniejszonym ciSnieniem;

(DMF) przechowywano nad sitami.

1,4-Dioksan POCh Gliwice cz. Saczono przez kolumne wypetniong Al20s,
nastepnie ogrzewano z CaH, pod chtodnicg
zwrotng ok. 8 godz. i destylowano;
przechowywano nad sitami.

n-Heksan cz.d.a Uzyto bezposrednio

Octan etylu POCh Gliwice cz.d.a Ogrzewano z CaHz pod chtodnicg zwrotng ok. 8
godz. | destylowano; przechowywano nad sitami.

Pirydyna Lobo Feinchemie cz.d.a. Destylowano znad P2Os, po czym ogrzewano z
CaH, pod chtodnicg zwrotng ok. 8 godz. |
destylowano; przechowywano nad sitami; (Srednia
zawarto$¢ wody 10 ppm)

Pirydyna POCh Gliwice cz. Kilka dni przechowywano nad wodorotlenkiem
potasu — KOH; pozostate czynnosci j.w.; (Srednia
zawarto$¢ wody 15 ppm)

n-Propanol cz.d.a Destylowano

Tetrahydrofuran POCh Gliwice cz. Saczono przez kolumne wypetniong AlyOs,

(THF) nastepnie ogrzewano z CaH; pod chtodnicg
zwrotng ok. 8 godz. i destylowano;
przechowywano nad sitami.

Toluen POCh Gliwice cz.d.a Destylowano; przechowywano nad sitami
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Reagenty

Wykorzystano ponizsze reagenty po uprzednim oczyszczeniu:

Nazwa reagenta Producent Stopler) . Sposob oczyszczania
czystosci
Chlorek tionylu POCh Gliwice cz. Destylowano
Chlorek trimetylosililu(TMSCI) POCh Gliwice CZ. Destylowano.
Ogrzewano z CaH; pod chiodnicg
Trietyloamina (TEA) Fluka cz.d.a. zwrotng ok. 8 godz. i destylowano;

przechowywano nad CaH,

Nizej wymienione reagenty wykorzystano

oczyszczania:

do reakcji bezposrednio, bez wczesniejszego

Nazwa reagenta Producent Stopler) .
czystosci
Aldehyd 4-metoksybenzoesowy Aldrich 98%
Amoniak (32%), wodny roztwor Merck cz.d.a
Azydek sodu Merck 99%
Benzaldehyd Aldrich 99%
o-Nitrobenzaldehyd Aldrich 99%
Bezwodnik trifluorooctowy Fluka >98%
Bromek heksametylenododekanotrimetyloaminy Aldrich 98%
Chlorek t-butylodimetylosililu Aldrich 97%
Chlorek 4,4’-dimetoksytrytylu (DMTCI) Ifotam Co. Ltd. 98%
Chlorek 4,6-dimetoksyy-1,3,5-triazyny Aldrich 97%
Chlorek piwaloilu Fluka 98%
Chlorek sodu POCh Gliwice cz.
Chlorofosforan difenylowy (DPCP) Aldrich 99%
4-Dimetyloaminopirydyna (DMAP) Fluka > 98%
Dwuwodoroortofosforan potasu POCh Gliwice cz.d.a.
Ester metylowy kwasu o, B-izopropylideno-D-glicerynowego Fluka >99%
Ester metylowy kwasu o, B-izopropylideno-L-glicerynowego Fluka >99%
o-hydroksy-y-lakton Aldrich 96%
Imidazol Fluka cz.d.a
Kakodylan sodu Sigma -
Kwas dichlorooctowy Aldrich 99%
Kwas 2,2-bis(hydroksymetylo)propanowy Aldrich > 98%
Kwas fluorowodorowy(70% w pirydynie) Aldrich —
Kwas octowy (80%) POCH Gliwice cz.d.a.
Kwas p-toluenosulfonowy (p-TSA) POCH Gliwice cz.d.a.
Kwas trifluorooctowy (98%) Fluka 98%
Kwas solny (35%) POCh Gliwice -
Metyloamina (33% etanolowy roztwor) Fluka -
N-Metyloimidazol Aldrich 99%
N-Metylmorfolina (NMM) Aldrich > 99%
10% pallad na weglu (Pd/C) Aldrich -
Putrescyna Aldrich 99%
Siarczan magnezu bezw. POCh Gliwice cz.d.a.
Siarczan sodu bezw. POCh Gliwice cz.d.a.
S6l dwusodowa kwasu etylenodwuaminoczterooctowego (EDTA)  Fluka -
Sol dwusodowa kwasu etylenodwuaminoczterooctowego (EDTA) POCh Gliwice cz.
Spermina Fluka 2 99%
Tiocyjanian etylu Merck cz.d.a.
Woda amoniakalna (32%). POCh Gliwice cz.d.a
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5.2. Aparatura

Widma magnetycznego rezonansu jagdrowego wykonano na spektrometrze Bruker AVANCE Il
400 i Unity 300 firmy Varian (USA) w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu.
Wartosci przesunie¢ chemicznych & (ppm) podano wzgledem:

- tetrametylosilanu (TMS — stosowany jako wzorzec wewnetrzny) dla widm 'H NMR oraz

*C NMR w rozpuszczalnikach organicznych;

- 85 % H3PO,4 (wzorzec zewnetrzny) dla widm *'P NMR;

- kwasu trifluorooctowego (wzorzec zewnetrzny) dla widm "°F NMR.
Analize masowg zwigzkow wykonano przy uzyciu:

- spektrometru masowego Bruker Autoflex MALDI-TOF (Instytut Chemii Bioorganicznej

PAN, Poznan);

- spektrometru masowego ESI.
Oligonukleotydy i ich pochodne syntetyzowano na aparatach do automatycznej syntezy DNA:
Gene Assembler Plus Pharmacia LKB (Szwecja) oraz syntetyzerze DNA i RNA firmy K&A
Laborgerate GbR (Niemcy).
Analizy HPLC oligonukleotydéw i ich pochodnych prowadzono na aparacie Prominence UFLC
firmy Shimadzu. Mieszaniny oligonukleotydowe rozdzielano na kolumnie z fazg odwrdcong
Lichrospher. Jako bufor stosowano 0,01 M octan amonu (CH3;COONHy,).
Widma UV wykonano przy uzyciu spektrofotometru Beckman DU-65 oraz Jasco.
Pomiary termodynamiczne prowadzono na spektrofotometrze DU-640 firmy Beckman (USA) z
termoprogramem. Pomiary absorpcji dokonywane byly w zakresie 4 — 90°C, zmieniajac
temperature probki o 1°C na minute. Zmiany absorpcji mierzono przy dtugosci 260 nm. Absorpcja
kazdej prébki byta mierzona co 24 sekundy.
Do syntezy wykorzystano kuchenke mikrofalowg firmy Amica model AMM21E80Gs (2,4 GHz,
maksymalna moc 800 W)
W celu zmierzenia zawarto$ci wody w rozpuszczalnikach organicznych przeprowadzono
miareczkowanie kulometryczne metodg Karla-Fischera na kulometrze Metrohm 684 KF

(Szwaijcaria).

5.3. Techniki ogdlne

Chromatografia cienkowarstwowa — TLC

Mieszaniny reakcyjne i zwigzki chemiczne chromatografowano metodg wstepujacg w
cylindrycznych komorach szklanych, ktorych $cianki wytozono bibutg zanurzong w eluencie w
celu wysycenia atmosfery jego parami. Chromatogramy rozwijano i analizowano na ptytkach

*

analitycznych firmy Merck (Niemcy) pokrytych zelem krzemionkowym 60 HF,5,* (* absorbent
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zawiera czynnik fluoryzujacy przy dtugosci fali Swiatta wzbudzajgcego 254 nm) stosujac

nastepujgce eluenty:

(A) chlorek metylenu / metanol (9:1, v/v);

(B) chlorek metylenu / metanol (97,5:2,5, v/v);

(©) metanol / 33% etanolowy roztwor metyloaminy / woda (7:1:2, viviv);
(D) chlorek metylenu;

(E) n-propanol /amoniak /woda (52:38:10, v/v/v);

(F) n-propanol /amoniak /woda (56:32;10, v/v/v);

(G) benzen / tréjetyloamina (9:1, v/v);

(H) aceton / heksan / tréjetyloamina (45:45:10, v/v/v):

W przypadku stosowania eluentu (H) uprzednio impregnowano ptytki roztworem

trojetyloaminy.

Kolumnowa chromatografia cieczowa

Pochodne poliamin oraz inne zwigzki posrednie oczyszczano stosujgc technike
kolumnowej chromatografii cieczowej. Jako wypetnienia kolumn uzyto dwa rodzaje zelu
krzemionkowego firmy Merck o nastepujgcych uziarnieniach: (i) 0,040-0,063 mm oraz (ii) 0,063-
0,200 mm. Zwigzki wymywano z kolumn stosujgc dwie metody: (i) metode polegajacg na zmianie
sktadu procentowego eluentu, a tym samym zmianie sity jego eluowania lub (ii) metode
izokratyczng, w ktérej sktad procentowy eluentu nie ulega zmianie. Wykorzystano takie same

eluenty jak w przypadku chromatografii cienkowarstwowe;.

Etylotiotetrazol

Tiocyjanian etylu (21 ml, 0,25 mola), NaN; (19,6 g, 0,3 mola) oraz NH,CI (17 g, 0,31 mola)
rozpuszczono w toluenie (50 ml) z dodatkiem H,O (25 ml). Nastepnie dodano katalizator
miedzyfazowyo bromek heksametylenododekanotrimetyloaminy (2,5 g, 6,8 mola). Mieszanine
reakcyjng ogrzewano pod chtodnicg zwrotng w temperaturze 80 °C przez 3 dni. Mieszania
reakcyjna zostata oziebiona, zakwaszona do pH ~ 2 i pozostawiona w lodzie przez kilka godzin.
Nastepnie jeszcze raz zakwaszona. Wykrystalizowany biaty osad odsaczono, przemyto

kilkakrotnie toluenem i wysuszono. Otrzymano 24,7 g produktu; wyd. 79%.

3’-Amidofosforyn 6-N-[tris(N,N’,N”-trifluoroacetylo)-4,9,13-triazatridekano-1-ylo]-5’-O-(4,4’-
dimetoksytrytylo)-2’-deoksycytydyny (dCSP)
Amidofosforyn dCS? zsyntezowano wg procedury opracowanej w Pracowni Chemii

Biokoniugatéw IBCh PAN w Poznaniu przez dr Przemystawa Godzin(—;‘.100

108



CZESC DOSWIADCZALNA

Synteza bis-(N,N-diizopropyloamino)(2-cyjanoetoksy)fosfiny
Fosfine zsyntezowano wg standardowej procedury: Zabezpieczong przed dostepem

wilgoci przechowywano w zamrazarce.'?

Bufor stosowany do pomiaru miekniecia komplekséw oligonukleotydow:
100 mM NaCl, 20 mM kakodylan sodu, 0,5 mM Na,EDTA, pH 7,0.

Bufor stosowany w eksperymentach NMR:
50 mM NacCl, 10 mM bufor fosforanowy, 0,1 mM EDTA, pH 7,0.

Powtarzalne procedury laboratoryjne

Do typowego przerobu mieszaniny reakcyjnej uzywano nasycony roztwér wodoroweglanu
sodu i CH,Cl,. Warstwe wodng ekstrahowano trzykrotnie porcjami CH,Cl,.

Organiczne ekstrakty, otrzymywane w trakcie izolacji produktu z mieszaniny reakcyjnej
sgczono przez bezwodny siarczan sodu w celu ich odwodnienia.

Czyste produkty reakgji liofilizowano rozpuszczajac je w benzenie, nastepnie zamrazano
w cieklym azocie i prowadzono sublimacje rozpuszczalnikow na linii prozniowej od kilku do
kilkunastu godzin.

Oligonukleotydy otrzymywano zautomatyzowang metodg amidofosforynowg na podtozu
statym CPG (zatadowanie 20 — 30 umoli/g) lub podtozu polistyrenowym Primer firmy Pharmacia
LKB. Oczyszczanie odblokowanych oligonukleotyddw i ich pochodnych prowadzono na ptytkach

z zelem krzemionkowym 60 F,54 0,25 mm, z zastosowaniem fazy rozwijajgcej E lub F.

5.4. Synteza pochodnych kwasu 2,2-bis-(hydroksymetylo)propanowego

Kwas 2,2-di-O-trimetylosililo-metylopropanowy (60)

Do kwasu 2,2-bis-(hydroksymetylo)propanowego (1,34 g, 10 mmoli) rozpuszczonego w
CH.CIl; (20 ml) z dodatkiem Et;N (2,9 ml, 21 mmoli, 2,1 ekw.) dodano kroplami chlorek
trimetylosililu (2,9 ml, 21 mmoli, 2,1 ekw.). Reakcje prowadzono przez 2 godziny, a nastepnie
zakonczono przez dodanie NaHCO; i ekstrakcje CH,Cl, (3x20 ml). Warstwe organiczng
osuszono (MgSO,) i odparowano otrzymujac biaty olej, ktéry pozostawiono w lodéwce. Po 24 h
wykrystalizowat biaty osad. Otrzymano 1,5 g czystego produktu 61; wyd. 40%.

'H NMR (CDCl3): 8 (ppm) 3,55-3,67 (dd, 4H, J 11,2 Hz, J 9,2 Hz, 2xCH), 1,12 (s, 3H, CH3), 0,05
(s, 18H, 2x(CH3)3Si)

Kwas 5-metylo-2-fenylo-1,3-dioksano-5-karboksylowy'"" (62)
Do kolby zawierajgcej kwas 59 (5 g, 37 mmoli) rozpuszczony w bezwodnym DMF (30 ml)

dodano benzaldehyd (4,2 ml, 40,7 mmoli) i katalityczne ilosci kwasu p-toulenosulfonowego
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(355 mg, 1,85 mmola). Reakcje pozostawiono przez 4 dni w temperaturze pokojowej. Po tym
czasie reakcje zakonczono neutralizujgc p-TSA przez dodanie 2 ml roztworu NH,OH/EtOH (1:1).
Rozpuszczalnik i nieprzereagowany aldehyd odparowano a surowg mieszaning rozpuszczono w
CH.Cl, i przemyto H,O (3x 20 ml). Warstwe organiczng odparowano i produkt 62 w postaci
dwéch izomeréw otrzymano (6,38 g) przez rekrystalizacje z CH,Cly; wyd. 77,1%; R{A) = 0,48;
R«(A) = 0,52.

'"H NMR (CDCl3): izomer B : & (ppm) 7,28-7.46 (m, 5H, Ph), 5,45 (s, 1H, PhCHO,), 4,65 (d, 2H, J
11,7 Hz, 2 x a lub e OCHCCO), 3,67(d, 2H, J 11,7 Hz, 2 x a lub e OCHCCO), 1,02 (s, 3H, CH3);
izomer A: & (ppm) 7,28-7.51 (m, 5H, Ph), 5,41 (s, 1H, PhCHO,), 4,14-4.06 (k, 4H, J 11,23 Hz, J
9,27 Hz, 2xCH,), 1,57 (s, 3H, CH3).

3C NMR (CDCls): 8 (ppm) 178.89 (COOH), 137,58 (C1, Ph), 129,081 (C4,Ph), 128,23 (C2 i C6;
Ph), 128,23 (C3 i C5, Ph), 101,86 (O-C-0), 73,43 (2xCH,), 42,17 (CMe), 17,78 (CHj3).

ESI MS: [M-H] 221,08 obliczone dla C1,H1404 222,24.

Kwas 5-metylo-2-(4-metoksy)-1,3-dioksano-5-karboksylowy'"* (63)

Kwas 2,2-bis-(hydroksymetylo)propanowy (1 g, 7,4 mmole), aldehyd 4-metoksy
benzoesowy (1,34 ml, 11,1 mmoli) i PPTS (40 mg, 0,148 mmola) rozpuszczono w 15,4 ml
benzenu. Do kolby dodano MgSO, i reakcje prowadzono w suszarce w temperaturze 75°C przez
4 dni. Nastepnie rozpuszczalnik odparowano a surowg mieszanine rozpuszczono w CHyCl; i
ekstrahowano kwasnym weglanem sodu. Cze$¢ produktu 63 wykrystalizowata z CH,CI, w trakcie
ekstrakcji. Pozostatg cze$¢ warstwy organicznej odparowano i uzyskany olej oczyszczono na
kolumnie chromatograficznej (CH,CIl,/CH3OH). Otrzymano 1,4 g zwigzku 63 w postaci dwéch
izomerow; wyd. 75 %, R«(A) = 0,65; R{A) = 0,38.

'H NMR (CDCl5): & (ppm) 7,41 (d, J 8,78 Hz, 2H, orto-Ph), 6,86 (d, J 8,78 Hz, 2H, meta-Ph), 5,45
(s, 1H, PhCHO,), 4,56 (d, 2H, J 11,7 Hz, 2 x a lub e OCHCCO), 3,7 (s, 3H, OCHj3), 3,67 (d, 2H, J
11,7 Hz, 2 x alub e OCHCCO), 1,10 (s, 3H, CHy).

3C NMR (CDCl5): & (ppm) 178.89 (COOH), 159,9 (C4, Ph), 129,7 (C1, Ph), 127,9 (C2 i C6, Ph),
113,4 (C3i C5, Ph), 101,86 (O-C-0), 73,43 (2xCHy), 42,17 ((CH,),CMe), 17,78 (CH3).

ESI MS: [M-H] 251,09 obliczone dla C43H1605 252,26.

Kwas 5-metylo-2-(o-nitrofenylo)-1,3-dioksano-5-karboksylowy (64)

W zlewce o pojemnosci 50 ml umieszczono kwas 2,2-bis-(hydroksymetylo)propanowy
(201 mg, 1,5 mmola), aldehyd o-nitrobenzoesowy (199 mg, 1,3 mmola) i p-TSA (30 mg, 0,075
mmola). Wszystkie substraty dobrze razem wymieszano i zlewke umieszczono w kuchence
mikrofalowej. Reakcje prowadzono przez 18 minut z 50% mocg kuchenki. Zlewke ochtodzono do
temperatury pokojowej a nastepnie wlano do niej CH.Cl,/NaHCO;. Potagczone ekstrakty
organiczne odparowano uzyskujgc czysty produkt 64 w postaci biatego osadu. W postaci dwéch

izomeréw otrzymano 356 mg zwigzku 84; wyd. 89%; R«{(A) = 0,71
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'H NMR (CDCl;): & (ppm) 8,12 (d, 1H, Ph), 7,45-7,7 (m, 3H, Ph), 6,11 (s, 1H, PhCHO,), 4,61 (d,
2H, J 11,5 Hz, 2 x a lub e OCHCCO), 3,7 (d, 2H, J 11,5 Hz, 2 x a lub e OCHCCO), 1,1 (s, 3H,
CHa);

3C NMR (CDCls): & (ppm) 179,9 (COOH), 148,22 (CNO,, Ph), 132,9 (C, Ph), 131,6 (C, Ph),
129,7 (C,Ph), 127,9 (C, Ph), 1244 (C, Ph), 97,3 (O-C-0), 73,43 (2xCH,), 42,3 (CMe), 17,74
(CH).

ESI MS: [M-H] 266,06 obliczone dla C1,H3NOg 267,23.

N-butylo-5-metylo-2-fenylo-1,3-dioksano-5-karboksyamid (66)

Substrat 62 (200 mg, 0,89 mmola) rozpuszczono w pirydynie (5 ml) nastepnie dodano CDMT
(187,4 mg, 1,06 mmola, 1,2 ekw.) oraz NMM (292 nl, 2,67 mmola, 3 ekw.). Reakcje prowadzono
w zamknietym naczyniu w temperaturze pokojowej. Po 1 godz. do kolby z mieszaning reakcyjng
dodano n-butyloaming (65,83 mg, 0,89 mmola, 1 ekw.) i reakcje prowadzono kolejne 2 godziny.
Po tym czasie reakcje przerwano przez dodanie wodoroweglanu sodu (10 ml) i kilkakrotnie
ekstrahowano CH,Cl,. Warstwe organiczng odparowano pod zmniejszonym ciSnieniem,
pozostato$¢ oczyszczono na silikazelowej plycie preparatywnej (PTLC) otrzymujgc 50 mg
zwigzku 66 w postaci biatego osadu. 60% wyd.

'H NMR (CDCl3): d (ppm) 7,34-7,47 (m, 5H, Ph), 5,49 (s, 1H, PACHO,), 4,30 (d, 2H, J 11,7 Hz, 2
x a lub e OCHCCO), 3,78 (d, 2H, J 11,7 Hz, 2x e lub a OCHCCO), 3,31 (k, 2H, J Hz, HNCH,)
1,44-1,52 (m, 2H, CH; reszty n-butyloaminy) 1,25-1,37 (m, 2H, CH,- reszty n-butyloaminy), 1,04
(s, 3H, CH3CO); 0,86 (t, 3H, J, CH3);

N-(4-aminobutylo)-5-metylo-2-fenylo-1,3-dioksano-5-karboksyamid (67)

Zwigzek 62 rozpuszczono w suchym chlorku metylenu (44 ml) z 10% zawartoscig

pirydyny i kilku kropli DMF. Nastepnie kroplami dodawano chlorek tionylu (1,26 ml, 17,8 mmola).
Reakcje prowadzono przez 2 godziny a nastepnie nadmiar chlorku usunieto przez kilkakrotne
odparowanie z chlorkiem metylenu i toluenem. Otrzymany brgzowy olej zostat rozpuszczony w
bezwodnym chlorku metylenu (46 ml) a nastepnie dodany do roztworu putrescyny (4,47 ml, 44,5
mmola) i tréjetyloaminy (1,4 ml) w chlorku metylenu (2 ml) umieszczonego w fazni (-10 °C). Po 1
godzinie mieszania za pomocg mieszadta magnetycznego w temperaturze pokojowej reakcje
zakonczono przez dodanie NaHCO;. Warstwe wodng kilkakrotnie ekstrahowano CH.Cl..
Warstwe organiczng odparowano pod zmniejszonym ciSnieniem i pozostatoS¢ oczyszczono na
kolumnie chromatograficznej. Czysty produkt eluowano 4% roztworem MeOH w CH.Cl,
otrzymujgc 1,57 g z6ttego oleju 67; wyd. catkowita 60%. R¢(A) = 0,5.
'H NMR (CDCls): & (ppm) 7,34-7,43 (m, 5H, Ph), 7,16 (t, 1H, NHCO), 5,5 (s, 1H, PhCHO,), 4,33
(d, 2H, J12 Hz, 2 x a lub e OCHCCO), 3,78 (d, 2H, J 12 Hz, 2 x a lub e OCHCCO), 3,33 (k, 2H, J
6,3 Hz, J 5,8 Hz, CHy-reszty putrescyny) 3,21 (k, 2H, J 6,3 Hz, J 5,8 Hz, CHy-reszty
putrescyny),1,5-1,56 (m, 4H, CH»-2,3 reszty putrescyny), 1,04 (s, 3H, CH3);
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3C NMR (CDCl5): 5 (ppm) 137,45 (C1, Ph), 128,7 (C4,Ph), 128,03 (C2 i C6; Ph), 125,53 (C3 i
C5, Ph), 101,22 (OCO), 75,07 (2xCH,), 47,6 (CMe), 47,6 (2xCH, reszty putrescyny), 26,53
(2xCH, reszty putrescyny), 18,03 (CHs).

N-(4-(2,2,2-trifluoroacetamido)butyl)-5-methyl-2-phenyl-1,3-dioksano-5-karboksyamid (79)
Substrat 67 (430 mg, 1,47 mmola) odparowano z bezwodng pirydyng (3x 5 ml) i
ponownie rozpuszczono w 14,7 ml pirydyny, a nastepnie dodano NMI (1 ekw. 1,46 mmola,
116 ul), Roztwdr oziebiono i dodano bezwodnik trifluorooctowy (593 ul, 4,41mmola, 3 ekw.). Po
30 min. reakcje zakonczono, roztwér podzielono miedzy nasycony NaHCO; (30 ml), a CH.ClI,
(30 ml). Warstwe wodng ekstrahowano porcjami chlorku metylenu (2x 30 ml), ktére odparowano
pod zmniejszonym ci$nieniem, a uzyskany olej naniesiono na kolumne chromatograficzna.
Czysty produkt wyeluowano chlorkiem metylenu i otrzymano 300 mg oleju 79 ; wyd. 52; R«(D)
0,8.
'H NMR (CDCl5): & (ppm) 7,33-7,45 (m, 5H, Ph), 5,5 (s, 1H, PhACHO,), 4,38 (d, 2H, J 11,7 Hz, 2 x
a lub e OCHCCO), 3,78 (d, 2H, J 11,7 Hz, 2 x a lub e OCHCCO), 3,2-3,4 (m, 4H, 2xCHy—reszty
putrescyny),1,49-1,54 (m, 4H, CH,-2,3 reszty putrescyny), 1,06 (s, 3H, CHs).
3C NMR (CDCl;): 5 (ppm) 182,83 (Ph), 137,45 (C1, Ph), 128,7 (C4,Ph), 128,03 (C2 i C6; Ph),
125,53 (C3i C5, Ph), 101,22 (OCO), 75,07 (2xCH,), 47,6 (CMe), 47,6 (2xCH, reszty putrescyny),
26,53 (2xCH, reszty putrescyny), 18,03 (CH3).
F NMR 1,78 (s, 3F, CF3).

N-(4-(N-trifluoroacetamido)butylo)-3-(4,4’-dimetoksytrytylo)-2-hydroksymetylo-2-metylo-
propanoamid (85)

W 6 N roztworze HCI/EtOH (HCI(aq)/EtOH, 1:5, v/v) rozpuszczono zwigzek 79 (240 mg,
0,61 mmola) i ogrzewano pod chtodnicg zwrotng przez 72 godziny. Nadmiar kwasu solnego
usunieto przez kilkakrotne odparowanie z metanolem i toluenem otrzymujgc brunatny olej. Po 24
godzinnym suszeniu na linii prézniowej i odparowaniu z pirydyng (2x5 ml) surowy produkt
rozpuszczono w bezwodnej pirydynie (2,4 ml). Dodano DMTCI (243 mg, 0,72 mmole, 1,2 ekw.).
Reakcje zakonczono po okoto 3 godzinach. Nastepnie dodano NaHCO; i ekstrahowano CH,Cls.
Warstwe organiczng osuszono (MgSQO,) i odparowano, a uzyskany surowy produkt oczyszczono
za pomocg chromatografii kolumnowej. Czysty produkt w postaci piany rozpuszczono w
bezwodnym benzenie (1ml) po czym zamrozono i zliofilizowano na linii prozniowej otrzymujac
180 mg zdéttego ciata statego 85; wyd. catkowita 48,4%. R(A) = 0,5
'"H NMR (CDCl5): 5 (ppm) 7,43-6,86 (m, 13H, Ph), 3,82 (s, 3H, OCHs), 3,83 —3,62 (m, 4H, 4 x a
lub e OCHCCO), 3,43-3,23 (m, 4H, CH>—1,4 reszty putrescyny), 1,4-1,8 (m, 4H, CH,-2,3 reszty
putrescyny), 1,2 (s, 3H, CHj3).
3C NMR (CDCl5): & (ppm) 174,4 (C=0), 158,5 (Ph), 158,4 (C od TFA), 144,6 (Ph), 135,5 (Ph),
130,02 (Ph), 128,3 (Ph), 128,05 (Ph), 126,8 (Ph), 113,16 (Ph), 113,09 (CF3), 86,2 (C(Ph);) 67,15
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(OCH,), 65,7 (OCHy,), 55,19 (OCHs;), 47,8 (CMe), 43,5 (CH, reszty putrescyny), 38,9 (CH, reszty
putrescyny), 24,5 (2xCH,, reszty putrescyny), 18,7 (CHs).

N-(4,9,13-triazatridekano-1-ylo)-5-metylo-2-fenylo-1,3-dioksano-5-karboksyamid (68)

Metoda (a)

Do kwasu 5-metylo-2-fenylo-1,3-dioksano-5-karboksylowego 62 (3 g, 13,5 mmola)
rozpuszczonego w bezwodnym etanolu (67,5 ml) z dodatkiem EtsN (2 ml, 14,85 mmola, 1,1 ekw.)
dodano chlorek tionylu (2,6 ml, 33,7 mmola, 2,5 ekw.). Reakcje prowadzono przez 16 godzin a
nastepnie nadmiar chlorku usunigeto przez kilkakrotne odparowanie z chlorkiem metylenu i
toluenem.

Czesc¢ otrzymanego oleju (400 mg) rozpuszczono w bezwodnym THF (4 ml) i dodano
spermine (3,2 g, 15,9 mmola, 10 ekw.). Reakcje prowadzono pod chtodnicg zwrotng a nastepnie
w suszarce przez 24 godz. w temp. 65-70°C. Reakcje zakonczono przez wlanie nasyconego
NaHCO; (20 ml) i chlorku metylenu (2 x 30 ml). Po ekstrakcjach fazy organiczne zatezono na
wyparce. Surowy produkt oczyszczono na kolumnie chromatograficznej, stosujgc mieszanineg
metanolu, 33% etanolowego roztworu metyloaminy i wody jako eluent. Uzyskano 400 mg 68 w
postaci oleju; wyd. 30%; R«(A) = 0,5. R{A) = 0,35.

Metoda (b)

Kwas 5-metylo-2-fenylo-1,3-dioksano-5-karboksylowy 62 (1 g, 4,4 mmola) rozpuszczono
w tetrahydrofuranie (20 ml) i dodano chlorek piwaloilu (0,607 ml, 4,9 mmola, 1,1 ekw.) i EtzN
(1,25 ml). Reakcje prowadzono przez 40 minut, a nastepnie dodano spermine (4,5 g, 22,45
mmola, 5 ekw.) prowadzac reakcje przez kolejne 2 h. Po zakohczeniu reakcji dodano NaHCOg i
ekstrahowano CH,Cl,. Po osuszeniu i odparowaniu warstwy organicznej, pozostato$¢
oczyszczono na kolumnie chromatograficznej stosujgc mieszaning metanolu, 33% etanolowego
roztworu metyloaminy i wody jako eluent. Stosowano gradient od 78 : 2 : 20 do 76 : 4 : 2.
Uzyskano 914 mg 68 w postaci oleju; wyd. 50%. R{A) = 0,5. R{A) = 0,35.
'"H NMR (CDCl3): & (ppm) 7,5-7.16 (m, 5H, Ph), 5,51 (s, 1H, PhCHO,), 4,3 (d, 2H, J 11,7 Hz, 2 x
a lub e OCHCCO), 3,8 (d, 2H, J 11,7 Hz, 2 x a lub e OCHCCO), 3,2-3,49 (m, 12H, 2, 4, 6, 9, 11,
13 —reszty sperminy), 1,5-1,87 (m, 8H, 3, 7, 8, 12 — reszty sperminy) 1,04 (s, 3H, CH3).

N-(4,9,13-triazatridekano-1-ylo)-5-metylo-2-(4-metoksy)-1,3-dioksano-5-karboksyamid (69)

Reakcje dla zwigzku 63 prowadzono (500 mg, 1,97 mmoli) analogicznie do procedury
otrzymywania zwigzku 68. Otrzymano 406 mg zwigzku 69 w postaci oleju wyd. 47%. R#(A) = 0,5.
'H NMR (CDCl3): 8 (ppm) 7,43-6,86 (m, 5H, Ph), 5,44 (s, 1H, PhCHO,), 4,3 (d, 2H, J 11,7 Hz, 2x
alub e OCHCCO), 3,78 (s, 3H, OCH3), 3,73 (d, 2H, J 11,7 Hz, 2 x a lub e OCHCCO), 3,4-3,2 (m,
12H, 2, 4, 6, 9, 11, 13 —reszty sperminy), 1,47-1,73 (m, 8H, 3, 7, 8, 12 — reszty sperminy), 1,01 (s,
3H, CHj,).
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N-(4,9,13-triazatridekano-1-ylo)-5-metylo-2-(o-nitrofenylo)-1,3-dioksano-5-karboksyamid
(70)

Metoda (b) stosowana dla zwigzku 62

Reakcje prowadzono dla pochodnej 64 (350 mg, 0,772 mmola) analogicznie do

otrzymywania zwigzku 68. Otrzymano 147 mg zwigzku 70 w postaci oleju, wyd. 27%. Rf(A) = 0,5.

Metoda (c)

Kwas 5-metylo-2-(o-nitrofenylo)-1,3-dioksano-5-karboksylowy (1,3 g, 4,68 mmola) i
chlorofosforan difenylu (1,26 ml, 6 mmoli, 1,3 ekw.) rozpuszczono w 15,6 ml bezwodnej pirydyny.
Po 40 minutach dodano spermine (2,8 g, 14 mmoli, 3 ekw.). Kolbe z mieszaning reakcyjng
pozostawiono na 2 h w temperaturze pokojowej. Po tym czasie pirydyne odparowano pod
zmniejszonym ciSnieniem. Pozostato$¢ rozpuszczono w 30 ml chlorku metylenu i ekstrahowano
NaHCO; w celu usuniecia nadmiaru sperminy. Cze$¢ organiczng odparowano a otrzymany olej
oczyszczono na kolumnie chromatograficznej. Produkt eluowano mieszaning MeOH / MeNH, /
H>O uzyskujac 1,8 g produktu 70; wyd. 80%

'H NMR (CDCl3): & (ppm) 7,14-7,36 (m, 4H, Ph), 6,09 (s, 1H, PACHO,), 3,72-4,4 (m, 4H, 4x a lub
e OCHCCO), 3,3-3,12 (m, 12H, 2, 4, 6, 9, 11, 13 —reszty sperminy), 1,47-1,73 (m, 8H, 3, 7, 8, 12
— reszty sperminy), 1,01 (s, 3H, CH3);

N-(Tris(2,2,2-trifluoroacetylo)-4,9,13-triazatridekano-1-ylo)-5-metylo-2-fenylo-1,3-dioksano-
5-karboksyamid (80)

Substrat 68 (300 mg, 0,66 mmola) suszono na linii prézniowej przez noc. Nastepnie
rozpuszczono w 10 ml pirydyny. Kolbe zamknieto gumowym korkiem i po umieszczeniu w fazni
lodowej dodano porcjami bezwodnik trifluorooctowy (554 ul, 3,99 mmola, 6 ekw.). Po dodaniu
ostatniej porcji reakcja byta prowadzona jeszcze przez 20 min. w temperaturze pokojowe;j.
Reakcje zakonczono przez wlanie nasyconego NaHCO; (20 ml) i chlorku metylenu (2 x 30 ml),
fazy organiczne osuszono i zatezono na wyparce. Surowy produkt 80 oczyszczono na kolumnie
chromatograficznej, stosujgc CH,Cl,/MeOH jako eluent. Czysty produkt wyptynat przy 2% stez.
MeOH. Otrzymano 560 mg oleju 80; wyd. 60% .

'H NMR (CDCl3): & (ppm) 7,16-7,5 (m, 5H, Ph), 5,52 (s, 1H, PhCHO,), 4,3 (d, 2H, J 11,7 Hz, 2 x
a lub e OCHCCO), 3,8 (d, 2H, J 11,7 Hz, 2 x a lub e OCHCCO), 3,2-3,49 (m, 12H, 2, 4, 6, 9, 11,
13 —reszty sperminy), 1,5-1,87 (m, 8H, 3, 7, 8, 12 — reszty sperminy) 1,04 (s, 3H, CHs);

N-(Tris(2,2,2-trifluoroacetylo)-4,9,13-triazatridekano-1-ylo)-5-metylo-2-(4-metoksy)-1,3-
dioksano-5-karboksyamid (81)
Reakcje prowadzono analogicznie do otrzymywania zwigzku 80; wyd. 60%; R«(A) = 0,76

'H NMR (CDCl5): & (ppm) 6,8-7,36 (m, 4H, Ph), 5,46 (s, 1H, PhACHO,), 4,27 (d, 2H, J 11,7 Hz, 2 x
a lub e OCHCCO), 3,78 (s, 3H, OCHj3), 3,65 (d, 2H, J 11,7 Hz, 2 x a lub e OCHCCO), 3,12-3,4
(m, 12H, 2, 4, 6, 9, 11, 13 —reszty sperminy), 1,45-1,88 (m, 8H, 3, 7, 8, 12 — reszty sperminy)
1,04 (s, 3H, CHj3).
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N-(Tris(2,2,2-trifluoroacetylo)-4,9,13-triazatridekano-1-ylo)-5-metylo-2-(o-nitrofenylo)-1,3-
dioksano-5-karboksyamid (82)

Reakcje prowadzono analogicznie do otrzymywania zwigzku 80; wyd. 62%; R¢(A) = 0,76
'"H NMR (CDCl5): 8 (ppm) 7,16-7,34 (m, 4H, Ph), 6,12 (s, 1H, PhCHO,), 3,66-4,37 (m, 4H, 4 x a
lub e OCHCCO), 3,08-3,37 (m, 12H, 2, 4, 6, 9, 11, 13 —reszty sperminy), 1,48 (m, 4H, 3, 12 -
reszty sperminy), 1,73-1,75 (m, 4H, 7, 8— reszty sperminy) 1,02 (s, 3H, CH3);
ESI MS: [M+Na]" 763,26 obliczone dla C,gH34FgN50g 739,58.

Usuwanie grup benzylidenowych
— usuniecie grupy benzylidenowej i p-metoksybenzylidenowej

metoda (a)

Substrat rozpuszczono w 6 M roztworze HCI w EtOH (1:5; v/v) i ogrzewano pod chtodnicg
zwrotng przez 5 dni. Mieszaning zatezono a nadmiar kwasu usunieto przez kilkukrotne
odparowanie z metanolem i toluenem. Surowg mieszaning przeznaczono do reakgc;ji trytylowania.

metoda (b)

Do acetalu 81 (448 mg, 0,62 mmola) w 10% roztworze HCOOH/MeOH (3,3 ml 85%
HCOOH w 30 ml MeOH) dodano zawiesine 5% Pd/C (1 g) w metanolu (10 ml). Reakcje
prowadzono przez 48 godz. w temp. pokojowej, nastepnie dodano jeszcze jedng porcje
alkoholowego roztworu kwasu mrowkowego i reakcje prowadzono w temp. 67 °C przez 6 godzin.
Katalizator odsgczono a nadmiar kwasu usunieto przez kilkukrotne odparowanie z metanolem i
toluenem. Surowg mieszaning przeznaczono do reakgiji trytylowania.117

metoda (c)

Acetal 81 (0,2 mmola) i mréwczan amonu (100 mg) w rozpuszczono w metanolu (5-10
ml). Mieszanine reakcyjng ogrzewano pod chtodnicg zwrotng w obecnosci 5% Pd/C (400 mg)
przez 72 godz. Po zakonhczeniu reakcji katalizator zostat odsgczony, a przesacz zatezony.

Surowg mieszaning przeznaczono do reakc;ji ’[ry’[ylowania.118

— usuniecie grupy o-nitrobenzylidenowej

metoda (a)

Acetal 82 rozpuszczono w roztworze kwasu trifluorooctowego (TFAA), MeOH, CH,Cl, w
stosunku 2:5:2. mieszanine trzymatam w tazni lodowej utrzymujac przez caty czas trwania reakc;ji
temperature 0 °C i naswietlatam lampg UV o diugosci fali A= 254 nm. Reakcja trwata ok. 72
godzin. Po tym czasie rozpuszczalniki odparowano a nadmiar kwasu usunieto przez kilkukrotne

odparowanie z toluenem. Surowg mieszanine przeznaczono do reakgji trytylowania."'
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5.5. Synteza pochodnych kwaséw a,f-izopropylideno-D(L)-glicerynowych

(S)-N-(4,9,13-triazatridekano-1-ylo)-2,2-dimetylo-1,3-dioksolano-4-karboksyamid (73)

Ester metylowy kwasu a,B-izopropylideno-D-glicerynowego (450 ul, 3 mmole) oraz
spermine (2,4 g, 12 mmoli, 4 ekw.) rozpuszczono w bezwodnym metanolu (1 ml). Reakcje
prowadzono przez 48-72 godziny w temperaturze 25-35 °C. Nastepnie rozpuszczalnik
odparowano. Do pozostatej mieszaniny dodano NaHCOg3 (20 ml) i chlorek metylenu (2 x 30 ml).
Organiczne ekstrakty odparowano a uzyskany olej oczyszczono na kolumnie chromatograficzne;j.
Produkt eluowano mieszaning MeOH/MeNH,/H,O uzyskujgc, 720 mg produktu 73; wyd. 70%;
R«(C) = 0,52;

'"H NMR (CDCl5): 8 (ppm) 7,21 (m, 1H, NHCO), 4,45 i 4,05 (2 x k, 2 x 1H, J 5,37 Hz, J 2,44 Hz
lub 3,41 Hz, 2xCOCH) 4,22 (t, 1H, J 7,8, OCHCO), 3,28-3,36 (m, 2H, 2 — reszta sperminy), 2,53-
2,65 (m, 10H, 4, 6, 9, 13 — reszta sperminy), 2,059 (4H, NH), 1,66 (m, 2H, 3,12 — reszta
sperminy), 1,49 (m, 2H, 7, 8 — reszta sperminy) 1,04 (s, 3H, CH3);

3C NMR (CDCls): 5 (ppm) 171,34 (C=0), 110,67 (OCO), 74,8 (C, 1,3-dioksolan, o), 67,6 (C, 1,3-
dioksolan, B), 49,14 (reszta sperminy), 46,8 (reszta sperminy), 37,13 (reszta sperminy), 28,65
(reszta sperminy), 27,17 (reszta sperminy), 26,06 (reszta sperminy), 24,8 (2x CHs);

ESI MS: [M+K]" 371,28 obliczone dla C4gH34N403 330,47.

(R)-N-(4,9,13-triazatridekano-1-ylo)-2,2-dimetylo-1,3-dioksolano-4-karboksyamid (74)
Reakcje prowadzono analogicznie do otrzymywania zwigzku 73; wyd. 55%; R«(C) = 0,52;
ESI MS: [M+H]" 331,27 obliczone dla C1gH34N403330,47.

(S)-N-(Tris(2,2,2-trifluoroacetylo)-4,9,13-triazatridekano-1-ylo)-2,2-dimetylo-1,3-dioksolano-
4-karboksyamid (83)

Substrat 73 (350 mg, 1,05 mmola) odparowano z bezwodng pirydyng (3 x 5 ml) i
ponownie rozpuszczono w 10 ml pirydyny. Roztwér oziebiono i dodano porcjami bezwodnik
trifluorooctowy (875 ul, 6,3 mmola, 6 ekw.). Po dodaniu ostatniej porcji reakcja byta prowadzona
przez 30 min. w temperaturze pokojowej. Reakcje zakonczono przez dodanie nasyconego
NaHCO; (30 ml). Warstwe wodng ekstrahowano porcjami chlorku metylenu (2 x 30 ml), ktére
odparowano pod zmniejszonym cisnieniem. Uzyskany olej naniesiono na kolumne
chromatograficzng. Czysty produkt wyeluowano chlorkiem metylenu z 2% MeOH i otrzymano 368
mg oleju 83; wyd. 58%; R«(C) = 0,8.

ESI MS: [M+K]" 657,17 obliczone dla Cy;H31FgN403618,21.

(R)-N-(Tris(2,2,2-trifluoroacetylo)-4,9,13-triazatridekano-1-ylo)-2,2-dimetylo-1,3-dioksolano-
4-karboksyamid (84)
Reakcje prowadzono analogicznie do otrzymywania zwigzku 83; wyd. 58%; R«(C) = 0,8

116



CZESC DOSWIADCZALNA

'H NMR (CDCl3): 8 (ppm) 7,09 (m, 1H, NHCO), 6,72 (m, 1H, NHCO), 4,46 i 4,07 (2 x k, 2 x 1H, J
5,34 Hz, J 3,78 Hz, 2xCOCH) 4,28 (t, 1H, J 7,64 Hz, OCHCO), 3,25-3,49 (m, 12H, 2, 4, 6, 9, 11,
13 — reszta sperminy), 1,78-1,86 (m, 4H, 3,12 — reszta sperminy), 1,61 (m, 4H, 7, 8 — reszta
sperminy) 1,39 (s, 3H, CH,).

F NMR 6,98-7,22 (m, 9H, 3x CF3).

ESI MS: [M+K]" 657,17 obliczone dla Cy;H31FgN403618,21.

Usuwanie grupy izopropylidenowej

Metoda (a)

Substrat 83 (500 mg, 0,75 mmola) rozpuszczono 50% wodnym roztworze kwasu
octowego (4,5 ml). Kolbe reakcyjng umieszczono 40 minut suszarce w temp. 50 °C. Po
zakonczeniu reakcji mieszaning odparowano kilkukrotnie z metanolem i toluenem w celu
pozbycia sie niepozadanego kwasu. Otrzymany surowy produkt przeznaczono do reakdji

trytylowania.

Metoda (b)

Do roztworu 83 (500 mg, 0,75 mmola) w metanolu (4 ml) dodano kwas p-
toluenosulfonowy (30 mg, 0,15 mmola). Kolbe reakcyjng pozostawiono na noc w temp.
pokojowej. Po ok. 30 godz. odparowano metanol i do oleistej pozostatosci dodano octan etylu (3
x 20 ml) i NaHCO3; (20 ml). Po odparowaniu warstwy organicznej otrzymany surowy produkt

przeznaczono do reakcji trytylowania.

Metody (a) i (b) zostaly analogicznie wykorzystane do usuniecia grup ochronnych
zwigzku 84. Podobnie jak w przypadku zwigzku 83 otrzymany surowy produkt przeznaczono do

reakcji trytylowania.

5.6. Synteza poliaminowej pochodnej a-hydroksy-y-butyrolaktonu

N-(4,9,13-triazatridekano-1-ylo)-2,4-dihydroksybutyroamid (76)

Do a-hydroksy-y-laktonu (430 pl, 4,16 mmola) dodano roztwér sperminy (2,9 g,
14,5 mmoli, 5 ekw.) w bezwodnym THF (6 ml). Kolbe z mieszaning reakcyjng ogrzewano w
suszarce w temp. 65 °C. Po 2-3 dniach mieszanine reakcyjng odparowano pod zmniejszonym
cis$nieniem. Pozostatg surowg mieszanine przeznaczono do dalszych reakgji.
'H NMR (CDCl3): & (ppm) 7,2 (m, 1H, NHCO), 4,2-4,23 (m, 1H,OCHCO), 3,7-3,82 (m, 2H,
CH,0H), 3,32-3,39 (m, 2H, 2- reszty sperminy), 2,54-2,75 (m, 10H, 4, 6, 9, 11, 12 — reszty
sperminy), 2,03-2,08 (m, 2H, OCHCH,), 1,46-1,66 (m, 8H, 3, 7, 8, 13 — reszty sperminy) 0,9 (s,
9H, (CHj3);C), 0,16 (s,3H, CH3C), 0,14 (s,3H, CH3C).
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3-(tert-Butylodimetylosililo)-dihydrofuran-2-on (77)

Imidazol (470 mg, 3,21 mmola, 1 ekw.), DMAP (392 mg, 3,21 mmola, 1 ekw.) i TBDMSCI
(1,5 g, 9,63 mmola, 3 ekw.) zostaty dodane do roztworu laktonu (250 ul, 3,21 mmola,) w
bezwodnym MeCN (16 ml). Reakcje pozostawiono na 16 godz. w temp. pokojowej mieszajgc na
mieszadle magnetycznym. Po tym czasie rozpuszczalnik odparowano. Do pozostatego oleju
dodano nasyconego NaHCO; (30 ml). Warstwe wodng ekstrahowano porcjami Et,O (2 x 30 ml).
Potagczone ekstrakty organiczne osuszono nad bezwodnym MgSO,, odparowano pod
zmniejszonym cisnieniem a uzyskany surowy produkt oczyszczono za pomocg chromatografii
kolumnowej. Produkt 97 eluowatam mieszaning heksan/Et,O (4:1 do 2:1) otrzymujgc 485 mg
zwigzku 97 w postaci oleju; wyd. 70%;
'H NMR (CDCl5): & (ppm) 4,35-4,4 (m, 2H,CH,0), 4,15-4,2 (dt, 1H, OCH), 2,16-2,5 (2 x m,
2 x 1H, OCHCH,), 0,9 (s, 9H, 3 x CH3 z t-Bu), 0,16 (s, 3H, CH;CSi), 0,14 (s, 3H, CH3CSi);
3C NMR (CDCl3): 5 (ppm) 175,86 (C=0), 68,19 (OCH), 64,72 (CH,0OCO), 33,3 (CH,), 25,61 (C, 3
x Me), 18,19 (SiC(Me)s), -5,5 (C, 2 x Me);
ESI MS: [M-H] 215,02 obliczone dla C4oH2003Si216,35.

N-(4,9,13-triazatridekano-1-ylo)-2-(tert-butylodimetylosililo)-4-hydroksybutyroamid (78)
Metoda (a)

3-(tert-Butylodimetylosililo)-dihydrofuran-2-on (300 mg, 1,5 mmola) suszono na linii prézniowej i
rozpuszczono w bezwodnej pirydyny (15 ml). Nastepnie dodano spermine (1,5 g, 7,5 mmola, 5
ekw.). Reakcje prowadzono przez 48 godzin w temp. 70 °C. Mieszanine reakcyjng podzielono
miedzy nasycony roztwér NaHCO; (20 ml) i CH.Cl, (3 x 20 ml). Organiczne ekstrakty
odparowano pod zmniejszonym ciShieniem a pozostato§¢ naniesiono na kolumne
chromatograficzng. Produkt 78 eluowano mieszaning MeOH / MeNH, / H,O uzyskujgc w postaci

oleju 253 mg zwigzku 78; wyd. 70%;

Metoda (b)

Zwigzek 77 (216 mg, Tmmol) i sperming (202,3 mg, 1 ekw.) umieszczono w kolbie

stozkowej na 10 ml. Kolbe z mieszaning reakcyjng wstawiono do kuchenki mikrofalowej
ustawiajgc 50% mocy. Reakcje prowadzono przez 45 minut. Nastepnie kolbe ochtodzono dodano
NaHCOj; i ekstrahowano CH,Cl,. Po osuszeniu i odparowaniu warstwy organicznej, otrzymany
surowy produkt oczyszczono na kolumnie chromatograficznej Produkt 78 eluowano mieszaning
MeOH/MeNH,/H,0 uzyskujgc w postaci oleju 266 mg zwigzku 78; wyd. 64%;
'"H NMR (CDCl5): & (ppm) 7,02 (t, 1 H, NHCO) 4,25 (t, 1H, J 6,01 Hz, COCHOSI), 3,68-3,72
(t, 2H, J 5,89 CH,0OH), 3,29-3,41 (m, 2H, 2-reszty sperminy), 2,58-2,67 (m, 10H, 4, 6, 9, 11, 13 —
reszty sperminy), 1,89-1,99 (m, 2H, OCHCH,;), 1,62-1,71 (m, 4H, 3,12-reszty sperminy), 1,49-
1,52 (m, 4H, 7, 8-reszty sperminy) 0,9 (s, 9H, 3xCHj; z t-Bu), 0,11 (s, 3H, CH;CSi), 0,08 (s, 3H,
CH3CSi).
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N-(Tris(2,2,2-trifluoroacetylo)-4,9,13-triazatridekano-1-ylo)-2-(tert-butylodimetylosililo)-4-
hydroksybutyroamid (84)

Substrat 78 (266 mg, 0,64 mmola) odparowano z bezwodng pirydyng (3x 5 ml) i
ponownie rozpuszczono w 6,4 ml pirydyny, Roztwér oziebiono i dodano bezwodnik
trifluorooctowy (517 ul, 3,83 mmola, 6 ekw,). Po wyjeciu kolby z tazni reakcje prowadzono przez
30 min. w temperarurze pokojowej. Nastepnie reakcje zakornczono a roztwér podzielono miedzy
NaHCO; (30 ml) i CH,Cl, (30 ml). Warstwe wodng ekstrahowano porcjami chlorku metylenu (2x
30 ml), ktére odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem, a uzyskany olej naniesiono na kolumne
chromatograficzng. Czysty produkt wyeluowano chlorkiem metylenu z 2-3% MeOH otrzymujac
297 mg oleju 84 ; wyd. 66%; R{C) = 0,8.

F NMR 6,98-7,22 (m, 9H, 3xCF3).
ESI MS: [M-H] 705,28 obliczone dla CysH43F9sN4O6Si 706,28.

Usuniecie grupy tert-butylodimetylosililowej

Do zwigzku 84 (254 mg, 0,36 mmola) rozpuszczonego w THF (1 ml) dodano roztwor
TEAF (1M w THF/dioksan, 3 ekw., 1,08 mmola, 1ml). Mieszanine reakcyjng trzymano przez 24 h
w temp. pokojowej. Reakcje zakonczono przez dodanie nasyconego roztworu NH,Cl a nastepnie
ekstrahowano warstwe wodng octanem etylu (3 x 5 ml). Po odparowaniu warstwy organicznej

otrzymany surowy produkt przeznaczono do reakc;ji trytylowania.

5.7. Trytylowanie pochodnych sperminy

N-(Tris(2,2,2-trifluoroacetylo)-4,9,13-triazatridekano-1-ylo)-3-(4,4’-dimetoksytrytylo)-2-
hydroksymetylo-2-metylo-propanoamid (86)

Nie oczyszczony z wolnymi grupami hydroksylowymi zwigzek otrzymany po etapie
usuwania grup ochronnych zwigzku 80 odparowano czterokrotnie z suchg pirydyng (4x5 ml) i
ponownie rozpuszczono w pirydynie (2,3 ml). Nastepnie porcjami dodano DMTCI (250 mg, 0,74
mmola, 1,3 ekw.). Po 3 godz. reakcje zakonczono rozcienczajgc mieszanine reakcyjng
roztworem NaHCO; (20 ml). Warstwe wodng ekstrahowano chlorkiem metylenu (3x20 ml).
Zebrane frakcje organiczne odparowano pod zmniejszonym ciSnieniem, a powstaty olej
naniesiono na kolumne chromatograficzng. Jako eluent wykorzystano mieszaning CH,CI, i
metanolu z dodatkiem 0,2% pirydyny. Produkt wyptynat przy 2-3% metanolu. Uzyskano 150 mg
86 w postaci liofilizatu; wyd. 40%;

'H NMR (CDCl5): & (ppm) 6,74-7,3 (m, 13H, aromatyczne od DMT), 3,77 (s, 6H, 2 x OCH3), 3,25-
3,38 (m, 4H, 2 x CH,0), 2,99-3,2(m, 10H, reszty sperminy), 2,48-2,5i 1,37-1,74 (m, 10H, reszty
sperminy), 1,28 (s, 3H, CHj);

ESI MS: [M+Na]" 934,38 obliczone dla C4yH49FgN,Og 908,85.
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(S)-N-(Tris(2,2,2-trifluoroacetylo-1-ylo)-4,9,13-triazatridekano)-3-(4,4’-dimetoksytrytylo)-3-
hydroksypropanoamid (87)

Reakcje prowadzono analogicznie do otrzymywania trytylowanej pochodnej kwasu
hydroksypropanowego 86. Wyd. 69,5 %
'H NMR (CDClI3): © (ppm) 6,8-7,39 (m, 13H, aromatyczne od DMT), 4,44-4,49 i 4,05-4,1 (2x m,
2x 1H, 2xCOCH) 4,25-4,28 (m, 1H, J 7,64 Hz, OCHCO), 3,75 (s, 1H, 2x OCH3;), 3,25-3,48 (m,
12H, 2, 4, 6, 9, 11, 13 — reszty sperminy), 1,55-1,83 (m, 8H, 3, 7, 8, 12 — reszty sperminy), 1,39
(s, 3H, CHs).
ESI MS: [M+Na]" 903,29 ; [M+K]" 919,26 obliczone dla C4oH4sFsN4Og 880,79.

(R)-N-(Tris(2,2,2-trifluoroacetylo-1-ylo)-4,9,13-triazatridekano)-3-(4,4’-dimetoksytrytylo)-3-
hydroksypropanoamid (88)

Reakcje prowadzono analogicznie do otrzymywania trytylowanej pochodnej kwasu
hydroksypropanowego 86. Wyd. 60 %.
'H NMR (CDCl3): & (ppm) 7,10-7,38 (m, 9H, aromatyczne od DMT), 6,76 (d, 4H, J 8,6 Hz,
aromatyczne od DMT), 4,41-4,45 i 4,02-4,06 (2x m, 2x 1H, 2x COCH) 4,19-4,27 (m, 1H,
OCHCO), 3,73 (s, 1H, 2x OCH3), 3,15-3,44 (m, 12H, 2, 4, 6, 9, 11, 13 — reszty sperminy), 1,51-
1,81 (m, 8H, 3, 7, 8, 12 — reszty sperminy).
ESI MS: [M-H] 879,30 obliczone dla C4oH4s5F9N4Og 880,79.

N-(Tris(2,2,2-trifluoroacetylo-1-ylo)-4,9,13-triazatridekano)-4-(4,4’-dimetoksytrytylo)-2-
hydroksybutyroamid (89)

Reakcje prowadzono analogicznie do otrzymywania trytylowanej pochodnej kwasu
hydroksypropanowego 86; wyd. 72 %.

'H NMR (CDCl3): & (ppm) 7,19-7,36 (m, 9H, aromatyczne od DMT), 6,78 (d, 4H, J 8,6 Hz,
aromatyczne od DMT), 4,21 (dt, 1H, COCHOH), 3,74 (s, 6H, 2 x OCHj3), 3,0-3,44 (m, 14H,
CH,0H, 2, 4,6, 9, 11, 13 — reszty sperminy), 2,18-2,19 (m, 2H, OCHCH,), 1,56-1,88 (m, 8H, 3, 7,
8, 12-reszty sperminy);

ESI MS: [M+Na]+ 933,27 obliczone dla C4oH4sFgN4Og 908,85.

5.8. Synteza amidofosforynéw analogéw poliaminonukleozydéw

3-Amidofosforyn N-(4-(N-trifluoroacetamido)butylo)-3-(4,4’-dimetoksytrytylo)-2-metylo-
propanoamidu (90)

Zwigzek 85 (143 mg, 0,234 mmola) oraz etylotiotetrazol (27,3 mg, 0,21 mmola, 0,9 ekw.)
suszono w eksykatorze na linii prézniowej przez co najmniej 24 h. Bis(N,N-diizopropyloamino)
(2-cyjanoetoksy)fosfine (90 ul, 0,3 mmola, 1,3 ekw.) wstrzyknieto do roztworu 85 i
etylotiotetrazolu w bezwodnym chlorku metylenu (1,17 ml). Reakcja zaszta po 2 godziny. Catos¢
odparowano pod zmniejszonym cisnieniem. Nastepnie dodano NaHCO;3; (10 ml) i ekstrahowano
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porcjami chlorku metylenu (3 x 10 ml). Surowy zwigzek oczyszczono chromatograficznie na
kolumnie wypetnionej zelem krzemionkowym, stosujac jako eluent 10% roztwor trojetyloaminy w
benzenie. Odpowiednie frakcje odparowano i 89 zliofilizowano z benzenu otrzymujac 133,5 mg
biatego osadu; wyd. 70%. R{(G) = 0,36;

*P NMR (CgHe): d (ppm) 148,30; 148,54.

3-Amidofosforyn N-(Tris(2,2,2-trifluoroacetylo)-4,9,13-triazatridekano-1-ylo)-3-(4,4’-
dimetoksytrytylo)-2-metylo-propanoamidu (91)

Reakcje zwigzku 86 (150 mg, 0,25 mmola) przeprowadzono analogicznie do
otrzymywania amidofosforynu 90. Otrzymano 130 mg produktu 90; wyd. 50%. R{H) = 0,38.
3P NMR (CgHs): & (ppm) 148,6; 148,5; 148,45; 148,3.

2-Amidofosforyn (S)-N-(Tris(2,2,2-trifluoroacetylo-1-ylo)-4,9,13-triazatridekano)-3-(4,4’-
dimetoksytrytylo)-propanoamidu (92)

Zwigzek 87 (300 mg, 0,34 mmola) oraz etylotiotetrazol (0,3 mmola, 39,8 mg, 0,9 ekw.)
suszono w eksykatorze prézniowym przez co najmniej 24h. Bis(N,N-diizopropyloamino)
(2-cyjanoetoksy)fosfine (0,442 mmola, 133 pul, 1,3 ekw.) wstrzyknieto do roztworu 87 i
etylotiotetrazolu w bezwodnym chlorku metylenu (1,17 ml). Reakcja zaszta po 2 godz. Cato$¢
odparowano pod zmniejszonym ciSnieniem. Surowy zwigzek precypitowano trzykrotnie z
heksanu. Zliofilizowano z benzenu otrzymujac 210 mg biatego ciata statego 92; wyd. 52%; R«(H)
=0,36.
3P NMR (CgHe): 5 (ppm) 151,90; 151,70; 149,07; 149,87; 148,7; 147,65.

2-Amidofosforyn (R)-N-(Tris(2,2,2-trifluoroacetylo-1-ylo)-4,9,13-triazatridekano)-3-(4,4’-
dimetoksytrytylo)-propanoamidu (93)

Reakcje zwigzku 88 (200 mg, 0,226 mmola) przeprowadzono analogicznie do
otrzymywania amidofosforynu 92. wyd. 52%; R«(H) = 0,36
'"H NMR (CDCl5): 8 (ppm) 7,14-7,38 (m, 9H, aromatyczne od DMT), 6,78 (m, 4H, aromatyczne od
DMT), 4,8 (m, 1H, COCH) 4,65 (m, 1H, OCHCO), 3,73 (s, 1H, 2x OCHj3), 3,12-3,55 (m, 16H,
CH,OH, 2, 4, 6, 9, 11, 13 — reszty sperminy, CH»,-OP) 2,4-2,78 (m, 2H, 2x CH od grupy i-Pr,
CH.CN, 1,41-1,92 (m, 8H, 3, 7, 8, 12 — reszty sperminy) 1,17-1,23 (m, 12H, 4x CH; grupa i-Pr).
3P NMR (C¢He): 5 (ppm) 151,77; 151,44; 149,25; 149,07; 148,97; 148,85.
ESI MS: [M-H] 1079,63 obliczone dla C4gHeFgNgOgP 1080,43.

2-Amidofosforyn N-(Tris(2,2,2-trifluoroacetylo-1-ylo)-4,9,13-triazatridekano)-4-(4,4’-
dimetoksytrytylo)-butyroamidu (94)

Reakcje zwigzku 89 (270 mg, 0,3 mmola) przeprowadzono analogicznie do otrzymywania
amidofosforynu 90. wyd. 55%; R¢(H) = 0,35
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'"H NMR (CDCl;): & (ppm) 6,76-7,4 (m, 13H, aromatyczne od DMT), 4,22 (dt, 1H, COCHOH),
3,74 (s, 6H, 2x OCHj3), 3,12-3,55 (m, 16H, CH,0H, 2, 4, 6, 9, 11, 13 — reszty sperminy, CH,-OP),
2,56-2,62 (m, 2H, 2x CH od grupy i-Pr), 2,24-2,42 (m, 4H, OCHCH,, CH,CN), 1,57-1,84 (m, 8H,
3,7, 8, 12-reszty sperminy) 1,1-1,2 (m, 12H, 4x CHj; grupa i-Pr).

3P NMR (CgHs): & (ppm) 151,73; 151,59; 148,25; 147,83.

ESI MS: [M+K]" 1133,1 obliczone dla CsoHgsFoNsOgP 1094,43.

5.9. Synteza i oczyszczanie poliamoooligonukleotydéw i analogéw

poliaminooligonukleotydow

Synteza

Liofilizat 3’-amidofosforynu poliaminonukleozydu (dCSp) i standardowe 3’-amidofosforyny
rozpuszczono w acetonitrylu i zasypano sitami 3 A na dzien przed wykonaniem syntez
poliaminooligonukleotydow. Syntezy prowadzono w skali 0,2 pumola. W przypadku kazdej
kondensacji podawano takg samg ilos¢ amidofosforynu i nie przediuzano czasu kondensacji na
etapie przylgczania modyfikowanej jednostki. Synteze prowadzono wedtug standardowego

programu zamieszczonego w tabeli 18.

Tabela 18. Schemat cyklu syntetycznego stosowanego do otrzymywania tanicucha oligomeru.

Krok cyklu Nazwa procesu Odczynnik Czas
1. Detrytylacja 3% TCA w CH.Cl, 35”
2. Kondensacja FAJC/FAdT/FAdG/FadA w CH;CN 3'50”
3. Acetylacja Ac;0, lutydyna, NMI w CH3;CN 30”
4. Utlenienie 3% 12, 10% H.O w Py 5 30"

FAdC, FAdT, FAdG, FAdA - Glen Research
TCA, Ac,0, I,— Roth

Liofilizaty amidofosforynéw analogéw poliaminonukleozyddéw suszono na linii prézniowej 24-48
godzin przed rozpoczeciem syntezy. Podczas wprowadzania modyfikacji wykorzystano
dwukrotny nadmiar odpowiednich amidofosforynow oraz zwigkszono czas kondensacji do 10

minut. Otrzymane poliaminooligonukleotydy i analogi poliaminooligonukleotydow poddano

typowej procedurze odblokowania, czyli dziataniu 32% wodnego roztworu NH; w 55°C przez noc.

Oczyszczenie oligomerow

Prébki rozpuszczono w 150 ul wody i natozono na ptytki silikazelowe (20 x 20 cm) w celu
oczyszczenia oligomerédw (uktad E lub F). Po zakohczeniu rozdzialu prazki
oligodeoksynukleotyddéw usunieto razem z silikazelem z ptytek i eluowano 3-krotnie 2 ml wody.

Potaczone frakcje odparowano do sucha. Prébki rozpuszczono w 400 pl wody, nastepnie
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przeniesiono do nowych probéwek (Eppendorf). Poprzednie probowki przeptukano 2-krotnie 100
Ml wody i po zwirowaniu potgczono wszystkie roztwory.

Otrzymane oligonukleotydy oczyszczano réwniez wykorzystujgc aparat HPLC z kolumng,
wypetnione C-18. Czyste oligonukleotydy eluowano buforem (40% CH3;CN : 60% 0,01 M octan
tréjetyloamoniowy). Po odparowaniu zebranych frakcji oligomery odsalano na kolumienkach
Sephadex-G25.

Czystos¢ otrzymanych oligonukleotydow potwierdzono za pomocg MALDI-TOF.

W tabeli 19 zamieszczono wartosci mas dla otrzymanych oligonukleotydéw.

Tabela 19. Warto$ci mas oligomeréw .[kDal.

Nazwa Sels(:lfg’da obl:,ilgzs:na 'I\\nn?I?D[IMTgL_
JB1 CTC AAG CAA GCT 3675,44 3674,87
JB2 AGC TTG CTT GAG 3613,42 3611,50
DOD1 CTC ACA TGC GCG 3605,39 3605,54
DOD2 CGC GCA TGT GAG 3685,44 3686,25
DOD1-10 XTC ACA TGC GXG 3977,39 3976,84
DOD1-9 XTC ACA TGX GCG 3977,39 3978,06
DOD3-9 CTX ACA TGX GCG 3977,39 3977,08
DOD5-9 CTC AXA TGX GCG 3977,39 3977,14
DOD1-1 XTC ACA TGC GCG 3789,50 3791,10
DOD1-3 CTX ACA TGC GCG 3789,50 3789,40
DOD1-5 CTC AXA TGC GCG 3789,50 3789,14
DOD2-1 XGC GCA TGT GAG 3869,2 3871,16
DOD2-3 CGX GCA TGT GAG 3869,2 3870,95
DOD2-5 CGC GXA TGT GAG 3869,2 3869,41

8G1 GTCGGCTG 2440,63 243854

8C9 CAGCCGAC 2378,60 2376,61

8C9Sp CAGXCGAC 2563,7 2562,73
JB8 X, CTC AAG CAA GCT = 391142 3910,87

5-Lak X, CTC ACA TGC GCG 3973,12 3970,65
5'-Dg X, CTC ACA TGC GCG 3959,12 3959,57
5-Lg X.CTC ACATGC GCG |~ 395954 3959,24
JB3 CTC AAG X, CAA GCT = 3911,42 3911,45

Lak-B  cTC ACA X, TGC GCG | 397312 3973,12

Dg-B CTCACA X, TGC GCG | 395954 3959,75
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Dodatkowe oczyszczenie oligomeréw do badan NMR

Oligonukleotydy poddawane byly dodatkowemu oczyszczeniu na kolumnach. W celu
odsolenia prébek uzyto kolumny zawierajgce silanizowane podtoze C18. Kolumny przemyto
acetonitrylem (10 ml), a nastepnie 10 mM roztworem octanu amonu (10 ml). Na tak
przygotowane kolumny naktadano prébki rozpuszczone w 10 mM roztworu octanu amonu (10
ml). Zbierano trzy frakcje oznaczone odpowiednio: L — przesgcz uzyskany po natozeniu prébki, W
— przemycie probki 10 mM roztworem octanu amonu (10 ml) oraz C — frakcja wtasciwa
zawierajgca oligonukleotyd po przemyciu kolumny 30% roztworem acetonitrylu w wodzie (5 ml).
Na ptytce TLC (uktad E) wykonano prébe na obecnos$¢ oligonukleotydu w trzech zebranych

frakcjach, a frakcje C zawierajgcg produkt odparowano do sucha.

5.10. Przygotowanie probek  oktameru referencyjnego (5’-CAGCCGAC-3’,
5’-GTCGGCTG-3’) oraz oktameru modyfikowanego reszta dC°" (badania NMR)

Oligonukleotydy: 5-GTCGGCTG-3 i komplementarny 5-CAGCCGAC-3’ oraz
modyfikowany resztg dC®" (5'-CAGAC3’CGAC-3’) zostatly zmieszane w stosunku molowym 1:1.
Po odparowaniu rozpuszczono je w buforze o sktadzie: 50 mM NaCl, 10 mM fosforan sodu oraz
0,1 mM EDTA, pH 7,0. Prébki trzykrotnie odparowano z D,O a nastepnie rozpuszczono w 300 pl
D,0, (99,99%) i przeniesiono do mikroprobéwki NMR (Shigemi). Tak przygotowane prébki
postuzyly do przeprowadzenia eksperymentow NMR. W celu analizy sygnatéw pochodzacych od
protonédw wymienialnych (iminowych i aminowych) prébki byty ponownie odparowane i
rozpuszczone w mieszaninie H,O/D,0 9:1 v/v, przy zachowaniu sktadu buforu. Przed kazdg serig
pomiarbw umieszczano probke w tazni o temperaturze 80 °C, a nastepnie chtodzono w celu

poprawnego uformowania dupleksu.

Techniki NMR wykorzystane do otrzymania widm duplekséw DNA

Widma NMR duplekséw DNA wykonane zostaty na spektrometrze Bruker Avance 600 w
Srodowiskowym Laboratorium Unikalnej Aparatury Chemicznej Wydziatu Chemii Uniwersytetu
im. Adama Mickiewicza. Dodatkowo byly wykonane widma na spektrometrze Bruker Avance I
400 w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN. Otrzymane dane eksperymentalne przetwarzano za
pomocg programu Topspin 2.0 (Bruker), a nastepnie analizowano w programie Felix 2002
(Accelrys).

Jednowymiarowe widma 'H NMR (600 MHz, D,O) wykonane zostaty w temperaturach 25 i
30°C. Jednowymiarowe réznicowe widma 'H NMR NOE (600 MHz, 90% H,0/10% D,0) zostaty
zarejestrowane przy selektywnym naswietlaniu pojedynczg czestotliwoscig rezonansowg w
temperaturach 2 °C i 10 °C. Dwuwymiarowe, fazoczute widma NOESY (600 MHz, D,0)
wykonane byly przy dwéch réznych czasach mieszania 1, =150i400 ms. Aby utatwi¢
przypisanie sygnatébw rezonansowych, oraz wyciggniecie informacji strukturalnych, pomiary

efektu NOE zostaty przeprowadzone w réznych temperaturach: 20, 25 i 30 °C. Wykonane zostaty
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takze eksperymenty 2D NOESY w D,0O przy czestotliwosci 400 MHz. Widma zarejestrowane
zostaly z czasem mieszania 150 i 400 ms w temperaturze 25 °C. Dwuwymiarowe, fazoczute
widma NOESY (600 MHz, 90% H,0/10% D,O) wykonane zostaty w temperaturze 10 °C z
czasem mieszania rt,=150ms. W celu wygaszenia silnego sygnatu wody, podczas
eksperymentu stosowano sekwencje (3-9-19) gradientowych impulséw w metodzie
WATERGATE. W przypadku dwuwymiarowych, fazoczutych widm TOCSY (600 MHz, D,O) okres
mieszania, podczas ktérego zastosowano sekwencje impulsbw MLEV-17, trwat 60 ms.
Dwuwymiarowe eksperymenty korelacyjne 'H-"C HSQC (D,O) przeprowadzone zostaly na
probkach o naturalnej zawartosci izotopu *C w temperaturze 25 °C metodg odwrotnej detekgc;ji.
Dwuwymiarowe, fazoczute widma korelacyjne 'H-*'P HSQC (D,O) zostaty wykonane na
spektrometrze Bruker AVANCE 600 dla szerokosci spektralnej 2.4 kHz w kierunku 3P oraz
1.5 kHz w kierunku 'H.

5.11. Pomiary termodynamiczne

Pomiary trwatosci termodynamicznej duplekséw prowadzono na spektrofotometrze
Beckman DU-640 z termoprogramatorem, wykorzystujac metode topnienia UV (ang. UV melting).
Stezenia oligonukleotydéw uzytych do eksperymentéw termodynamicznych obliczano na
podstawie pomiaréow absorbancji w temperaturze 80 °C oraz ich wspoétczynnikow ekstynkcji.
Pomiary trwatoSci termodynamicznej duplekséw prowadzono w Swietle UV przy ditugosci fali
260 nm i zakresie temperatur od 3 °C do 90 °C. Szybko$¢ zmian temperatury wynosita 1 °C/min,
pomiar absorbancji nastepowat co pdt minuty. Przyktadowe krzywe topnienia dla dziewieciu
réznych stezen dupleksu przedstawione sg na rysunku 48. Dla doktadnego okreslenia
parametrow termodynamicznych stosowano dziewie¢ stezeh kazdego dupleksu w zakresie od
10 do 10° M. Dupleksy byly rozpuszczone w buforze: 100 mM NaCl, 20 mM kakodylan sodu,
0,2 mM NaxEDTA (pH 7) i umieszczone w trzech kuwetach kwarcowych o pojemnosci 30 ul,
150 pl oraz 300 pl i drodze optycznej odpowiednio 0,1 cm, 0,5 cm i 1 cm. Przykfadowy protokét

rozciehczen dla dupleksu jest przedstawiony na rysunku 47.
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Sequence Abs. (80C) V‘;::I’)“e Dilution =~ #OD | Ext. Coeff  # Mol (ZA:,,SE)
in water n buffer
DOD2 |CGCGCATGTGAG 0,816 1 30 24,5 107200 2,28E-07
DOD1 |CTCACATGCGCG 0,205 0,3 30 1,8 80800 2,28E-08
DOD2-DODA e260= 94000
DOD2 DOD1
Conc. # Conc. Path Th. Abs = Volume # Mol Vol. Stock AVol. Stock B Vol. Prevs.|Vol. Buffer
(M) (cm) (ul) (un) (un) (un) (ul)
1 1,8E-04 0,100 1,70 30 5,426E-09 11,89 35,69 Dry Down 30
2 1,1E-04 0,100 1,03 30 3,275E-09 18,11 11,89
3 6,6E-05 0,100 0,62 30 1,977E-09 18,11 11,89
4 4,0E-05 0,500 1,87 150 5,969E-09 13,08 39,27 Dry Down 150
5 2,4E-05 0,500 1,13 150 3,604E-09 90,56 59,44
6 1,5E-05 0,500 0,68 150 2,176E-09 90,56 59,44
7 8,8E-06 1,000 0,82 300 2,627E-09 5,76 17,28 Dry Down 300
8 5,3E-06 1,000 0,50 300 1,586E-09 181,12 118,88
9 3,2E-06 1,000 0,30 300 9,574E-10 181,12 118,88

Rys. 47. Przykladowy protokot rozcienczen stosowany w eksperymentach topnienia UV

W celu otrzymania wzglednych wartosci absorbancji na poczatku serii pomiaréw stosowano

kuwete zawierajgcg jedynie bufor uzywany do badan termodynamicznych.

098 —

096 —

094 —

09z —

090 —

088 —

036 —

084 —

08z —

Abs
Temp (©) 10 Bal Eal il 50 60 kil Eal

Rys. 48. Krzywe topnienia dla dziewieciu stezen pojedynczego dupleksu

Otrzymane krzywe topnienia duplekséw analizowano za pomocg programu MeltWin 352w
wyniku obrobki danych uzyskno parametry termodynamiczne: entalpie (AH®), entropie (AS°) oraz

energie swobodng (AG®) charakteryzujgce badany dupleks (rysunek 49).
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Full Analysis

Date: 7 Oct 2007 Comment: Imported From ASCII

Melt Curve Results

Concentration dH d3 dG Tm
(M) (kcalfmol) (calfK-mol) (kealfmol, 37°C) ()
256104 -62.88 16853 1065 G207
1.556e-04 -5534 14570 -10.15 6043
9 26de-05 -5062 -158.35 -10.44 5274
3T16e05 -60.11 -160.39 1038 5610
346405 -56.34 -14893 -10.15 5425
20803 -5470 -14372 -10.13 287
1330605 -56.42 -148.91 -1024 5121
261608 -52 68 -137.91 0E0 4229
487406 -47 31 -12128 -850 4578
Averages -56.15 -145.19 -10.1g 5440
Analysis of Melt Curve Fits/Errors

dH ds dG Tm

(kcalfmol) (cal/K-mol) (kcalfmol, 37°C) ("C, 1.0e-4M)

-56.15 £4.554 -143.19 £13.731 10,19 £0.285 386

Analysis of Tm Dependence/Errors

dH ds dG Tm

(kcalfmoD) (cal/K-mol) (kcalfmol, 37°C) (°C. 1.0e-4M)

-5239 1727 -136.56 £35.276 9930093 386

Rys. 49. Zestawienie danych uzyskanych w programie Meltwin."®

réznicy, odpowiednio, wedtug modelu jednostanowego.

Parametry byly obliczane na dwa rdézne sposoby: poprzez dopasowanie eksperymentalnych
krzywych topnienia z krzywymi wyznaczonymi teoretycznie oraz z wykresu zaleznosci
odwrotnosci temperatury topnienia 1/T,, od logarytmu stezenia oligonukleotydu (rysunek 50). W
przypadku réznicy w warto$ciach parametréw termodynamicznych mniejszej niz 15 % przyjmuje

sie ze topnienie dupleksu przebiega wedlug modelu dwustanowego, natomiast przy wiekszej

Comment: Imported From ASCII
= 099
dH=  -5229 keal/mol

[dS= -13656 cal/mol
dG37C)= -9 93 keal/mol

3123

3106

3089

3038

3021

3004

287

.

10000/ Tm

T T T
-10%a(Cr4) 10010 10420 10830 11240 116.50

T
12060 12470

uzyskany z programu MeltWin.'*?

T
12230 13290

Rys. 50. Wykres zalezno$ci odwrotnosci temperatury topnienia 1/Tr, od logarytmu stezenia oligonukleotydu
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